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INTRODUCTION



Traditionnellement, le réle de I'alimentation a d&fournir I'énergie et les éléments nutritifs
essentiels pour soutenir les fonctions physiologggdel’organisme. Toutefois, au cours des
années, lerbledel’alimentation a évolué, les alimé&antdeplus en plusappelés afournir des
avantages physiologiques en matiéredegestion etvamion des maladies [OOMAH et
MAZZA, 2000].

Leslipidesalimentairessontmajoritairementconstiiig&sdesgrasdont la disponibilité en
fonction de l'évolution de l'offre alimentaire aabeoup variéau cours des dernieres
décennies;la nature deceschangementsa longtempg#tééemaispose des problémes.
D’unefacongénérale,faceaune alimentationricheetdgiommefaceaunesédentaritéaccrue,
l'organismeenstockel'excédentdanslescellulesadipeuadipocytes. Touslesacides
grasn’ontpasle méme pouvoir pour stimuler le dgystonentdutissuadipeux[ GALGANI et
al., 2008].

Notre alimentation actuelle est donc représentéesarapports lipidiques importants,
notamment enacidesgras saturés (AGS).Or, I'effeh@Surconsommation de ces nutriments
surlemétabolismede certains tissus, foie et musglelettique en particulier, ne semblepas
neutre.Un nombreimportant d’étudesces dernieresasnnéntpu décrireles anomalies
métaboliques liées aunetelleconsommation.ll appdegfiacon tres clairequeles AGSn’ont pas
tous leméme effet surlemétabolisme. Ainsi, alore gartains semblent dépourvus d’effets,
d’autres commel’acidepalmitique, jouent un roleimpaot dans le développement decertaines
anomalies métaboliques puisqu’ils altérent notamimekn sensibilitéalinsuline et la
réponseinflammatoireau sein dedifférents tissusdgime alimentaire de type occidental
favorise I'apparition d'un syndrome métabolique.

Cliniguement, le syndrome métabolique associe Hda#eres suivants: obésité abdominale,
taux de triglycérides etde glucose a jeun trop édewholestérol-HDL bas et hypertension
[GRUNDY et al., 2004].

Mémes'il n'existepas actuellementd’étudeclaire ¢themmedécrivant I'effet d'une
surconsommation chroniqued’AGSsurlesyndromemétgbe}iun faisceau d’arguments tend
amontrerque ces sources lipidiques peuventindisrademalies métaboliques fréquemment
observées au cours decesyndrome(augmentation dsamadipeuse périviscérale,
infiltrationgraisseuseectopique, dyslipidémie, détation del’homéostasie glucidique)
[WALRAND et al., 2010]. En effet, Les déséquilibraémentaires entre les familles d'acides
gras, liés en général a la surconsommation deirtergroupes d'aliments, ou a la sous-

consommation d'autres, ont pu étre mis en reladier des risques accrus de développer
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certaines pathologies, qui trouvent leur originesdée syndrome métabolique [HERMIER,
2010].

Il est prouvéquel’'exces d’AGSalimentaires partiaif¥iologiedesMCV deparleur effet
surlalipémie, en particulier’augmentation dela lelstérolémie(LDL-cholestérol), qu’ils
induisent, et par cebiais, participent al’appaniébau développement de I'athérosclérose. Par
conséquent,lesAGSont un rélenonnégligeabledansiesipn actuelledes MCV [DUBOISet
al., 2007].Lesmécanismes sous-jacents sont congpbqearfois controversés, impliqguant des
altérations du bilan lipidiqgue sanguin (élévatianaholestérol-LDL et des triglycérides), une
accumulation intracellulaire de triglycérides, eesdmodifications de la composition
membranaire [HERMIER, 2010].

Lesacidesgras monoinsaturés (AGMl)sont synthétiggs'homme et apportés par
lalimentation. Plusieurs études cliniques et émiadogiques ont confirmés leur réle
bénéfiquedans laprévention etégalement letraitendaqlusieurs troubles delasanté.Les
acidesgras monoinsaturésaméliorent lasensibilitsaline et leprofilelipidique.La
consommation de régimes riches enacidesgras maoiascommelerégime
méditerranéenest associéeaunefaibleincidencedditétida al’'obésité,lediabete, les
maladies cardiovasculaires, les maladies neurodéggveset mémelecancer.LesAGMI
améliorent également lestatut redoxdel’organismereichissant les membranes biologiques
et les lipoprotéines, les protégeant ainsi degsfiélétéres du stress oxydatif [REAVEN et
al., 1996].

Au cours des trentedernieres années, un intéréissardt a étéportéauxacides gras
polyinsaturés(AGPl)et aleur rolebénéfique poteptiatlasanté.Les oméga-6 sont des
acidesgras polyinsaturéstrés abondants dans liafatien.Les huiles, les ceufset lagraisse
deviande en sont les plus riches.L’acidelinoléigstleseul essentiel, iln'est pas synthétisé
parle corps et est leprécurseurdesautres omeégai8dRipréviennentles maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératiyastcipent alaformation et lemaintien
des parois cellulaires [SAIDPOUR et al., 2011]. dmdesgras polyinsaturés oméga3a
longuechaine(acideseicosapentaenoique, docosap@igi@eet docosahexaenoique) se
trouvent principalementdans lepoisson alors quieléaclinolénique, achaineplus courte, est
plutét apportéparleshuiles végétales telles quidtalin. Depuis ledébut des années70, ces
acidesgras sesont vus attribuerdenombreuses peaspiidéressantes en particulier au niveau
cardiovasculaire. Si I'on se réfereauxnombreuxuagai leurs ont été consacres, ils sont en
effet susceptibles d’abaisserlapression artéralla fréequence cardiaque, d’améliorerleprofil

lipidique,  dediminuerlerisqueinflammatoire, destlerla  fonction  endothéliale,
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destabiliserles  plagues d’athérome, d’augmentertalsditéal’insuline et de
réduirel'incidencedes troubles durythme. Tousce$etef semblent concourir aleurs
bénéficesrapportés dans diversesétudes cliniquss@ufirmés par certaines méta- analyses,
en particulier en ce quiconcernelamorbidité et ldaibé chezdes patients coronariens
[JUNG et al., 2008].

L'obésité, maladiedelanutrition laplus fréquente monde, découlenécessairement d’'un
déséquilibredelabalance énergétiquec'est-a-direllen bénergétiquepositifqui  résultesoit
d'unedépense énergétique, liéeal’activitephysiqéeuite, soit d’apports énergétiques
d’origine alimentaireexcessifs, soit encorede ceselesembles conjugués [SPIEGELMAN
et FLIER, 2001].

Les mécanismesal’originedu stockagedelamassegeasser mal connus.Si ledéséquilibredu
bilan d'énergie est un déterminantinitial  incontmabledel’inflationadipeuse,
laphysiopathologiedelamaladieimpliquedetrés  nomMatéterminants. A I'évidence,
'obésiténese résumepas ades troubles ducomportensimentaire.Les progres
delabiologiecellulaire et moléculairedutissu adipdas avancés dela neurobiologie du bilan
d’énergieet les connaissances nouvelles surlagitésisulaireont fait émergerlanotion
d'une«pathologiede systeme». Chaque étapedu déertamt dela maladie(prisedepoids,
stabilisation, chronicisation, réponses auxacti@sapeutiques, apparition des morbidités)
est probablementassociéeades mécanismes molésuldfégents [CLEMENT et VIGNES,
2009].

Lesconséquences sanitaires del’'obésitéesont multipiglespeuvent étresomatiques ou
psychologiques. Eneffet, I'obésité constitueun daoderisquepourledéveloppement de
plusieurs maladies chroniques telles queles maackediovasculaireset respiratoires, et
certainesformes decancer, altérantainsiprofondétagoglitédvie.L’obésitépeut également
entrainerdes complications meétaboliques qui aceéterévolution de I'athérosclérose
augmentant ainsi lamorbi-mortalitéparmaladiescaa@Boulaires ischémiques et parmi
lesfacteurs  aggravants I'hypertension artérielleges | dyslipidémies et le
diabétedetypell[FLEGAL et al., 2007].

L'obésité, caractériséepardes concentrations plagnes d’AGLéElevées,est également liée
aun stadeinflammatoireétroitement associéau risqua@iovasculaire, al'insulinorésistanceet
au syndromemeétabolique. En effet, letissu adipetiggaeal’homeéostasiemétabolique
del'organisme en libérant des AG mais égalemensénedefacteurs protéiqgues dénommés
adipokines ou adipocytokines. Deparl’existencede nembreuses molécules sécrétées

(environ 50 molécules), letissu adipeux, notamniand-abdominal, est considéré commele
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principal siteinflammatoire au cours del'obésite MRHURN et WOOD, 2005].

L'obésité estégalement associéeaune augmentatiostrdas oxydatifsystémique évident
[RAMOS et al., 2008].Indispensablealavieaérobiexygene est utilisépar les mitochondries
pourproduiredel’énergie.Lesconséquences del’aétivinitochondriale sont doubles et
paradoxales. D'unepart, les mitochondries fournisséla cellule, gracea I'oxygéne,
unesourced'énergieimportantesous formed'adénapimesphate(ATP) ahaut potentiel
énergétique.D’autrepart, une faiblefraction del'géye(environ 0,4 a4%) n'est pas
correctementconvertie en  eau  suiteades  imperfectiordelachainerespiratoire
mitochondriale.L'oxygénedonne alors naissanceadgseces oxygénéesactivées parmi
lesquelles figurent desradicauxlibres commel'an®uperoxydeou leradical hydroxyle
[KOHEN et NISKA, 2002].

Dans les systemes biologiques, lestress oxydana esinséquenced'un déséquilibre entrela
production deradicauxlibres et leurdestruction pardystemes dedéfenses anti-oxydantes.
Lesradicauxlibres peuvent engendrerdes dommagesortamps surlastructure et le
meétabolisme cellulaireen dégradant denombreuselescilprotéines, lipides et acides
nucléiques [BRADY etal., 2006].

Les troubles de santé engendrés par le surpoitlsbésité peuvent étre corrigés par la
consommation de certaines huiles alimentaires sidme acides gras monoinsaturés et en
acides gras polyinsaturés comme ceux de I'huildivioet de I'huile de lin. En effet,
plusieurs études cliniques et épidémiologiquesttatili une corrélation entre l'utilisation de
I'huile d'olive comme principale source de lipides les effets bénéfiques avérés sur les
complications engendrées par le surpoids et I'tbéJROMAGUERA et al,
2009;SCHRODER et al., 2004]. D’'autre part, la consation de I'huile de lin qui
constitue une excellente source d'acides gras medyurés de la famille n-3 de par sa
richesse en acide-linolénique, a aussi des effets bénéfiqgues swaldé [GOLUB et al.,
2011].

Il existe une littérature scientifique abondantetént le sujet de I'obésité et ses nombreuses
complications aussi bien chez les enfants que E®runes adultes néanmoins les effets
combinés du vieillissement et de I'obésité nutritielle sur le métabolisme et leur correction
possible par les huiles alimentaires sont faiblendéardiés.

L’augmentation importantedel’espérancedevieenttainevieillissement inéluctabledela
population.Lemaintiendes performances physiquesesttales decettepopulation apparait de
cefait, comptetenu du poids moral, social et fimemel'altération del’état desantédu sujet

age, commeun objectifprioritairedesantépublique.a®ecl’age, la fréquencedes pathologies
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dégénératives liees au processus devieillissenugmente.Les recherches menées aucours
desdernieres décennies ont montréqu’ungrand nomhres pathologies, parmi lesquelles
lecancer, les maladies cardiovasculaires, les déeserles cataractes, ainsi queledéclin
delafonction immunitaire, seraientfavorisées paddpction de radicaux libres. Ceci se
produit lorsque cetteproduction dépasseles capgadiEdéfense anti-oxydantes, cequi
correspondalors al’étatdit destress oxydant[FULQP2010].

Denombreuses théoriesont étéproposées pour exyplgggnentation del'incidencede
certaines pathologies avecl'age. Aucoétédes théoriesmmunologique,
neuroendocrinologique,ou génétique, lathéorierdaiieselon laquelleavecl’age apparait
unemajoration des processus oxydants responsatééfetsl cellulaires délétéres etdu
vieillissement accéléréaété avancéeparHarmande$R@IBSSELet FERRY, 2002].
Lestress oxydant est impliquédans les mécanisme®rtlecellulairelors des maladies
neurodégénérativesassociées au vieillissement.kaledlAlzheimer, lamaladiede
Parkinson idiopathique et lascléroselatéraleampbiguesont les plus fréquentes deces
affections. Dans ces trois cas, les marqueurs régssbxydant sont anormaux. Lors dela
maladied’Alzheimer, lestress oxydant joueun rélesabien dansl’hypothese étiologique
litealaprotéinebéta-amyloidequedans I'hypothésammfiatoireoucelledes troubles
neuronauxdu métabolisme calciqueet/ou des fonctiongochondriales DESPORT
etCOURATIER, 2002].

Lestress  oxydatif est unfacteurde  risqueindépendamourles  incidents
cardiovasculaireschez lapopulation agée.llest égaie impliquédanslagenesedeplusieurs
pathologies tellesquel’athérosclérose, lediabékelsdsité[ KREGELet ZHANG, 2007].

Afin de comprendre laphysiopathologiedu dévelopgatind’uneobésiténutritionnelle et sa
correction nutritive, et d’avoirunedéfinition plysrécisedeses effets surlemétabolisme et
lestatut redox, cette thesededoctorat aplusieyestifs:

1. Caractériser leseffets du vieilissement surlabmdlisme  etlabalance
oxydante/antioxydante.

2.Suivreles modifications métaboliques et notamnuefies du statutoxydant/antioxydantau
cours du développement d’uneobésiténutritionndlilezde rat age.

3. Voirles effets dedifférents acidesgrasalimentirnotamment les acidesgras
monoinsaturés (contenusdans I'huiled’olive) et pualgturés n-3(contenus dans
I'huiledelin) en analysant les modifications horratas (insuline, leptine, adiponectine),
du métabolisme(lipides, glucides, protéines, lipasd du statut redox(malondialdéhyde,

protéines carbonylées, vitamineC, oxydation inovidies lipoprotéines, glutathion réduit,
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catalase) chez les rats obéses et témoins ages.
Ces travaux de recherche nous permettront de ntarectériser les effets des huiles

alimentaires sur la santé en fonction de I'age.
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|. Effets d’un régime hypergras sur le métabolismet la balance oxydante /antioxydante
L’'obésité est une maladie multifactorielle complaemgpliquant un bilan énergétique positif
prolongé.ll s’agit du concept de balance énergétisplon lequel tout gain de masse ne peut
résulter que d’'une augmentation des apports calesiegt/ou d’une réduction de la dépense
énergétique totale. Les conséquences pondéraleelsiadéséquilibres énergétiques sont
communément acceptées[LOW et al., 2009]. Cettatioh de la masse grasse témoigne de
la mise en échec du systeme de régulation de lantal énergétique par des facteurs
comportementaux et environnementaux dont 'impagietid des facteurs de la prédisposition
géneétique [MITCHELL, 2009].

Plusieurs études prospectives ont prouvé que lexd@pports énergétiques est un
déterminant majeur dans la genese de I'obésitéften Il est admis qu’un apport calorique
excessif comparés aux dépenses énergétiques estapmincontournable de la constitution
d’'une inflation des réserves énergétiques stockéas forme de triglycérides dans le tissu
adipeux [CHRISTIANSEN et al., 2005]. Cette inflaticalorique est due a l'augmentation
d’apport alimentaire qui peut étre le résultat diesieurs facteurs qui relevent a la fois de
déterminants environnementaux (stimuli sensorgiponibilité et palatabilité des aliments
gras et sucrés, habitudes familiales et -culturellssllicitations professionnelles) et
comportementaux (grignotage, sédentarité, commgsi@limentaires, boulimie, prise
alimentaire nocturne) (Figure 1) [KHLAT et al., Z)®EMMLER et al., 2009].
L’augmentation de I'apport calorique de I'alimeimat dépend avant tout du contenu en
graisse. Plusieurs arguments indiquent une respibtésales lipides alimentaires (Figure 2).
Sur ce point, des études menées chez ’lhomme etl’'aémémal ont démontré qu’il existe une
corrélation directe entre la ration lipidique etlegré d’obésité indiquant ainsi une importante
efficacité métabolique des régimes hyperlipidiggespeuvent induire une obésité méme en
'absence d'un exces calorique [WENK, 2004]. Lesaigges induisent une consommation
alimentaire accrue qui se traduit par une pris@alds et ceci en raison du faible effet des
lipides sur la satiété et aussi parce gu’ils fossent, au gramme, plus de calories que les
glucides (9 kilocalories/gramme vs 4 kilocalorieafgme) [LECERF, 2008; GOLAY, 1998].
Une exposition réguliere a une alimentation riclnelipides peut suffire a entrainer une
surconsommation calorique sous forme de graisseeajtraduit par une prise spectaculaire du
poids. Ceci confirme que la balance énergétiquetsttement liée a la balance lipidique

alors gu’elle ne 'est pas a la balance glucidiguprotéique [WENK, 2004].
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En effet, il est clairement établi que dans lesdd@tns de suralimentation lipidique a court
terme, la faible oxydation des lipides conduit atockage, tandis qu'une méme
suralimentation glucidique (équivalente en énergigluit une importante oxydation. Les
voies métaboliques empruntées par les lipides dantintage orientées vers le stockage que
vers I'oxydation, puisque la forme de stockage’éeelrgie chez les mammiferes, sous forme
de triglycérides, se fait au niveau du tissu adipde manieére expansible (environ 100000
kilocalories) alors que le stockage des glucidessdorme de glycogene, est limité (1000
kilocalories) [LECERF, 2008].

Le comportement alimentaire est un phénomeéne compiaulti-régulé que ce soit a court,
moyen ou long terme. En effde processus complexe du contrble de la prise alare
implique un ensemble neuro-hormonal qui est le supge la transmission d’information sur
la situation digestive, absorptive et post-abseeptsur le niveau des réserves énergeétiques
et, plus globalement, sur la situation nutritiote@HORVATH, 2005; BECK, 2003].

Des signaux métaboliques, hormonaux et nerveug&eviomeéostatique sont ainsi adresses a
partir des tissus périphériques a I'ensemble degdioisme, en particulier au cerveau. Le
systeme nerveux central est chargé d’'intégrer kessages périphériques et de déclencher les
réponses adaptatives adéquates, qui ne se réspatenatux aspects métaboliques immédiats,
mais tiennent compte des apprentissages, des icomaiments et de la mémoire, des facteurs
sensoriels et des émotions (Figure 3). Au niveapothalamique, quatre structures sont
impliquées dans ’lhoméostasie énergétique : le mpgaaventriculaire (NPV), le noyau arqué
(ARC), le noyau ventromédian (NVM) et le noyau donedian (NDM). De ces structures
centrales émergent des voies effectrices anabaliquesataboliques. Les premiéeres stimulent
I'alimentation, diminuent la dépense énergétiqueaesdrisent le stockage des graisses tandis
gue les autres ont des effets inverses. Le sysamaboliqueimplique le neuropeptide Y
(NPY), I'Agouti related protein (AgRP), la Melaningoncentrating Hormone (MCH). Le
NPY, synthétisé dans le noyau arqué, est un puisggent orexigene. D’autres substances
stimulent la prise alimentaire: le systéeme cath@oalergiqueo2, la MCH, les agonistes
opioides qui augmentent le comportement de rechedsh la nourriture palatable. Dans
I'hypothalamus latéral, le systeme hypocrétine/mexest un puissant stimulateur de la prise
alimentaire et de I'éveil. Le systeme du rewardcqr@pense), avec sa structure cle, le
noyauaccumbens, est impligué dans les prises dliines induites par autostimulation.
Lesmélanocortines jouent un rbéle central. La séioe et les catécholamings sont
inhibitrices de la prise alimentaire [BASDEVANT, ().
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Figure 3: Schéma simplifié des interrelations péripérie-systeme nerveux central pour ¢
régulation du comportement alimentaire[BECK, 2003]
> Tissus: AP : area postren ; ARC : noyau arqué HL : hypothalamus latér ;
NDM : noyau dorsomédii ; NPV : noyau paraventriculaireNTS : noyau du tractus
solitaire; NVM : noyau ventromédic ; TA : tissu adipeux TD : tractus digest ;
> Peptides: Apo A IV : apolipoprotéine A IV; CCK : cholécystokinin ; GLPs :
glucagonkike peptide ; NT : neurotensine PYY : peptide YY.
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Le tissu adipeux est I'acteur majeur de 'homéastasergétique de I'organisme [KIESS et
al., 2008]. Chez les mammiféres, il existe dewesyge tissu adipeux : le tissu adipeux blanc
qui constitue la plus grande réserve d’énergie eettidsu adipeux brun qui intervient
essentiellement dans la thermogenése [SAELY e2@1.2]. Le tissu adipeux blanc comporte
plusieurs types cellulaires : les adipocytes matgre possedent une vacuole lipidique unique
avec un cytoplasme réduit qui contient tres peunitechondries et un noyau refoulé a la
périphérie de la cellule et qui représentent emviro tiers des cellules, les préadipocytes, les
cellules endothéliales, les macrophages, les \aigset les nerfs, les ganglions lymphatiques
et un tissu de soutien. Les adipocytes sont eracbatroit avec les capillaires sanguins ce qui
permet des échanges métaboliques intenses. Le shmjuin du tissu adipeux représente
environ 3 a 7% du débit cardiaque chez le sujetceiitChez le sujet obése, il peut étre
multiplié par 5 a 10 [BASDEVANT, 2006]. Le tissuipdux est particulierement sensibleaux
modifications de la balance énergétique qui elleam@&épend des conditions métaboliques.
En effet, il s’hypertrophie en réponse a un exaesrgétique et s’hypotrophie en cas de
pénurie alimentaire. A [I'échelle cellulaire, I'hyp@phie se caractérise d’abord par
I'hypertrophie d’adipocytes existants, puis se pgaiir par une hyperplasie des cellules
souches qui existent dans le tissu adipeux [GALtIal.e2010].

Pendant des années, le tissu adipeux a été cansidiguement comme un simple réservoir
d’énergie mobilisable. Cependant, la mise en éwdate plusieurs adipokines secrétées par
ce tissu a changé la donnée. En effet, le tisqueadiest un organe endocrine a part entiere, il
produit de nombreuses substances protéiques duemntent la balance d’énergie, la fonction
immune, le métabolisme lipidique et glucidique aonge la fonction hormonale (Figures 4 et
5). Ces protéines sont pour la plupart impliquéassde contrdle du développement du tissu
adipeux mais aussi dans celui des complication®désité comme la résistance a l'insuline,
le diabéte de type Il, I'athérosclérose et I'hypedion [LI et al., 2011]. C'est le cas de la
leptine, hormone impliquée dans le contrble derfiBostasie énergétique [AHIMA, 2008]; de
I'adiponectine qui est diminuée dans l'obésitéectliabéte de type Il [OUCHI et WALSH,
2007]; du TNFe (tumor necrosis factar) et de [I'IL-6 (interleukine-6), cytokines
potentiellement impliquées dans l'insulino- résista et I'inflammation [GONZALEZ-GAY

et al., 2006] du PAI-1, agent antifibrinolytiquacteur de risque cardio-vasculaire [OISHI et
al., 2006].

Des études récentes montrent que la lipémie postiale est associée a une élévation

transitoire des facteurs inflammatoires, en paligcaans le tissu adipeux.
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Par exemple, une augmentation plasmatique impertdescytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-u (+56 %) et I'lL6 (+75 %) a été détectée apresgéstion d’'un régime
hyperlipidique mais pas apres I'ingestion d’'un négihyperglucidique chez I'homme sain. De
facon intéressante, 'augmentation du taux d’acgtas libres plasmatiques était positivement
corrélée a I'élévation de la concentration sang@nelNF-o apres le repas [ESPOSITO et
al., 2002].

Au cours des derniéres années, plusieurs mécanisméqués dans le réseau physiologique
complexe qui régule la balance énergétique ondétdifies. Les deux découvertes centrales
dans I'élucidation de cette toile sont ceux deefatihe codée par le géne ob et son récepteur
Ob-R [ROHNER-JEANRENAUD ET JEANRENAUD, 1996]. Le mieptine provient de la
racine grecque leptos, qui signifie « mince ». Aanment de sa découverte, la leptine était
considérée comme une cytokine produite par lesoaglips dont la principale fonction est de
lutter contre I'obésité. Actuellement, il est biétablie que son rble est beaucoup plus
complexe (Figure 6), notamment en tant que messglgdral des réserves d'énergie
systémique pour le systéeme nerveux central [MYERS. £2010].

La leptine agit au niveau de I'hypothalamus, le enégphale, et les neurones du tronc
cérébral (Figure 7). Cela induit une stimulatios dépenses énergétiques et une inhibition de
la consommation alimentaire. L'action de la leptimeplique une expression accrue du
peptide anorexigéne alpha-melanocyte stimulatingnbae (alpha-MSH) et une diminution
de l'expression des peptides orexigenes neuromeplidNPY) et agouti-related peptide
(AgRP) [WAELPUT and al., 2006]. Ainsi, la leptineytt avoir un impact sur les deux cotés
(apport et dépense) de I'équation énergétique.

Un déficit en leptine aboutit a I'obésité aussirbahez 'homme que chez les rongeurs, dd a
I'hyperphagie et au métabolisme inadéquat suseitéegpsysteme nerveux central, qui percoit
une carence énergeétique en présence de réserfisargak. Les individus obeses sont moins
sensibles a I'action de la leptine. Ceci nous ma&neoncept de la résistance a la leptine.
Plusieurs mécanismes ont été avances pour expleuésistance a la leptine, notamment une
déficience de transport de la leptine a traverbdaiere hémato-encéphalique, le stress du
réticulum endoplasmique (RE), linflammation, aimgie l'atténuation de la signalisation
leptine par SOCS3 et protéine tyrosine phosphatdBd$s) [MYERS et al., 2010;
WAELPUT et al., 2006].
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Mise a part 'homéostasie énergétique, la leptise impliquée dans la régulation des
fonctions immunitaire, neuroendocrine, reproductatemétabolique [LAGO et al., 2008;
Mircea et al., 2007]. Les formes communes d'obésitét associées a une hyperleptinémie et
a une résistance a la leptinJNZBERG, 2010].

Plusieurs études ont montré que les taux de egtnique élevés sont associés au syndrome
métabolique et a une insulino-résistance [YUN et 2010; ALMEIDA-PITITTO et al.,
2005]. En effet, plusieurs rapports ont révélé Bhuwgperleptinémie est corrélée positivement
avec plusieurs marqueurs liés au syndrome métalmligls que des taux élevés de
triglycérides sériques et une réduction des taukiDL-cholestérol [SAMARA et al., 2010],

la résistance a l'insuline [SHIN et al., 2006] gtflammation [LAGO et al., 2008].

Les organes effecteurs (tissu adipeux, foie, neusglelettique, pancréas) sont en mesure de
communiquer directement sans que le systéeme nergenttal n’intervienne. Le PPARs
(Peroxisome Proliferator-activated Receptor), wepéeur nucléaire, est une protéine de la
superfamille des récepteurs nucléaires activésepanolécules de nutriments et leurs dérivés
qui a été identifié au début des années quatrd-dimgchez Xenopus laevis [DUAN et al.,
2009]. Depuis, les PPARs ont également été idéntdhez les humains, les rats, les poissons,
les hamsters [DESVERGNE et al., 2009]. Les PPA&wésentent une famille de trois
récepteurs: PPAR(NR1C1), PPAR (NR1C2) et PPAR (NR1C3). Le PPAR est exprimé
dans le foie, le tissu adipeux, les reins, le cetule muscle squelettique. Le PPARSt
présent dans tous les tissus alors que le RPA&t il existe deux isoformed ety2, est
présent majoritairement dans le tissu adipeux blanen moindre quantité dans le colon et
les organes lymphoides [MADRAZO et KELLY, 2008].

Les PPAR. et PPAR ont des rbles opposés et complémentaires danéglaation du
métabolisme lipidique. En effet, le PPARonNtréle un ensemble de genes impliqués dans
diverses étapes du catabolisme des lipides (lespmah des acides gras a travers les
membranes, leur transport intra cytoplasmiqueew@t bxydation microsomale, peroxisomale
et mitochondriale) alors que les PPABbNtrolent positivement des genes impliqués dans |
lipogenese et font partie intégrante du processudiftérentiation adipocytaire [MADRAZO

et KELLY, 2008]. Le réle du PPARN’est pas complétement élucidé mais son réle pieten
dans la différentiation adipocytaire est bien cofBREGOIRE, 2001].

L'obésité provogue des dommages fonctionnelles etphologiques via des facteurs
circulants appelés cytokines[LAZAR, 2005]. Elle estl'origine d'un état inflammatoire
chronique et de faible intensité, dit « de bas gradcaractérisé parune augmentation

significative des concentrations plasmatiques di@réntes cytokines pro-inflammatoires et
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dont I'implication dans la prévalence de I'obés#tedes maladies qui y sont associées est
aujourd’hui trés largement constatée [DUNCAN et SGQBT, 2006]. Il est bien établi qu'un
apport excessive en énergie peut entraver le battitmnement du systeme immunitaire ce
qui justifie le lien souvent établi entre obésitéaix de maladies infectieuses[DAS, 2001].
Les fonctions biologiques des adipocytokines ajug les conséquences de l'augmentation de
leurs concentrations circulantes suggerent fortémegu'elles pourraient jouer un réle
déterminant dans la mise en place et le développerhe la plupart des complications
physiopathologiques de I'obésite[MAURY et BRICHARID10].

L’'obésité est également associée a une augmenthiiairess oxydatif systémique. En effet,
plusieurs travaux ont mis I'accent sur les tautipalierement élevés des marqueurs du stress
oxydatif aussi bien chez I'hnumain que chez les resd@nimaux. La concentration urinaire en
8-épi-PGF2 est directement corrélée a une augmentation ddideé de masse corporelle
[POU et al., 2007]. Une autre étude montre quaude plasmatique du 8-epi-prostaglandine
F2a (marqueur de la peroxydation lipidique) est sdmgilent augmenté chez les obeses
[KEANEY et al., 2003]. L'induction de I'obésité chdes rats, par un régime hyperlipidique,
induit I'oxydation de l'albumine et augmente, denigse significative, les concentrations
circulantes des marqueurs de la peroxydation bpieli ainsi que les taux des protéines
carbonylées plasmatiques, érythrocytaires et aggsd [BOUANANE et al, 2009].

La cause directe du déséquilibre oxydatif au cdarbobésité n’est pas tout a fait claire mais
les altérations de la fonction mitochondriale seanbEtre I'origine la plus probable (Figure
8). En condition physiologique, I'oxydation du ghse et des acides gras générent a partir de
la respiration mitochondriale de I'ATP et une petguantité de peroxyde d’hydrogene.
Lorsque l'apport calorique est excessif (Régimeehnlypidique ou/et hyperglucidique), il est
possible que la consommation accrue de glucose@tlds gras génere plus de substrats pour
la respiration mitochondriale. Par conséquentndenbre d’électrons donné a la chaine
respiratoire va augmenter, ce qui va générer dgsank plus élevés de superoxyde
[BROWNLEE, 2001]. En effet, il a été démontré gedrhitement des cultures cellulaires par
des acides gras libres augmente la production B€ [EURUKAWA et al., 2004]. Plusieurs
travaux ont fait le lien entre 'augmentation dapport calorique ou I'obésité et la production
du superoxyde. La consommation d’'un régime hypsrgrassi bien chez les humains que
chez les rongeurs augmente significativement ladymtion du HO, au niveau de la
mitochondrie isolée du muscle squelettique [ANDERIS& al., 2009]. D’autres études ont
eégalement fait état des taux élevés de superoxydevaau des mitochondries extraites des
reins [RUGGIERO et al., 2011], du foi€RESCENZOet al., 2008] et du tissu adipeux
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[CURTIS et al., 2010] prélevés a partir d’animaakeses ou nourris avec un régime
hypergras. L’état inflammatoire chronique associBobésité peut également contribuer a
laugmentation du stress oxydatif. En effet, I'afimation chronique peut induire un
déséquilibre de la balance redox grace I'éléwaties radicaux libres produits par les cellules
immunitaires [STYSKAL et al., 2012].

L’'obésité est associée a un taux €levé de matdktutant plus qu’elle survient plus toét dans
la vie adulte. Elle expose l'organisme a des corafibns métaboliques (Figure 9) qui se
traduisent par des pathologies chroniques qui &mnt d’étre bénignes [DIXON, 2010]
L’obésité est significativement corrélée au dialdetype 1l : 75/- des patients diabétiques
de type Il sont obéses. Pour une valeur d'IMC depés ou égale a 30, le risque de diabéte
de type Il est multiplié par 10 chez la femme et®ahez 'hnomme. La surcharge pondérale
augmente la prévalence de I'’hypertension artérielte particulier en cas dobésité a
distribution abdominale [BASDEVANT, 2006]. Les dBede l'obésité sur la fonction
cardiague ne sont plus a démontrer. En effet, U& @insuffisance cardiaque augmente
sensiblement chez le sujet obese avec risque desuloite [WONG et MARWICK, 2007].
L’obésité entraine également des complicationsirasres, des contraintes mécaniques des

surfaces articulaires et différents types de cajfRABEC et al., 2011].

Afin d’étudier les mécanismes de développement’aeés$ité nutritionnelle, de mettre en
evidence le réle de la consommation hypercaloritpyekrlipidique et dans le but de mieux
cerner ses conséquences métaboliques, plusieutssétmt été entreprises sur des modeles
animaux. Ces études ont utilisé une multitude deletes chez la souris spiny, la souris
C57BL/6J, et notamment le rat Wistar. Chez ce éernda consommation d’'un régime
hyperlipidique et hypercalorique pendant 2 moisrané une augmentation de la prise
alimentaire et du poids corporel, une élévation descentrations sériques en glucose,
insuline, leptine et une accumulation des lipidaasdle tissu adipeux [MILAGRO et al.,
2006]. Le régime cafétéria est une excellentestilaition expérimentale. En effet, ce régime
composé d'une variété daliments agréables et sausu peut induire une obésité
nutritionnelle tout a fait proche de celle obsercéez 'lhomme suite a la surconsommation
de ce genre d’aliments. Les rats consommant lenegafétéria présentent une hyperphagie
et une accumulation du tissu adipeux viscéral [RER;T2007].
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Il. Effets des différents acides gras sur le métatisme et la balance oxydant/antioxydant

Les acides gras font actuellement I'objet d’utigdature scientifique abondante qui fait état
de I'intérét croissant porté a ces molécules appartt a la classe des lipides. Les acides gras
jouent un réle crucial dans I'équilibre de I'orgamie puisqu’ils participent a une multitude de
processus physiologiques et énergétiques ce qtifiguBattention croissante portée aux

bonnes et aux mauvaises sources de ces molécules.

Les acides gras sont des acides carboxyliquesiaechhphatique hydrophobe qui different
par la longueur de cette derniére, mais égalermaremombre, la position et la structure (cis,
trans) des doubles liaisons. lls font I'objet deigeurs nominations. Une nomenclature
internationale normalisée a été fixée par Inteomati Union of Pure and Applied Chemistry
and International Union of Biochemistry Commissmm Biochemical Nomenclature, 1968 ;
1978, selon laquelle, il faut d’abord déterminen¢enbre d’atome de carbone de la molécule,
et le carbone du groupement carboxyle est toujoaté 1. Les autres carbones portent leurs
numeéros d’ordre. On peut également attribuer aomes$ de carbones adjacents au carbone 1
les lettres de I'alphabet grea, (3, etc. La lettrew désigne toujours le carbone du groupement
meéthyle). Malgré I'avis défavorable de la commissib existe une autre nomenclature dite
« nomenclature oméga » utilisée notamment par idstionnistes. Ainsi le carbone du
méthyle terminal est noté 1. Les acides gras faqal, ailleurs, I'objet d'une autre
nomenclature dite usuelle qui ne s’applique gu'eomposés présent a I'état naturel lorsque
les isoméres de la molécule existent. Il existes ttgpes d’acides gras qui se distinguent par
leur degré d'insaturation: les acides gras saty#6S), monoinsaturés (AGMI) et
polyinsaturés (AGPI) [KOHRINGA, 1994].

Les acides gras saturés ne possedent aucune diaisgne sur leur chaine aliphatique. Leur
formule chimique générale est la suivante :CH3 HZ)Cn — COOH. Les acides gras saturés
peuvent avoir un grand nombre de conformationsilplesspuisque les liaisons sont simples,
elles ont un grand pouvoir de rotation. Les AGStreeivent dans les graisses animales
(beurre, viande, fromage, etc.) mais aussi danaines huiles végétales telles que I'huile de
palme, de coprah, le beurre de cacao etc. Lessagides insaturés contiennent entre 1 et 6
doubles liaisons. Une seule double liaison défiegeacides gras monoinsaturés. Les acides
gras ayants plus de 2 doubles liaisons sont diygnsaturés [CUVELIER et al., 2004].

Les AGMI sont des acides gras dont la chaine foaitmnée comprend une seule double

liaison située généralement au niveau du carborfen#ga-9). Le principale acide gras
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omeéga-9 est I'acide oléique. Les AGMI peuvent éinethétisés par I'organisme a partir des
gras saturés [WATERMAN et LOCKWOOD, 2007]. lls peuat également étre fournis par
'alimentation dont les principales sources sohtlive et I'huile d'olive [LOPEZ et al.,
2011]. L’huile d'olive est la matiere grasse prpale du régime meéditerranéen (appelé
eégalement régime crétois). Ce régime fait I'objeind littérature abondante qui vante ses
vertus et ses meérites pour la santé et le maimtiepoids [Lopez-Miranda et al., 2008]. Le
régime méditerranéen est fondé sur une alimentatoige et diversifiée caractérisée par une
consommation abondante de légumes, fruits, céré&ales I'utilisation de I'huile d’olive
comme source quasi-exclusive de lipides et undefaibnsommation de viande et de produit
laitiers [HUANG et SUMPIO, 2008].
L’huile d’olive provient du fruit de I'olivierOlea Europea,l appartient a la famille des
oleaceae. L'olivier est le symbole emblématique’dgriculture méditerranéenne. Il existe
plusieurs types d’huile d'olive classés par la camauté européenne en quatre qualités selon
leurs caractéristiques :
* L’huile dolive extra vierge : elle est extraite rpgimple procédée physique ou
mécanique des olives. Elle présente un taux dtgcidiérieur & 1 g par 100 g d’huile.
* L’huile d'olive vierge : elle est également obtemer des méthodes mécaniques ou
physiques est dont le taux d’acidité ne dépass@ ggsar 100 g d’huile.
e L’huile d’olive : c’est une huile raffinée suppléntée par I'huile d’olive vierge pour le
golt. Son degré d’acidité ne dépasse pas 1,5 glidug d’huile.
* L’huile d’olive raffinée : c’est une huile qui aqgie la majorité de sa valeur nutritive a
cause des traitements chimiques ou organiques@a’subie.
Les AGPI sont classés en 4 grandes familles (r9],m6, n-3). Les deux premiéres familles
sont dites non essentielles car leurs précursaseectifs : I'acide palmitoléique et I'acide
oléigue peuvent étre synthétisés par I'organisnes h-6 et n-3 sont essentiels car leurs
précurseurs doivent absolument étre apportés glanéntation. L'aciden—linolénique est le
précurseur de la famille de®-3 et I'acide linoléique est le précurseur deso6.Les
principaux AG de longue chaine dérivés de cesyrs&urs par un processus de désaturation
et d’élongation sont I'acide arachidonique (20:4) p®ur la famille w-6 et les acides
eicosapentaénoique (EPA, 20:5 n3) et docosahex@éndDHA, 22:6 n3) pour la famille
w-3 [GIBSON et al., 2011]. L'acide linoléique se tr@audans les noix, les graines et les
huiles végétales (mais, tournesol, carthame, cetzbhuile de soja) tandis que I'acide

o-linolénique se trouve dans les noix, les chlordpkgles feuilles vertes des légumes et
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également dans les graines du lin [COMBE et BOUEG)Q12 Les poissons des mers
profondes sont d’excellentes sources d’'EPA et dé&PHisque I'origine des acides grassont
les algues de I'écosystéme aquatique [PEIRERA g2@04].

L’'usage du lin par ’lhomme est attesté depuis pi80000 ans. Son nom scientifiquaum
Usitatissimun« lin de tous les usages » est amplement mérgdinLprocure des fibres, du
textile, du cordage, des matériaux d’isolation)'eile pour peinture et vernis, ainsi que des
graines aux vertus nutritionnelles. On trouve dmin@uses références au lin dans les écrits
de I'ancienne Egypte ou dans la Grece antique din pparait dans les traités de médecine
(Hippocrate citant 'usage du lin dans de nombreyséparations). De nombreuses traditions
citant 'usage de la graine du lin cuite dans quasit toutes les cultures du monde [BASCH
et al., 2007].

Les acides gras n'ont pas le méme effet sur lelmésane et la balance oxydante. En effet, Il
a été démontré que les acides gras saturés satiéss une réduction de la sensibilité a
linsuline ce qui entraine le développement du dtalde type II, et a une augmentation des
teneurs plasmatiques en triglycérides et choldstéres AGS sont également corrélés
positivement avec plusieurs pathologies chroniges que I'obésité, les maladies
cardiovasculaires, le cancer qui peuvent étredalta@ du stress oxydatif intense associé aux
AGS [FUENTES et al., 2008].

Une relation étroite et significative entre la sésnce a I'insuline mesurée par l'insulinémie a
jeun et les apports alimentaires en AGS a été vbsathez des hommes souffrant de maladie
coronarienne. De facon intéressante, cette relattait indépendante de la présence d'une
obésité. Il a également été montré dans des étlinésrvention sur de courtes périodes, que
l'ingestion d’AGS induisait une diminution de lans#ilité a I'insuline alors que I'ingestion
d’AGMI ou d’AGPI n'avait pas d’effet [XIAO et al2006]

La plupart de ces effets sont interconnecté parragulation supérieure commune, telle que
le facteur nucléaire kappa-B (NF-kB). Il a été détm& qu’aprés un repas riche en AGS, mais
pas si le repas contient I'huile d’olive vierge, B est transitoirement activé précédent
laugmentation postprandiale des marqueurs deldimfation, I'oxydation, et la thrombose
[BELLIDO et al., 2004].

Il a été montré, par des études utilisant la celtle cellules préadipocytaires immortalisées
ou des biopsies de tissus adipeux chez 'hommeeaworigeur, que les AG alimentaires se
comportent comme de véritables hormones adipogésiqutives sur les préadipocytes. Ces
observations ont permis d’établir un lien entre lipgles alimentaires, le flux d’AG, et la

formation d’adipocytes. Un lien moléculaire plusedi a pu étre établi grace au clonage de
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récepteurs nucléaires qui se comportent comme ritabés détecteurs d’AG dans la cellule,
en se révélant capables de lier ceux-ci ainsi gugias de leurs métabolites : c’est la famille
des peroxisome proliferator-activated receptordeARS[XU et al., 1999

Plusieurs études récentes ont prouvées que lemaggiches en AGMI notamment l'acide
oléigue ont des effets positifs sur plusieurs ttesimétaboliques. Les AGMI améliorent la
sensibilité a l'insuline et le profil lipidigue. Laonsommation de régimes riches en huile
d'olive tel que le régime méditerranéen est assacifme réduction de la prévalence et la
mortalité due aux maladies cardiovasculaires, teeaet les maladies neuro- dégénératives
[BOS et al., 2010].

Plusieurs études ont confirmé que la consommatorégimes riches en AGMI est associé a
une faible prévalence d’'obésité [BERGUIGNAN et aD09]. Cependant, d’autres résultats
récents indiquent que I'adhérence au régime meditéen est inversement proportionnelle a
'obésité abdominale mais pas a I'MC [ROMAGUERA ek, 2009]. Une autre étude
prospective a prouvée que l'utilisation massive'ligile d’olive n’est pas corrélée a la prise
de poids [BES-RASTROLLO et al., 2006]. Les régimestrictifs en terme de calories qui
sont relativement riches en lipides a cause decdfiporation de I'huile d’olive sont
d’excellentes alternatives aux traditionnels régirpauvres en graisse pour la perte initiale de
poids et la maintenance [SHAI et al., 2008]. Betefune autre étude menée pendant 3 mois
a montrée que les régimes riches en AGMI n’entrdipas un gain de poids [ESTRUCH et
al.,, 2006]. Leffet rassasiant de [I'huile doliveeyt expliquer l'absence d'un effet
d’engraissement.A cet égard, des données expéafaentécentes ont confirmé que la
mobilisation du messager lipidique de la satiétéeétinally-derived oleoylethanolamide) est
activé par la consommation d’un repas riche eneagiéique [SCHWARTZ et al., 2008].
Plusieurs études épidémiologiques suggerent guegime occidental augmente la prévalence
du syndrome meétabolique alors qu’un régime richéraits, légumes, noix, poisson et faible
en lipides a des effets préventifs [LUTSEY et &008]. Deux études menées chez les
populations sud-européennes ont montré que l'adbérau régime méditerranéen réduit la
prévalence [PANAGIOTAKOS et al.,, 2004] et l'inciden [ESPOSITO et al., 2004] du
syndrome métabolique. Une autre étude montre quesubstitution d'un régime
hyperglucidique par un régime riche en AGMI prévirredistribution de la masse grasse au
niveau viscéral chez les patients souffrants dpads et d’insulino-résistance [PANIAGUA
et al., 2007].

Le diabéte est une complication fréquente du syndrmétabolique. Il est probable donc que

le régime méditerranéen puisse le prévenir [GIUGIOANt al., 2008]. Plusieurs études
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prospectives suggerent que I'adhérence au régintiter@néen est inversement associée au
développement du diabéte chez les sujets sains [MMARZ-GONZALEZ et al., 2008] et
également chez les rescapés de l'infarctus du mgedMOZAFFARIAN et al., 2007]. Les
AGS induisent une réduction de la sensibilité asliline qui peut étre corrigée par leur
substitution par des AGMI [RICCARDI et al., 2004Thyperlipidémie post prandiale et
I’lhoméostasie glucidique sont améliorées par lasoonmation des repas riches en AGMI par
rapport aux AGS [LOPEZ et al., 2008 ; PANIAGUA att 2007].

Plusieurs études ont signalé le rbéle des AGMI ddamsprévention des maladies
cardiovasculaires. La consommation de régimes siole huile d’olive extra-vierge est
associée a une augmentation des taux du HDL-ckobésice qui prouve son effet anti-
hypertensif [ESTRUCH et al., 2006], et une amétioradu profil thrombotique aussi bien
chez les personnes saines que chez les sujetsaswufie I'’hypercholestérolémie. L’huile
d’olive protege I'organisme des pathologies cardsmulaires par les mécanismes suivants :
I'amélioration du profil lipidiqgue par réduction daux du LDL-cholestérol et 'augmentation
du taux du HDL-cholestérol [ESTRUCH et al., 2006).consommation d’AGMI préserve la
fonction endothéliale [FUENTES et al., 2008]. Palears, les facteurs NF-kB des cellules
mononuclées sont moins activés aprés la consonmdtion régime riche en AGMI par
rapport a un régime alimentaire occidental [PEREZRVMINEZ et al., 2007].

Il a été reporté que les AGMI améliorent le stattox en enrichissant les lipoprotéines et
les membranes biologiques, les protégeant ainsddesnages causés par le stress oxydant
[REAVEN et al.,, 1996]. Des études realisées surréds montrent que les membranes
plasmiques riches en AGMI sont plus résistantes @oressus oxydatives protégeant ainsi
les cellules agées. La consommation de régimetererchuile d'olive extra-vierge améliore
la structure et l'intégrité des mitochondries edlégent la résistance de ’ADN a I'oxydation
chez les rats [QUILES et al., 2006].

Plusieurs études prospectives ont prouvé que ltadicé au régime méditerranéen améliore
'espérance de vie et réduit le taux de mortalf®ICHOPOULOU et DILIS, 2007]. La
mauvaise hygiéne de vie est associée a environ @¥ccancers humains notamment les
cancer du sein, de l'ovaire, de la prostate, leceamolorectal [TRICHOPOULOU et al.,
2000]. L'incidence des différent types de canceezckes population adhérant au régime
méditerranéen (dont la principale source de lipekd’huile d'olive) tels que I'Espagne, la
Grece et I'ltalie est moins importante que cellsekée en Europe du nord, en Amérique du
nord et en Australie [LAVECCHIA, 2004].
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Au cours de la derniére décennie, un intérét caotsa été porté au réle potentiel des AGPI dans la
prévention de plusieurs désordres métaboliquesi(&i$0). Les omégas 3 et les omégas 6 sont dits
AGE parce qu'ils doivent étre impérativement foarpar I'alimentation puisque le corps humains est
incapable de les synthétiser vu I'absence des sdédlkaet des deltas 15 désaturases (Figure 11)
nécessaires a l'insertion d’'une double liaison pdsition n-3 et n-6 de la chaine carbonée ded&ci
gras [WALLIS et al., 2002].

La différence entre les deux classes d’AGPI rédaes la position de la premiére double liaison en
allant de la fonction méthyle terminale de I'AG. Eifet, la premiére double liaison des AGPI oméga
3 se situe entre 1% et le 4™ carbone alors que la premiére double liaison deégas 6 se situe
entre le 8™ et le 7™carbone. L’acide alpha-linolénique est le précursteula famille des omégas 3
alors que I'acide linoléique est le précurseuradfainille des omégas 6.

Plusieurs études ont soulignées que I'équilibreedas AGPI oméga 3 et oméga 6 est nécessaire pour
le bon fonctionnement des membranes mais égalgmoentia préservation de la machinerie cellulaire
[PUCA et al., 2008].

Les effets bénéfiques des AGPI n-3 s’exercent aiguws niveaux. Tout d’abord, ils jouent un role
structural car ce sont les constituants naturets meospholipides membranaires. lls régulent les
activités des enzymes, des transporteurs et depteérs membranaires en modifiants leurs propriétés
physico-chimiques. Les AGPI participent égalemenpeocessus de communications intercellulaires
car ils sont les précurseurs incontournables deilade synthese des eicosanoides qui sont imgiqué
dans la régulation de plusieurs fonctions biologgjlPUCA et MURPHY, 2009; STILLWELL et
WASSALL, 2003].

Les scientifiques considéerent que le DHA doit &wani & des rations suffisantes pour permettre une
fonction neurologique optimale [COLE et FRAUTSCH®2010]. Plusieurs études épidémiologiques
ont soulignés le role bénéfique du DHA dans lagmégion de la fonction synaptique et les capacités
de la mémoire chez les individus agés [HASHIMOT®I&SSAIN, 2011].

Le DHA posséde des propriétés neuro- protectivesaqnt a I'origine de la mise en place de stratgie
capables de prévenir I'apparition de cette affectimis également des autres

altérations associées aux lipides et a 'age doptévalence ne cesse d’augmenter chez la populatio
agé [GRIMM et al., 2011]. Une autre étude a progué la supplémentation en DHA améliore la
dysfonction cognitive chez les sujets amnésique3TANI et al., 2006]. Les effets neuro- protecteurs
du DHA sont étroitement liés a son incorporations&in des phospholipides membranaires, qui
conduisent a la modification du contenu lipidiqtigo@ conséquent la réorganisation des constituants
de la bicouche lipidique dont les canaux, les rénep et les protéines impliquées dans la tranimfuct

du signal (Tableau 1).
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Plusieurs mécanismes identifiés, notamment gracé&tades in vitro, peuvent étre induits par
ces changements [OSTER et PILLOT, 2010].

Une littérature scientifigue abondante expose kedus des AGPI n-3 pour la santé. Les
preuves fournies par les études cellulaires et catdé&es montrent que les effets bénéfiques
des omégas 3 sont le résultat d’'une synergie desanécanismes multiples et intriqués qui
impliquent des effets anti-inflammatoires, la madwn des canaux ioniques cardiaques, la
réduction du taux des triglycérides [POUDYAL et, &011]. Il a été démontré que la
consommation des AGPI n-3 de longue chaine (EPAADEbNtenus dans les poissons gras
est corrélée a des faibles taux de déceés par lkeslis cardiovasculaires chez les populations
qui en consomment de grandes quantités bien guerssommation est liée a des niveaux
élevés de mercure [MOZAFFARIAN et GRIMM, 2006].

L’huile de poisson possede également des proprigteaunosuppressives, qui peuvent avoir
des applications cliniques pour le traitement dgapmdmes associés aux maladies auto-
immunes et inflammatoires [GALLI et CALDER, 200®n outre, il a été reporté que I'huile
de poisson peut réduire le risque des troublesittogs et prévenir la progression de certains
cancers, améliorer la sensibilité a linsuline, uiéel les marqueurs de l'inflammation
[BARCELO-COBLIJN et MURPHY, 2009].

Les études réalisées au cours des 20 derniereesannédémontré que les AGPI de longue
chaine sont bénéfiques pour la santé des os. Ddsstéalisées chez les humains prouvent
gue les AGPI de longue chaine augmentent la foomadies os, affectent le pic de masse
osseuse chez les adolescents et réduisent la geséeise. Les mécanismes cellulaires de
'action des AGPI de longue chaine sont complexesngliquent la modulation des
métabolites des acides gras tels que les prostigés) les resolvines et les protectines,
plusieurs voies de signalisation, les cytokinekeetfacteurs de croissance [KRUGER et al.,
2010].

Il a été démontré que les AGPI n-3 possedent filets dénéfiques sur le stress oxydatif qui
est a l'origine de plusieurs pathologies [KIM et 2005].

lll. Effets du vieillissement sur le métabolisme eta balance oxydant/antioxydant

Le vieillissement est un phénomene qui continueascifer les biologistes de tous les
horizons, qu’ils s’'intéressent a I'évolution, ag@nétique, a la signalisation ou a la toxicité de
'environnement. C’est un processus extrémementpbexe et multifactoriel impliquant un
ensemble de facteurs psychologiques et physiolegiqqui modifient la structure et les

fonctions de I'organisme a partir de I'age mar.

50



Tableau 1: Synthése des réponses et des sites alembables de I'ALA, EPA et DHA
[POUDYAL et al., 2011]

S

t

Facteurs  de Réponses physiologiques Cibles probables
risque ALA EPA et DHA ALA EPA et DHA
Adiposité Aucune - Réduction de I'adipositd inconnue Non connu
viscérale Leptine, PPAR-a,
- augmentation de la PPAR-c,
biogénese mitochondriale peroxisomale acyl-
CoA oxydase
Dyslipidémie | Réduction du - Augmentation du HDL- | inconnue Régulation ApoE
Cholestérol total, | cholestérol
LDL-cholestérol | Réduction des TG
et des - Augmentation de
triglycérides (TG)| l'activité de la lipoprotéine
lipase
- Réduction de la TG lipase
Insulino- - Aucune chez les humains inconnue Aucune chez le
résistance -Les études animales montrent une correctio humains
la tolérance au glucose et de lindex |de Les études
l'insulino- résistance animales suggeéren
les PPAR-a et INK
comme cibles
Hypertension | Réduction de la pression systolique hibltion de la | - Inhibition ACE
Sécrétion de la | - modification
rénine structural des

-Réduction de Iq
formation de
thromboxane AZ

vaisseaux sanguins

-Inhibition
Na+/K+-ATPase e
Na+/Ca2+ échange

D

t

Stress
oxydatif

Résultats variés

Ne réduit pas les altérat
oxydatives mais améliore le
tauxdes enzyme
antioxydantes
Etudes animales : réductior
des altérations oxydatives
mais réponse pro-oxydante
I'EPA et DHA a fortes doses

oAsssible:

S

inhibition/réduction de
2d'activation de la NADPH oxydase

Inflammation

Réduction des cytokines pro-inflamnita®

EPA et DHA

Suppression de la voie des AGPI n-
correction des actions des résolvin
protectines et maresines dérivées

b et

de
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Il est la résultante des effets intriqués de fastgénétiques (vieillissement intrinséque) et de
facteurs environnementaux auxquels est soumisdiosgne tout au long de sa vie. Le
vieillissement a pour caractéristique d’étre pesgif, universel, et classiquement inéluctable
et irréversible [BAROUKI, 2006].

Le vieillissement se caractérise par une détérmraphysiopathologique progressive qui
conduit a une altération homéostatique avec dinunutprogressive de la capacité
physiologique, réduction de la capacité de répondiee maniére adaptive aux stimuli
environnementaux avec I'age, susceptibilité acarremaladies [DEL VALLE, 2011].

De nombreuses théories, parfois contradictoiresnt proposées pour rendre compte des
mécanismes de vieillissement, percus par certaomane le résultat d’'un programme
inéluctable, par d’autres comme le fruit d’une suitagressions qui pourraient étre évitées ou
réparées. Parmi ces théories proposées pour egplegwieillissement seules deux retiennent
l'intérét des scientifiques. La premiere, propopée HAYFLICK [1985], suggere que le
génome contrdle le processus de vieillissementgfaromed theory). Au sein de chacun, il
existerait une horloge interne qui compterait legstns cellulaires et fonctionnerait pour
une période de temps donnée. Les genes transpemteaansi des instructions spécifiques,
qui contrdleraient non seulement la croissanca etdturation mais aussi le déclin et la mort.
La limitation programmée des divisions cellulaipesirrait étre attribuée au fait que les génes
codant pour des protéines impliquées dans l'are&t mhitoses soient déprimées aprés un
certain nombre de divisions cellulaires. L’étude siyndrome de vieillissement accéléré
(maladies de Hutchinson-Gilford, de Werner et de wbp pour lesquels un
dysfonctionnement dans le contrdle génétique est éfabli, a permis de mieux comprendre
le processus du vieillissement [BAROUKI, 2006].

La deuxiéme théorie a été formulée en premier pERMAN, en 1956 avant méme que la
pertinence biologique des radicaux libres eut é&mahtrée. Cette hypothese dite
«radicalaire» met au premier plan 'accumulatioagiéssions oxydantes provoquées par les
radicaux libres provenant principalement du métabw de I'oxygene (Figure 12).

Cette théorie propose que les especes reactivdoxdgene (ERO) s’inserent dans un
processus d’usure générale, lié au temps mais emdigmt de la fréquence des mitoses
cellulaires [BREWER, 2010].En effet, la sagesseubape qui recommande de se méfier de
ses meilleurs amis s’appliqgue parfaitement a I'@ngy molécule dont on ne pourrait se
passer au-dela de quelques minutes et qui estamb@art’origine de métabolites toxiques.
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Théorie des radicaux libres (vieillissement et neurodégénérescence)
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Figure 12: Oxygéne libre € radicaux azotés comme force motrice du vieillisseme et
des maladies neurodégénérativ KERN et BEHL, 2009]
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Notre relation avec I'oxygene est cependant pluspimuée que cela et remonte aux origines
de la vie. Les ERO peuvent étre produites par deata physiques comme les rayonnements,
des réactions chimiques et surtout enzymatiqueguk€i 13). En effet, toute réaction
impliquant de I'Q et un systeme réducteur de transfert d’électrghsusceptible de libérer
des ERO. La mitochondrie représente le site maeyroduction d’ERO : dans les sites non-
phagocytaires, 80 % de l'anion superoxyde proviahroei fonctionnement de la chaine
respiratoire. De part leur caractere instable, HBO interagiront avec toute une série de
substrats biologiques présents dans I'environnemeedles sont produites. Les ERO seront a
la base de dégats cellulaires importants (Figujeeh4provoquant des mutations au sein de
'acide désoxyribonucléique (ADN), en inactivantsdarotéines ou encore en induisant des
processus de peroxydation lipidique au sein deeagras polyinsaturés de la membrane
cellulaire ou des lipoprotéines. Si la cellule peontinuer a fonctionner en dépit de la
formation des ERO, c’est qu’il existe un equililres délicat entre la production d’énergie et
celle de molécules hautement oxydantes genéréds parochondrie [CATALDI, 2010]. Cet
équilibre est assuré par plusieurs systemes deskfantioxydante, qui permettent de réguler
la production des ERO. Ces moyens de protectiononposés d’enzymes: les superoxydes
dismutases a cuivre-zinc (Cu-Zn SOD) et mangangseSOD), la catalase, les glutathion
peroxydases (GPx), le couple thiorédoxine-thioréumxéductase), de protéines
transporteuses du fer (transferrine, ferritine), melécules antioxydantes de petite taille
(glutathion, acide urique, bilirubine, vitamine &, E, ubiquinone, caroténoides, flavonoides
etc.) ; et doligoéléments ( cuivre, zinc, sélénjurdn systéme de défense secondaire,
composé d’enzymes protéolytiques, dont le role istms empécher I'accumulation dans la
cellule de protéines, de lipides et d’ADN oxydésaetégrader leurs fragments toxiques,
complete la panoplie de moyens de protection cofdse ERO. Les ERO sont ainsi
responsables de l'accumulation de mutation dan©DMNAou d’erreurs de fabrication
conduisant a des protéines vieillissantes non iomeelles.

La théorie radicalaire a gagné en crédit auprés sdentifiques pour plusieurs raisons :
d’abord parce qu’elle constitue un excellent modademettant I'analyse de mécanismes
moléculaires liés au vieillissement; ensuite, epjermet de réaliser des approches
expérimentales chez l'animal et enfin, elle perntégxpliquer les interactions entre
vieillissement et I'apparition de plusieurs pattgys [AFANAS'EV, 2010].La production
d’ERO augmente avec I'age chez les mammiféresex lds oiseaux [NABBEN et HOEKS,
2008]. Sur le plan physiologique, le vieillissemeat caractérisé par le déclin de nombreuses

fonctions biologiques susceptibles de réduire séament la qualité de vie.
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Parmi les altérations liées au processus de sémescka fonte musculaire appelée encore
sarcopénie qui se définie comme étant une perta dwsse, de la qualité et de la force des
muscles squelettiques et qui représente le prihcipgact du vieillissement sur le
meétabolisme des protéines. Les conséquences de foette musculaire sont multiples
(faiblesse, fatigabilité, risque accru de chutedeefractures, perte d’autonomie). En effet, le
vieillissement s’accompagne a poids constant, d’'véduction de la masse maigre (en
particulier chez le sujet sédentaire) et d'une madjon proportionnelle de la masse grasse (en
particulier viscérale). Ainsi, alors que la mustuta représente en moyenne 30 % du poids
du corps entre 20 et 30 ans, elle ne constituequesl7 % a 70 ans [THOMAS, 2007]. La
synthése et la dégradation des protéines est smiilsiehce de I'apport nutritionnel,
notamment en protéines et en énergie, les impriéggizahormonales ou encore I'exercice
physique. Ainsi, les vitesses de synthése et deadation des protéines de l'organisme
seraient plus faibles chez la personne agée cotiyeament a I'adulte jeune.Le taux de
synthése basale de I'ensemble des protéines dulenastus lateralisest inférieur de 39 %
chez des sujets agés de plus de 60 ans par rappaiui des sujets de moins de 24 ans
[YARASHESKI et al., 1993]. Pour d'autres auteuragudiminution de la synthese absolue
des protéines myofibrillaires atteindrait 44 %, zlikes sujets agés comparativement a des
sujets adultes.De l'autre c6té, entre 20 et 85laroportion de masse grasse évolue de 18 a
36 % chez 'homme et de 33 a 44 % chez la femmelM#Eet al., 1993].

Le vieillissement est associé a des perturbatiamsnétabolisme des glucides chez une
population notable de sujets agés. La toléranceeacharge en glucose est réduite chez les
personnes agées indemnes de diabéte sucré ouitd@pb&moignant d'un certain degré de
résistance a l'insuline. Ces modifications contitiua augmenter le niveau de glycémie en
situation postprandiale ou en situation de stresgut peut majorer les processus de glycation
non enzymatique des protéines [SZOKE et al., 2008].

Le métabolisme des lipides est également pertlrrbégmentation de la cholestérolémie vers
50 ans est due a celle des LDL en raison d'uneséaide leur clairance.
L’hypertriglycéridémie correspond a l'accroissenasg VLDL dont la clairance est diminuée
par la baisse de l'activité de la lipoprotéine dgaPar ailleurs, il semblerait que I'oxydation
des lipides soit réduite chez le sujet agé en maiola réduction de la masse musculaire qui
est I'un des principaux sites de leur utilisatiegdative.

Les aspects les plus importants des modificatiansaffectent le métabolisme des minéraux
concernent le métabolisme du calcium et les probsede perte de masse osseuse, le controle

de I'équilibre acido-basique et le métabolismeed¥&nts traces qui sont des cofacteurs pour
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de nombreuses enzymes et/ou participent au corttudpmtentiel oxydant des radicaux libres.
L'ostéoporose de type | est associée au déficiogestique qui suit la ménopause. La perte
osseuse tardive (type Il) résulte en partie d'Uititiél'apport calcique au niveau de I'os soit
par défaut d'ingestion ou d'absorption en raisamed’'carence en vitamine D. L'apport
potassique peut jouer un réle important dans lérélende I'équilibre acido-basique. Enfin,
chez le sujet agé, les effets délétéres d'une @aren d'un exces en oligo-éléments sont
souvent irréversibles sur des tissus fragilisé$aitude la baisse des défenses anti-oxydantes.
Ce probleme concerne surtout le zinc dont I'asatioit et les besoins diminuent, le sélénium
composant des glutathion peroxydases sélénodépesdeinle chrome dont la forme active
diminue et dont la carence pourrait favoriser leefldppement de l'insulino-résistance. Le
cuivre participe aussi aux défenses antioxydamsiggefoxyde dismutase et céruléoplasmine).
Enfin, parmi les vitamines, certaines jouent ure f@érticulier au cours du vieillissement : les
vitamines B6, B9 et B12 sont impliquées dans leaim@iisme de la méthionine ; la vitamine
D intervient dans le contrble de la masse ossedsrses vitamines et substances associées
sont dotées de propriétés anti-oxydantes : vitamhevitamine E et [-caroténoides
[PATUREAU, 1999 ; TRICHOPOULOU et al., 1995].

La fréquence de plusieurs maladies augmente rapigieavec I'age (Figure 15), notamment
celle des maladies dégénératives et métaboligkesscancers, les maladies cardiovasculaires,
le diabéte ainsi que les démences et, en particulie maladie d’Alzheimer
[NOWOSSADECK, 2012]. En effet, le vieillissemetieae progressivement tous les aspects
de la santé. La santé physique est atteinte g@ml@scence physiologique, qui touche tous les
tissus et organes, notamment les systemes sess(ige, vue), le systeme locomoteur, le
systeme immunologique (baisse de la résistanceectad infections). On observe aussi une
augmentation avec I'age de la fréquence de nombraogers (notamment sein et prostate,

colorectaux) et des maladies cardiovasculairesBJANA, 2002].
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Figure 15: Relations entre les pathologies liées au vieillissent [CAMPISI et al., 2011
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|. Protocole expérimental

I.1. Animaux et régimes

L'étude est réalisée sur des rats de type Wistaésla I'animalerie au niveau du département
de biologie, faculté des sciences de la nature ¢ die et sciences de la terre et de l'univers,
université Aboubekr BELKAID-TLEMCEN. Les animaux toan acces libre a I'eau et a la
nourriture.

Les rats males agés de dix mois pesant entre 3500e sont séparés en six groupes et sont
nourris de six régimes différents :

X Un lot témoin : constitué de 8 rats qui consomment le régime ara@ncbmmercial.

X Un lot témoin olive : constitué de 8 rats consommant le régime stanasmichi en
huile d’olive & 5 %.

X Un lot témoin olive/lin : constitué de 8 rats consommant le régime staretardhi en
huile d’olive et de lin a 5 % (2,5 % huile d’oliet 2,5 % huile de lin).

X Un lot obése :constitué de 8 rats qui consomment le régime eafet composé de 30

g de régime standard et 30 g de mélange de patéikissecs-fromage-chips-chocolat-
cacahuetes dans les proportions 2 :2 :2 :1 :1loh $e protocole DARIMONT et al. (2004).

X Un lot obése olive :constitué de 8 rats consommant le régime cafetariechi en
huile d’olive & 5 %.

X Un lot obése olive/lin :constitué de 8 rats consommant le régime cafeterighi en
huile d'olive et de lin a 5 %.

La composition des différents régimes est donnés aTableau 2.

Les rats recgoivent le régime pendant deux moigdids corporel et la nourriture ingérée sont

notés quotidiennement.

1.2. Sacrifices et prélevements de sang

Aprés 2 mois de régime, les rats sont anesthégipsraobarbital sodique (60 mg/kg de poids
corporel) et sont sacrifiés apres 12 h de jeunesdray est prélevé par ponction dans l'aorte
abdominale. Une quantité du sang prélevé est réeapans des tubes a EDTA et l'autre
partie est recueillie dans des tubes secs.Les &itbras préleves sur tubes EDTA sont

centrifugés a 3000 tr/min pendant 15 min. Le plasesa prélevé pour le dosage des
parameétres du stress oxydatif (vitamine C, MDA t@irees carbonylés, catalase, glutathion,

diénes conjugués).
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Tableau 2: Composition des régimes consommeés pas lets

Composition Régime
(% pondéraux)

T TO TOL C (6{0) COL
Protéines 19 19 19 21 21 21
Glucides 58 58 58 31 31 31
Lipides 3,5 3,5 3,5 30 30 30
Huile tournesol 5 0 0 5 0 2,5
Huile olive 0 5 2,5 0 5 0
Huile lin 0 0 2,5 0 0 0
Fibres 8 8 8 4 4 4
Humidité 5 5 5 3 3 3
Minéraux 1 1 1 1 1 1
Vitamines 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
Composition
(% énergétique)
Protéines 20 20 20 16 16 16
Glucides 60 60 60 24 24 24
Lipides 20 20 20 60 60 60
Energie 386 386 386 523 523 523
(Kcal/100q9)
Acides gras:
AGS 29 22 20 44 39,5 34
AGMI 21 30 28 28 33 31
C18:2n-6 44 46 34 27 26,5 23
C18:3n-3 3 3 15 1 1 12
C20:4n-6 1 1 1 0 0 0
n-9/n-3 7 7 1,87 28 33 2,58

La détermination de la composition des régimesésdisée au laboratoire de Produits naturels,
Faculté SNVTU, Université de Tlemcen. La compositm acides gras est réalisée par HPLC au
laboratoire UPRES lipides, Faculté des sciencesi@abniversité de Bourgogne Dijon, France.
T : régime témoin ; TO : régime témoin enrichi enldnolive ; TOL : régime témoin enrichi en
huile olive/lin ; C : régime cafeteria ; CO : régirnafeteria enrichi en huile olive ; COL : régime
cafeteria enrichi en huile olive/lin.

62



Les érythrocytes restants sont lavés avec de pbgsiologique trois fois de suite, puis sont
lysés par addition de I'eau distillée glacée eubation pendant 15 min dans la glace. Les
débris cellulaires sont éliminés par centrifugat#o6000 tr/min pendant 5 min. Le lysat est
ensuite récupére afin de doser I'enzyme antioxye@nythrocytaire catalase et le glutathion
réduit.

Aprés coagulation du sang prélevé sur tubes secgngifugation a 3000 tr/min pendant 15
min, le sérum est récupéré et conservé avec undsoNaN; a 0,2 % et de N&EEDTA a 10

%, a raison de 10 pl/ml, a -20°C en vue du dosageddférents parametres du métabolisme
des lipoprotéines et la détermination de la conpwsen acides gras.

Les dosages du glucose, de la vitamine C et d€kTLse font le jour méme du prélevement

sur du sérum frais.

1.3. Prélevements d’organes

Apres le prélevement sanguin, le foie, le musclgtrgaémien, le tissu adipeux viscéral, et
une partie de l'intestin sont soigneusement prélevi@cés avec du NaCl a 0,9 %, ensuite
pesés. Une partie aliquote des différents orgasegsrenédiatement broyée dans le tampon
PBS, pH 7,4. L’homogénat obtenu est utilisé paudédtermination des différents parametres
du statut oxydant/antioxydant. Une autre partigualte du tissu adipeux est homogénéisée
dans le méme tampon de broyage supplémenté de /20 legpeptine, 2 mg/ml antipaine et
1 mg/ml pepstatine (leupeptine, antipaine et péipsteétant des inhibiteurs des protéases
donc de la protéolyse intracellulaire) selon letpeole de KABBAJ et al. [2003].
L’homogénat obtenu est utilisé pour la détermimatite I'activité de I'enzyme LHS. Pour
I'activité LPL, les homogénats des quatre organkkes sont préparés dans une solution de
NaCl a 0,9 % (p/v) contenant de I'héparine (SigBtalouis, MO, U.S.A.), selon MATHE et
al. [1991].

Les restes des organes sont conservés a -80°Qieates dosages lipidiques, protéiques et la

détermination de leur composition en acides gras.

Il. Analyses biochimiques

II.1. Détermination des teneurs en glucose

Le glucose sérique est déterminé par la méthodgneatique et colorimétriqgue en présence
du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé @dea gluconique et peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier, en présence de peroxyetage phénol, oxyde un chromogene (le

4- amino-antipyrine) incolore en couleur rouge Bugtre quinonéimine. La coloration
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obtenue est proportionnelle a la concentration lanoge présente dans I’échantillon. La
lecture se fait a une longueur d'onde de 505 niRkKichima).

II.2. Détermination des protéines totales

Les protéines totales sont dosées sur les fractengoprotéines et sur les organes (apres
leur broyage comme précédemment décrit) par laedétile LOWRY et al. [1951] utilisant
'albumine sérique bovine comme standard (Sigman@itedCompany, St Louis, MO,
USA). En milieu alcalin, le complexe formé pariess CU** et les groupements tyrosine
et tryptophane des protéines est réduit par |eifébec Folin. La coloration bleue développée
est proportionnelle a la quantité de protéineslI'@ehantillon. La lecture se fait a une
longueur d’onde de 689 nm.

Sur le sérum total, les protéines totales sontrohétees grace a I'utilisation du réactif de
biuret (Kit Prochima).

[1.3. Dosage de l'insuline

Le taux d'insuline est déterminé par la méthodeddsage immunoenzymatique en phase
solide, ELISA (Enzyme LinkedimmunoSorbentAssay)gele kit LINCO (St Louis, MO,
USA). Le principe de la méthode est basé sur igatilon des plaques ELISA dont les
micropuits ont un revétement d’anticorps monoclardl-insuline de rat. L'insuline présente
dans I'échantillon se lie aux anticorps adsorbéssdas micropuits. Un deuxiéme anticorps
polyclonal anti-insuline conjugué a la biotine egiuté et se lie a I'insuline capturée par le
premier anticorps. Aprés lavage qui permet d’élenitianticorps biotinylé non lie, une
enzyme (Peroxydase de Raifort appelée Horse digixymase HRP) est ajoutée et se lie a
I'anticorps biotinylé immobilisé. Aprés lavage, dabstrat de la peroxydase (3,3, 5,5'tetra
methylbenzidine) est ajouté aux puits. La quardifan du complexe anticorps-enzyme est
réalisée en suivant l'activité de la peroxydaseesence de son substrat. Ainsi, un produit
coloré est formé proportionnellement a la quarditdsuline présente dans I'échantillon. La
réaction est terminée par I'addition d’'un acidéadisorbance est mesurée a 450 nm.

La concentration en insuline est déterminée ad’a@dne gamme étalon d’insuline de rat.

II.4. Dosage de la leptine

Le taux de leptine est déterminé par la méthodesEBlLselon le Kit LINCO (St Louis, MO,
USA). Le principe de la méthode est basé sur idatilon de micropuits avec un revétement
d’anticorps anti-leptine de rat, d’anticorps aefpine conjugué a la biotine, de I'enzyme

peroxydase de Raifort et de son substrat le tettaytbenzidine. Le protocole expérimental
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est semblable a celui utilisé pour linsuline. Lalazation du milieu est directement
proportionnelle a la concentration de leptine décHantillon. Cette concentration est
déterminée a 'aide d’'une gamme étalon de leptenmat

[1.5. Dosage de I'adiponectine

Le dosage de l'adiponectine est un dosage de tgmelvBch qui utilise deux anticorps
monoclonaux spécifiques et de forte affinité, selerKit LINCO (St Louis, MO, USA).
L’adiponectine présente dans les échantillonsesel’abord au premier anticorps fixé sur la
microplaque. Lors de I'étape suivante, le deuxiemicorps spécifique de I'adiponectine se
lie & son tour a l'adiponectine immobilisée. Lemwut anticorps est biotinylé (conjugué a la
biotine). Il est incubé avec le Conjugué enzymati@ireptavidine-Peroxidase. Lors de la
réaction avec le substrat, le changement de co@siucatalysé de facon quantitative, en
fonction de la quantité d’adiponectine présentesdas échantillons. Cette concentration est

déterminée a l'aide d’'une gamme étalon d’adiponedtie rat.

I1.6. Détermination des parametres lipidiques au nreau du sérum, des lipoprotéines et

des organes

11.6.1. Séparation des lipoprotéines

Les lipoprotéines totales sont isolées a partisélwm par précipitation selon la méthode de
BURSTEIN et al. [1970,1989]. A pH neutre, les pahjons, en présence de cations divalents,
peuvent former des complexes insolubles avec |espiotéines (lipopolyanions-cations)
donc la précipitation se fait grace aux poly aniapns se combinent aux lipides des
lipoprotéines. Généralement, les poly anions #éslissont les sulfates (89 les
polysaccharides (héparine) et I'acide phosphotingst alors que les cations sont les’Ga
Mn?* et Mdf*.L'utilisation du méme réactif de précipitation éféentes concentrations,
permet de précipiter sélectivement les fractiorsslgmprotéines ; et ainsi a concentration de
plus en plus élevée, ce réactif permet la séparatipartir du sérum, d’abord des VLDL
ensuite des LDL et en dernier des HDL. Ce principgt analogue a celui de
l'ultracentrifugation en gradient de densité depopirotéines. En effet, lorsque la
concentration varie, la densité du milieu variesae$ permet une précipitation sélective. Les
lipoprotéines, précipitées par l'acide phosphottigge et le MgG a différentes
concentrations, sont par la suite solubiliséeseaggacine solution de solubilisation contenant

du tampon citrate trisodique et NaCl.
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11.6.2. Détermination des teneurs en cholestérol &n triglycérides

Le cholestérol total et les triglycérides sont dog@&ar des méthodes enzymatiques (Kit
Prochima), sur le sérum total, les différentestfoms lipoprotéiques, et les homogénats des
organes (préparés par broyage d’'une partie aliggats du tampon phosphate/ EDTA, pH
7,2, addition de lauryl sulfate de sodium (SDS 1%}, v/v), et centrifugation a 3000 t/min
pendant 10 min).

11.6.3. Extraction des lipides du sérum et des orgees et détermination de la composition

en acides gras

L’extraction lipidique se fait a partir du sérumrpm mélange méthanol/chloroforme/NaCL
(2M) (1/1/0,9 ; v /vlv) pour 0,5 ml d’échantilloselon la méthode de BLIGH et DYER
[1959]. Les lipides des organes (foie, muscle gasgmien, tissu adipeux) sont extraits par la
méthode de FOLCH et al. [1957] apres le broyageajpartie aliquote de I'organe (300 mg)
dans 1 ml de NaCL (2M) par l'ultraturax (Biobloclestific, 11l Kirch, France).

Une gquantité déterminée (30 ul) d’étalon interneid@ heptadécanoique 17 :0;7d3,0,
dilué dans du benzene a 2mg/ml) est ajoutée.

Apres extraction, les acides gras sont saponifiec aml de NaOH méthalonique 0,5N,
meélangés au vortex et chauffés a 80°C pendantif5Lla réaction est arrétée par un choc
thermique en mettant les tubes dans de la glaseatides gras sont par la suite méthylés en
ajoutant 2 ml de BfFméthanol (Bromotrifluorométhanol a 14%) [SLOVER IsANZA,
1979]. Aprés mélange au vortex, les tubes sontdsrsous azote, étuvées a 80°C pendant 20
min. La réaction est arrétée par un choc thermiQuel de NaCL saturé (35%) et 2 ml
d’hexane sont ensuite ajoutés aux tubes. Apresagass vortex, deux phases se forment. La
phase supérieure est prélevée pour I'injection teankromatographe.

L’'analyse se fait par la CPG (chromatographie easphgazeuse ; Becker instruments,
downersgrove, IL) ; la colonne capillaire (Appli&tiences Labs, State college, PA) est en
pyrex de 50 m de longueur et 0,3 mm de diaméterriet remplie avec du carbowax 20m
(Spiral-RD, Couternon, France). Le chromatogramteéguipé d’un injecteur de type ROS et
d’'un détecteur a ionisation de flamme relié a wégrateur- calculateur Enica 21 (DELSI
instruments, Suresnes, France). L'identificatios deides gras est réalisée par comparaison
de leur temps de rétention avec ceux des standBadsles gras (Nucheck-prep, Elysiam,
MN, USA). La surface des pics d’'acides gras esp@tionnelle a leur quantité; elle est

calculée a I'aide d’un intégrateur.
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II.7. Détermination de l'activité de la Iécithine dolestérol acyltransférase (LCAT, EC
2.3.1.43)

L’activité de la LCAT est déterminée sur du séruaisf par estimation de la conversion du
cholestérol sérique en cholestérol estérifie. Leladtérol estérifié est dosé avant et apres une
incubation du sérum frais a 37°C pendant 1 heuee.cholestérol estérifié est dosé aprés
précipitation du cholestérol libre par la digitominL’augmentation des taux de cholestérol
estérifié correspond a l'activité enzymatique deL@AT qui est exprimée en nmoles de

cholestérol estérifie/h/ml de sérum.

11.8. Dosage des lipases tissulaires

11.8.1. Détermination de l'activité de I'enzyme LPL(LPL, EC 3.1.1.34)

L’activité lipase est déterminée a partir du nivedwdrolyse des TG d’un substrat synthétique en
mesurant la quantité d'acides gras libérés pamitrie selon la technique PH — STAT
[TAYLOR, 1985; TIETZ et al., 1989]. Une émulsionhdile d’oliveet de gomme arabique
solubilisées dans 4 est préparée par sonication (3 fois 45 minuties)substrat synthétique
contient I'émulsion, la solution de sérum albumbwine (& 4% dans du tampon tris/HCI) et le
sérum humain chauffé a 56°C. Une prise aliquoteutkstrat de substrat synthétique est incubée
avec le surnageant (source enzymatique) dans |gotaiaCl 100 mmol/L, CaCl2 5 mmol/L ; PH
8, a température ambiante et sous agitation perslanin. Aprés incubation le PH du milieu
(devenu acide suite a la libération des AGL) estenaé a sa valeur initiale par addition de NaOH
0,05 mol/L. Le volume de NaOH versé est alors mbtéorrespond apres conversion au nombre
d’acides gras libérés (mol).

Une unité lipase est la quantité d’enzyme qui pétenkbération d’une micromole d’acide gras en
une minute.

11.8.2. Détermination de l'activit¢ de I'enzyme Ipase hormono-sensible (LHS; EC
3.1.1.3)

L’activité lipolytique est mesurée quantitativemseton la méthode décrite par KABBAJ et

al. [2003]. Cette activité est dosée avec I'eptaitrophényle-butyrate (PNPB), hydrolysé en
présence de la lipase pmitrophénol et I'acide butyrique. La libération g-nitrophénol se
traduit par I'apparition d’une coloration jaune eéte a 400 nm. Les homogénats de tissu
adipeux sont incubés avec le PNPB dans le tampariMMWNaH2PO4, pH 7,25, 0,9% NaCl, 1
mMdithiothreitol) a 37°C pendant 10 minutes. Lactém est stoppée par addition d'un
meélange methanol / chloroforme / heptane (10/¥p)és centrifugation a 800 g pendant 20

minutes, les solutions sont incubées pendant 3tesn@ 42°C. L'absorbance lue a 400 nm
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permet de calculer la concentration en utilisantcaefficient d'extinction molaire de 12,75
10°* M cmi* pour lep-nitrophénol.
Une unité enzymatique est la quantité d'enzyme kdapde libérer uneumole de p-

nitrophénol par minute et par mg de protéines.

lll. Détermination du statut oxydant/antioxydant

l1l.1. Dosage de la vitamine C

La vitamine C plasmatique est dosée selon la métdedROE et KUETHER [1943] utilisant
le réactif de coloration, le Dinitrophenylhydrazinghiourée- Cuivre (DTC) et une gamme
étalon d'acide ascorbique.

Aprés précipitation des protéines plasmatiques lfride trichloroacétique (10%) et
centrifugation, une prise aliquote du surnageamntneslangée au réactif de DTC (acide
sulfurique 9 N, 2,4-dinitrophenylhydrazine a 3%iothiée a 0,4% et sulfate de cuivre a
0,05%). Le mélange est incubé pendant 3 heureS@ B2 réaction est stoppée par addition
d’acide sulfurique a 65% (v/v), et la lecture debBorbance se fait a 520 nm. L'intensité de la
coloration obtenue est proportionnelle a la conmegion en vitamine C présente dans
I'échantillon. La concentration est déterminée #ipde courbe étalon obtenu grace a une

solution d’acide ascorbique.

[1l.2. Détermination des protéines carbonylées

Les protéines carbonylées du plasma ou tissuléinasqueurs de I'oxydation protéique) sont
mesurées par la réaction au 2,4- dinitrophénybmide selon la méthode de LEVINE et al.
[1990]. Le plasma ou I'homogénat d'organes est lhdclh a température ambiante en
présence de la dinitrophénylhydrazine (DNPH ; prépadans HCL) ou avec seulement du
HCL pour le blanc. Ensuite, les protéines sont ipies avec l'acide trichloroacétique

(TCA) et lavées 3 fois par I'éthanol: ethylacetate (v/v) et 3 fois par le TCA.

Le culot est solubilisé dans une solution de guasid

Les lectures se font a 350 et 375nm. La conceotraties groupements carbonylés est

calculée selon un coefficient d’extinction (E =2imoi*. L. cm™).

lll. 3. Dosage du malondialdehyde (MDA)
Le malondialdehyde (MDA) est le marqueur le pludisdét en peroxydation lipidique. Ce
dosage est réalisé selon la méthode de DRAPER BXLHEX [1990], par un traitement acide

a chaud, grace a l'utilisation de I'acide thiob&ubgue (TBA). Le plasma ou 'homogénat
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d’'organes est incubé 20 minutes a 100°c avec le €BRacide trichloroacétique (TCA).
Aprés incubation, refroidissement et une centrifiegaa 4000t/min pendant 10 min, la
lecture est réalisée sur le surnageant qui congelDA. Le TBA réagit avec les aldéhydes
pour former un produit de condensation chromogénipnsistant en 2 molécules de TBA et
une molécule de MDA dont I'absorption se fait a 253n. La concentration en MDA
plasmatique ou tissulaire est calculée en utilisauet courbe étalon de MDA ou le coefficient
d’extinction du complexe MDA-TBA (E1,56x10°mol *.L .cm™a 532 nm)

l1l.4. Détermination des diénes conjugués et du taud’oxydation des lipoprotéines
L’oxydation in vitro des lipoprotéines sériguesjuite par les métaux (cuivre), est déterminée
par le suivi au cours du temps de la formation démes conjugués selon la méthode
d'ESTERBAUER et al. [1989]. Les dienes sont congdécomme les produits primaires de
I'oxydation lipidique et présentent une absorptitams I'ultraviolet a 234 nm. L’addition du
CuSQ (100uM) au sérum provogque l'oxydation des lipogrmues sériques qui se traduit par
'augmentation progressive de la densité optiqug3d nm, apres une phase de latence. Cette
augmentation de I'absorbance marque la formatiomplde en plus importante des diénes
conjugués dont la concentration est estimée eisariil le coefficient d’extinction (E =29,50
mmol*. L .cm'; & 234 nm). Les variations de I'absorbance desegi€onjugués en fonction
du temps permettent de tracer la courbe cinétiqae trois phases consécutives sont
déterminées : phase de latence, phase de propagafthase de décomposition. A partir de
cette courbe cinétique, plusieurs marqueurs deydlation in vitro des lipoprotéines
plasmatiques sont déterminés:

- t (lag) min correspond a la durée de la phase de latence quenbr début de 'augmentation
de la densité optique par rapport a la valeuraksti Le t (lag) permet de d’estimer la
résistance des lipoprotéines a I'oxydation in vitro

- Taux initial des dienes conjugués (pmol/l)

- Taux maximum des diénes conjugués (umol/l)

- t (max) min correspond au temps nécessaire pour obtenir I'diydanaximale. I  marque
la fin de la phase de propagation et le déebut gdese de décomposition. Il se calcule sur la
courbe cinétique en projetant la valeur de dergptégue maximale sur I'axe des X (temps
exprimé en minutes).

Le taux d’oxydation des lipoprotéines est calcdé:p

(Taux maximal des diénes conjugués- Taux initigl diénes conjugués) /t(max)- t(lag).
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[11.5. Détermination de l'activité de la catalase CAT ; EC 1.11.1.6)

Cette activité enzymatique est mesurée par anapsetrophotométrique du taux de la
décomposition du peroxyde d’hydrogéne [AEBI, 197Eh 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. Le milieu réactionnel carmtie lysat érythrocytaire
dilué au 1/500, le D, et le tampon phosphate (50 mmol/l, pH 7,0). Aprezulpation, le
réactif de coloration, titanium oxyde sulfate (TiQp(préparée dans 430, 2N) est ajouté. La
lecture se fait a 420 nm. Les concentrations d;Hestant sont déterminées a partir d’'une
gamme étalon de J@, avec le tampon phosphate et le réactif TiQ&©Ofacon a obtenir dans
le milieu réactionnel des concentrations de 0,5ra®l/I.

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

A =log As- log Ao.

Al est la concentration de&, de départ

A2 est la concentration de,&, aprés incubation

L’activité spécifique est exprimée en U/g Hb oul#ml.

[11.6. Dosage du Glutathion réduit (GSH)[ELLMAN, 1959]

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réaligédlgméthode colorimétrique par le réactif
d’Ellman (DTNB). La réaction consiste a couper lalégule d’acide 5,5dithiodis-2-

nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui liberecice thionitrobenzoique (TNB) selon la

réaction suivante :
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Acide thionitrobenzoique (TNB)

DTNB
Le thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin prate une absorbance a 412 mn avec un
coefficient d’extinction égal & 13,6 mfvbm™.
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IV. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyemneur standard. Aprés analyse de la
variance, la comparaison des moyennes entredesgroupes de rats témoins et entre les
trois groupes de rats obeses est effectuée pasieANOVA a un facteur. Cette analyse est
complétée par le test de Tukey afin de classepmiparer les moyennes deux a deux. Les
moyennes indiquées par des lettres différentds, @,d) sont significativement différentes (P

< 0,05).
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RESULTATS ET INTERPRETATION
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|. Poids corporel et consommation alimentaire chezes différents lots de rats (Tableau

3)

Le poids corporel présente des variations sigrifiea entre les différents lots de rats. En
effet, les rats obeses consommant le régime ce€t@)y ont un poids sensiblement plus élevé
gue celui des rats témoins consommant le réginmelatd (T). Il en est de méme pour les rats
obéses consommant le régime cafeteria enrichi ée kilolive (CO) et les rats obéeses
consommant le régime cafeteria enrichi en huildivdtoet de lin (COL) par rapport aux rats
témoins consommant le régime standard enrichi die Hiolive (TO) ou en huile d’olive et
de lin (TOL). La supplémentation du régime en hdildive entraine une réduction du poids
auprés des rats aussi bien chez les témoins quelebhabeses. Le régime olive/lin induit
également une diminution du poids chez les rat®itgsret obéses mais moins importante que
celle entrainée par 'huile d'olive.

La consommation alimentaire quotidienne (exprimeegrat) est significativement élevée
chez les C par rapport aux T. Il en est de méme |gsurats CO par rapport aux TO. Par
contre, aucune différence n’est notée entre les ahéses et témoins nourris aux régimes
enrichis en mélange olive/lin. Par ailleurs, chez témoins, I'enrichissement du régime par
I'huile d'olive entraine une diminution plus sigitiftive de la quantité de nourriture ingérée
gue celle induite par la combinaison olive/lin. €Eegant, chez les obéses, I'huile d'olive ainsi
gue le mélange olive/lin entrainent la méme réductie la consommation alimentaire.

Quand a I'apport énergétique (exprimé en Kcal/)J/d®s variations sont constatées entre les
lots obeses et les lots témoins quelque soit le tp régime. En effet, une élévation de
I'apport énergétique est observée chez les ratsn@parés aux T, chez les CO par rapport aux
TO, et chez les COL par rapport aux TOL. Le régotiee/lin réduit 'apport énergétique de
maniere plus importante que le régime olive cheztéenoins. Cependant, les deux régimes

induisent une diminution similaire de I'apport ég&tique chez les rats obéses.

Il. Paramétres biochimiques et hormonaux

II.1. Teneurs sériques en glucose et en protéinestales chez les différents lots de rats
(Figure 16 et Tableau A)

Une augmentation significative des teneurs sérigueglucose est observée chez les C par
rapport aux T et chez les COL comparés aux TOLcPaire, aucune différence significative
n'est observée entre les CO et TO. L’huile d’olamsi que la combinaison des huiles d’olive
et de lin entrainent une diminution similaire deglycémie chez les témoins tandis que chez

les obéses, I'effet de I'huile d’olive est plusrsigcatif que celui de I'huile de lin.
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Tableau 3 Poids corporel et consommation alimentaire chezes différents lots de rats

Paramétres Poids corporel Nourriture ingérée | Apport énergétique
(9) (g/j/rat) (Kcal/j/rat)

Lots
Rats témoins 541,66 + 6,73 44,38 +1,67 171.66+8.89
Rats témoins olive | 463,33 + 5,47 28,13+ 1,38 108.58+7.18
(5/)
Rats témoins 501,43 6,76 31,88 1,04 123.05+6.01
olive/lin (5/-)
Rats obéses 616,67 + 833 48,88 + 2,67 277.51+13.08
Rats obéses olive | 530,00 + 7,3% 31,88+2,12 180.73+9.3
(5/)
Rats obeses olive/lin 565,71 + 6,14 33,75+ 1,77 191.52+8.9
(5/)
P (ANOVA) 0,0001 0,001 0,001

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typ8&, Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois
groupes de rats témoins et entre les trois grodpeegats obeses est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétéelpaest de Tukey afin de classer et
comparer les moyennes deux a deux. Les moyennieggiées par des lettres différentes (a, b,

c, d, e) sont significativement différentes (P 85),
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Figure 16 :Teneurs sériques en glucose et en praiés totales chez les différents lots de

e(g)

rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. i : rats témoins standard§Q :

rats témoins olive TOL : rats témoins olive/lin € : rats obéses standardSQ : rats obeses
olive ; COL : rats obéses olive/lin. Aprées vérification de latdbution normale des variables
(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyeramee les trois groupes de rats témoins et
entre les trois groupes de rats obéses est efiegtaile test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afidatser et comparer les moyennes deux a
deux. Les moyennes indiquées par des lettres eiiffés (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Les teneurs sériques en protéines totales ne pedseaucune variation entre les différents

groupes de rats étudiés quel que soit le type gimed

II.2. Teneurs sériques en insuline (ng/ml), leptindng/ml) et adiponectine (ug/ml) chez
les différents lots de rats (Figure 17 et Tableau A

Les teneurs en insuline sérique sont significateetnaugmentées chez les C par rapport aux
T, chez les CO par rapport aux TO et chez les CQhparés aux TOL. La combinaison
d’olive/lin entraine une réduction plus significatique I'huile d’olive chez les obéses alors
gue chez les témoins, aucune variation n’est notée.

La leptine sérique est significativement augmemwtéez les C comparés aux T, chez les CO
comparés aux TO et chez les COL par rapport TOL.slpplémentation du régime en
mélange olive/lin entraine une réduction plus digaiive des teneurs en leptine par rapport a
I'huile d'olive chez les obeses alors que chezdewoins, aucune différence n’est notée.

Les teneurs en adiponectine sérique sont sigriferaent élevés chez les C comparés aux T,
chez les CO par rapport aux TO et chez les COL epéspaux TOL. La consommation du
régime enrichi en huile d’olive/lin entraine uneméiution plus significative des teneurs en
adiponectine que I'huile d’olive chez les obésessatjue chez les témoins, aucune différence

significative n’est notée.

I1.3. Teneurs en cholestérol (mg/dl) du sérum et delipoprotéines chez les différents lots
de rats (Figure 18 et Tableau A)

Le cholestérol sérique est significativement augimehez les C comparés aux T, chez les
CO par rapport aux TO, et chez les COL comparésTadix. Le régime olive ainsi que le
régime olive/lin induisent la méme diminution de dholestérolémie aussi bien chez les
témoins que chez les obéses.

Les teneurs en cholestérol des différentes frastipoprotéiques sont significativement plus
élevées chez les différents groupes d'obéses pguoraa leurs homologues témoins, a
I'exception des teneurs en C-HDL qui sont diminuglesz les C comparés aux T.

La consommation de régimes enrichis en huile d&lin ou en huile d’olive induit une
réduction des taux de C-VLDL et C-LDL aussi bierzles témoins que chez les obeses. La
combinaison olive/lin provoque un effet plus imamitt sur le C-LDL que celui de I'huile
d’olive.

76



BT uTO BTOL &@C aCO aCoL

25 - :
: Th
d C
15 - d
T
1_
05 -
0
Lots

Insuline (ng/ml)

Adiponectine {pgfml)

Lots

Figure 17 : Teneurs en insuline (ng/ml), leptine @ml) et adiponectine (ug/ml) chez les
différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type3./T : rats témoins standardsTO : rats
témoins olive ;TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€ : rats obéses olive ;
COL : rats obeses olive/lin. Aprés vérification de latdbution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les fmsipes de rats témoins et entre les trois groupes
de rats obéses est effectuée par le test ANOVAfaataur. Cette analyse est complétée par le &est d
Tukey afin de classer et comparer les moyennes daleux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, ¢, d) sont significativemenfétiéntes (P < 0,05).
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Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type8.iT : rats témoins standardsTO : rats
témoins olive ;TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéeses standard€0 : rats obeses olive ;
COL : rats obeses olive/lin. Aprés vérification de Iatdbution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les fmsipes de rats témoins et entre les trois groupes
de rats obéses est effectuée par le test ANOVAfaataur. Cette analyse est complétée par le &est d
Tukey afin de classer et comparer les moyennes dealeux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, ¢, d) sont significativemenféhéntes (P < 0,05).
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En ce qui concerne le C-HDL, le régime enrichi ailehd’olive et de lin induit une élévation
plus significative que celle provoquée par le régialive chez les obéses, par contre, le
régime olive diminue plus significativement le C-HRue le régime olive-lin chez les

témoins.

Il.4. Teneurs en triglycérides (mg/dl) du sérum etles lipoprotéines chez les différents
lots de rats (Figure 19 et Tableau 4

Les teneurs en triglycérides sériques et au nivssu lipoprotéines sont significativement
augmentées chez les rats obéses comparés avgmaing quelque soit le régime consommé
sauf pour les TG-HDL chez les obeses nourris agime enrichi en huile d’olive/lin (OOL)
qui sont similaires a leurs témoins (TOL).

La combinaison olive/lin entraine une réduction ndigative des TG sériques et
lipoprotéiques chez les rats obeses. Le régime aiminue également les TG au niveau du
sérum et des fractions des lipoprotéines mais $f@h est moins important que celui du
mélange olive-lin. Le méme effet est noté chezdewoins, exception faite pour les TG-HDL
ou les deux régimes ne provoquent pas de variaignificative par rapport au régime

standard.

II.5. Teneurs en protéines (mg/dl) des lipoprotéire chez les différents lots de rats
(Figure 20 et Tableau A)

Les teneurs en protéines des différentes fractipoprotéiques présentent des variations
significatives entre les différents lots de rats. éffet, une augmentation est notée au niveau
des VLDL et LDL chez les obéeses comparés aux ténguelque soit leur régime. Le
mélange olive/lin entraine une diminution plus intpate des protéines des fractions VLDL
et LDL que celle induite par I'huile d’olive audsien chez les rats obéses que chez les rats
témoins.

Les protéines des HDL sont significativement dindesi chez les C par rapport aux T et chez
les CO comparés aux TO. Cependant, aucune varisigmificative n’est observée chez les
COL comparés aux TOL. Le régime olive réduit de @ plus significative le taux de
protéines au niveau des HDL que le régime olivechiez les témoins. Chez les obeses, on
note une augmentation hautement significative desurs en protéines au niveau des HDL
des rats consommant le régime olive/lin. Le régaiine induit également une élévation des

protéines des HDL mais moins importante que cetlaite par le régime olive-lin.
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Figure 19 : Teneurs en triglycérides (mg/dl) du sé&m et des lipoprotéines chez les
différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart type3./T : rats témoins standardsTO : rats
témoins olive ;TOL : rats témoins olive/lin C : rats obeses standard€0 : rats obeses olive ;
COL : rats obeses olive/lin. Aprés vérification de latdbution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les fmsipes de rats témoins et entre les trois groupes
de rats obéses est effectuée par le test ANOVAfaataur. Cette analyse est complétée par le &est d
Tukey afin de classer et comparer les moyennes dealeux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, ¢, d) sont significativemenféhéntes (P < 0,05).
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Figure 20: Teneurs en protéines (mg/dl) des lipoptéines chez les différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type8.iT : rats témoins standardsTO : rats
témoins olive ;TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéeses standard€0 : rats obeses olive ;
COL : rats obeses olive/lin. Aprés vérification de Iatdbution normale des variables (test Shapiro —
Wilk), la comparaison des moyennes entre les fmsipes de rats témoins et entre les trois groupes
de rats obéses est effectuée par le test ANOVAfaataur. Cette analyse est complétée par le &est d
Tukey afin de classer et comparer les moyennes dealeux. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, ¢, d) sont significativemenféhéntes (P < 0,05).
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11.6. Composition en acides gras des lipides totawseériques chez les différents lots de

rats (Tableau 4)

Au niveau du sérum, le taux d’'acides gras saturésepte des variations significatives entre
les groupes de rats étudiés. En effet, le taugidés gras saturés (AGS) augmente chez les
rats C compareés aux T, chez les CO par rapporT@u&t chez les COL par rapport aux TOL.
La consommation de régime enrichi en huile d’oliween huile d’olive/lin entraine la méme
diminution du taux d'acides gras saturés chez déssoins alors que chez les obéses, la
consommation du régime olive-lin entraine une rédaglus significative et plus importante
des AGS comparée au regime enrichi en huile d’olive

En ce qui concerne les acides gras monoinsaturéd(p aucune différence n’est notée
entre les C et les T. Cependant, une diminutiomlesérvée chez les CO comparés aux TO et
chez les COL par rapport aux TOL. La consommatwmédjime olive entraine une élévation
d’AGMI seériques plus importante que celle engengré@ela combinaison olive/lin chez les
témoins ainsi que chez les obéses.

Aucune différence significative des teneurs en 24& n’est observée chez les CO par
rapport aux TO et chez les OOL par rapport aux TQdutefois, une élévation est notée chez
les C comparés aux T. Le régime olive-lin diminigmngicativement les teneurs en C18:2n-6
aussi bien chez les témoins que chez les obésksild_d'olive n’'influence pas le taux de
C18:2n-6 chez les témoins. Néanmoins, elle dimlasdeneurs en C18:2n-6 chez les obéses
mais son effet est moins important que celui dmtabinaison olive-lin.

Aucune variation des teneurs en C18:3n-3 n’'esten@idtre les groupes obeses et leurs
homologues témoins. L’huile d’olive n’influence pas taux sériques de C18:3n-3.

En revanche, la consommation du régime olive-litragéme une élévation significative des
teneurs sériques en C18:3n-3 chez les obesexjamshez les rats témoins.

Une diminution des teneurs en C20:4n-6 sériqueaste chez les C comparés aux T et chez
les CO comparés aux TO. Par contre, aucune variatgnificative n’est constatée chez les
COL par rapport aux TOL. Chez les témoins, le régiotive n’influence pas les teneurs
sériques en C20:4n-6, par contre le régime oliwdds diminue significativement. Chez les
obeses, les deux régimes enrichis en huile augmelggaux de C20:4n-6 par rapport au
régime cafeteria standard..

Les teneurs en C22:6n-3 sériques présentent uriaudion chez les C et les COL par rapport
aux T et TOL respectivement. Cependant aucunetiarigignificative n’est notée chez les
CO compareés aux TO. Le régime olive-lin éléve taetrs en C22:6n-3 aussi bien chez les

témoins que chez les obéses, par contre le rédiveerdinfluence pas les taux plasmatiques
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Tableau 4: Composition en acides gras des lipides totauxjsési chez les différents lots de

rats

G (/) AGS AGMI C18:2n-6 | C18:3n-3 | C20:4n-6 C22:6n-3
Lots
Rats 38,86+1,1% | 16,52+1,05 | 19,10+1,28 | 0,80 + 22.54+1,28 |2,17 +0,32
témoins 0,08
Rats 27,03+1,28 | 30,05+1,24 | 18,71+1,62 | 0,65 + 21,01+1,13 | 2,01 +0,28
témoins 0,07
olive (5/°)
Rats 26,35+1,02 | 25,30+1,12 | 16,19+1,02 | 6,95 + 19,20+1,03 | 5,48 +0,44
témoins 0,46
oIive/Iin
(5/:)
Rats 45,02+1,48 | 16,47+1,0f | 24 +1,36 | 0,66 + 13 + 1,05° 1,04 +0,2T
obéses 0,08
Rats obeses 34,12+1,38 24,45+1,02 | 20,21+1,27 | 0,78 + 18,21+1,58 | 1,87 +0,37
olive (5/2) 0,06
Rats obése$ 29,07+1,04 | 22,11+1,08 | 16,47+1,18 | 7,88 + 19,62+1,27 | 4,35 +0,50
olive/lin 1,03
(5/)
P 0,0001 0,0001 0,001 0,01 0,001 0,001
(ANOVA)

Chaqgue valeur représente la moyenne + Ecart typ8, Aprées vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois
groupes de rats témoins et entre les trois grodeesats obéses est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétéelpaest de Tukey afin de classer et
comparer les moyennes deux a deux. Les moyenniegiées par des lettres différentes (a, b,
c, d, e) sont significativement différentes (P 85),
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de C22:6n-3 chez les témoins alors que chez leseshéne augmentation est observée mais
moins importante que celle induite par le régimesgime olive-lin comparée aux valeurs du

régime cafeteria standard.

lll. Paramétres tissulaires

lll.1. Poids des organes chez les différents lotke rats (Figure 21 et TABLEAU Ag)

Le poids du foie est significativement plus éleex les C comparés aux T, chez les CO
compares aux TO, et chez les COL comparés aux T€d.deux régimes (olive et olive-lin)
réduisent le poids du foie chez les obeses tandis ge I'influencent pas chez les témoins.

Le poids du muscle est significativement élevé clesz C comparés aux T. Cependant,
aucune variation n’est constatée chez les CO etCles comparés aux TO et TOL
respectivement. Le poids du muscle ne differe pagedes rats témoins quelque soit leur
régime. Par contre, la consommation du régime aivelive-lin entraine une réduction du
poids musculaire chez les obeses.

Des variations significatives du poids du tissypadk sont notées entre les différents lots de
rats étudiés quelque soit le régime consommeé. ten & poids du tissu adipeux chez les rats
C, les CO et les COL est significativement plus am@nt que celui des rats T, TO et TOL
respectivement. Le régime olive-lin entraine unmidution du poids du tissu adipeux aussi
bien chez les témoins que chez les obéses. Le eéglive entraine aussi une réduction du

poids du tissu adipeux mais moins importante @lie obtenue avec le régime olive-lin.

l1l.2. Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) desrganes chez les différents lots de rats
(Figure 22 et tableau A)

Les teneurs en lipides totaux du foie, du muscledettissu adipeux sont augmentées
significativement chez les différents groupes ds r@béses comparés a leurs homologues
témoins. Cependant, les teneurs en lipides totauiindestin ne différent pas entre les lots de
rats obéses et témoins. Chez les témoins, le réglime diminue plus significativement,
comparé au régime olive-lin les lipides totaux die fet du muscle. Par contre, le régime olive
n’influence pas les lipides totaux de lintestimdés que le régime olive-lin les réduit. Au
niveau du tissu adipeux, les deux régimes entraunaea diminution similaire.

Chez les rats obéses, la consommation du régime @liolive-lin entraine la méme réduction
des teneurs en lipides totaux hépatiques et musesilde régime olive n’influence pas les

lipides intestinaux alors que le régime olive-&s réduit.
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Figure 21 : Poids des organes chez les différemtss de rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typd. i : rats témoins standardgQ :

rats témoins olive TOL : rats témoins olive/lin € : rats obeses standardSQ : rats obeses
olive ; COL : rats obeses olive/lin. Apres vérification de latdbution normale des variables
(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyeramge les trois groupes de rats témoins et
entre les trois groupes de rats obeses est efeegtaEle test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test de Tukey afidateser et comparer les moyennes deux a

deux. Les moyennes indiquées par des lettres eliffés (a, b, ¢, d) sont significativement
différentes (P < 0,05).
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Figure 22: Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu)abs organes chez les différents lots de rats
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ8, i : rats témoins standard3Q : rats témoins
olive ; TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standardsSQ : rats obéses oliveCOL : rats

obéses olive/lin. Aprés vérification de la disttibn normale des variables (test Shapiro — Wikk), |
comparaison des moyennes entre les trois groupegsigmoins et entre les trois groupes de ratsesh
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Catiglyse est complétée par le test de Tukey afin de
classer et comparer les moyennes deux a deux. bgsnmes indiquées par des lettres différentes @, b
d) sont significativement différentes (P < 0,05).

La combinaison olive-lin diminue significativemdas lipides du tissu adipeux. L’huile d’olive
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entraine aussi une réduction mais moins importamecelle du mélange olive-lin.
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l11.3. Teneurs en protéines totales (mg/g tissu)eb organes chez les différents lots de rats
(Figure 23 et Tableau A)

Les teneurs en protéines totales des quatre orgaloles ne varient pas entre les C et les T.
Cependant, elles sont significativement plus élevdez les CO et COL par rapport aux TO et
TOL respectivement.

Les deux régimes réduisent de maniéere similaitau& de PT du foie et du muscle aussi bien
chez les témoins que chez les obeses. La consoommdti régime olive diminue plus
significativement par rapport au régime olive-lie, taux de protéines hépatiques chez les
témoins alors que le contraire se produit chezolesses. Les deux régimes olive et olive-lin
diminuent les protéines totales du tissu adipewez dbs témoins alors qu'’ils n'ont pas d’action

chez les obeses.

l11.4. Composition en acides gras tissulaires

l11.4.1. Composition en acides gras des lipides hétiques chez les différents lots de rats
(Tableau 5)

Au niveau hépatique, la composition en AGS desléipiprésentent une augmentation chez les C
comparés aux T, chez les CO comparés aux TO et lelse£OL comparés aux TOL. La
combinaison olive-lin entraine une diminution sigrative des teneurs en AGS des lipides
hépatiques aussi bien chez les témoins que chabéses. L’huile d’olive induit également une
diminution mais moins importante que celle du mgéaalive-lin.

Les teneurs en AGMI hépatiques chez les obésesntCssuilaires a celles destémoins T. Le
régime olive ainsi que le régime olive-lin augmentsignificativement le taux d’AGMI chez les
rats étudiés obéses ou témoins. Cependant, lesbrases CO et COL ont des taux en AGMI
plus faibles que ceux des témoins TO et TOL.

Les teneurs en C18:2n-6 sont significativement argés chez les C, CO, et COL comparés aux
T, TO, et TOL respectivement. Le régime olive-l@duit significativement le taux de C18:2n-6
chez les témoins et chez les obéses. Le régime elitraine également une diminution du taux
de C18:2n-6 chez les obeses mais pas chez lesi&moi

Les rats obéses, quel que soit leur régime, neeprést pas de variation des teneurs hépatiques

en C18:3n-3 comparés aux témoins quel que soirégime.
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Figure 23 Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des orgaschez les différents lots de
rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ@,. i : rats témoins standard3'© : rats témoins
olive ; TOL : rats témoins olive/lin C : rats obeses standard€0 : rats obéses oliveCOL : rats
obéses olive/lin. Aprés vérification de la disttibn normale des variables (test Shapiro — Wilk), |
comparaison des moyennes entre les trois groupegiggmoins et entre les trois groupes de raseasb
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cattalyse est complétée par le test de Tukey afin de
classer et comparer les moyennes deux a deux. bgsmmes indiquées par des lettres différentes @, b
d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau 5: Composition en acides gras des lipidegpatiques chez les différents lots de rats

G (1) AGS AGMI C18:2n-6 | C18:3n-3 | C20:4n-6 | C22:6n-3
Lots
Rats témoing 42,23+1,34| 17,68+1,01 | 19,22+1,2% | 0,50+0,06 | 17,31+1,23 | 3,46 +0,54
Rats témoins| 29,67+1,4F | 28,23+1,08 19,92+1,26 | 0,44+0,05 | 18,51+2,58 | 2,98 +0,58
olive (5/°)
Rats témoins| 25,94+1,33 | 25,26+1,12 | 17,96+1,04 | 7,88+1,0F |16,92+1,33 | 5,85 +0,56
olive/lin (5/-)
Rats obéses| 47,97+1,28]18,02+1,02 | 22,39+1,1% | 0,46+0,07 | 9,15 +1,04 | 1,63 +0,39
Rats obeses | 39,67+1,2Z | 22,02+1,48 | 20,67+1,35 | 0,67+0,14 | 14,26+1,1% | 1,54 0,47
olive (5/-)
Rats obeses | 31,06 +1,58 | 20,51+1,68 | 19,12+1,08 | 7,73+0,93 | 17,02+1,28 | 4,53 +0,77
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) |0,0001 0,0001 0,001 0,001 0,001 0,001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. rApres veérification de la distribution

normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deoltases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées pdetlies différentes (a, b, c, d,e,f) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Le régime oliven’entraine aucune variation de tesen C18:3n-3 aussi bien chez les témoins
gue chez les obeses. Par contre, le régime lifivédeve le taux de C18:3n-3 chez les témoins
et chez les obéses.

Les teneurs en C20:4n-6 sont réduites de manignéfisative chez les C par rapport aux T et
chez les CO comparés aux TO. Cependant, aucuretigarin’est notée entre les COL et les
TOL. Le taux de C20:4n-6 ne differe pas entre lesstgroupes de rats témoins étudiés.
Cependant, une élévation plus significative du tdexC20:4n-6 est notée chez les obeses
nourris au régime olive-lin comparés a ceux consantrte régime olive ou le régime cafeteria
standard.

Une réduction des teneurs en C22:6n-3 est obseh&zrles C comparés aux T et chez les CO
compareés aux TO. Par contre, aucune différence na@ee chez les COL par rapport aux TOL.
Le régime olive n’influence pas les teneurs en 628 aussi bien chez les témoins que chez les

obeses. Le régime olive-lin augmente significatieahtes taux chez les rats obeses et témoins.

[11.4.2. Composition en acides gras des lipides diissu adipeux chez les différents lots de
rats (Tableau 6)

Les AGS sont significativement augmentés chezdesabeses par rapport aux témoins quelque
soit leur régime. Les deux régimes diminuent de iérarsignificative les teneurs en AGS du
tissu adipeux chez les témoins alors que chez beses, I'effet du régime olive-lin est plus
important que celui du régime olive.

Les teneurs en AGMI présentent une élévation ¢&ezC par rapport aux T, une diminution
chez les CO comparés aux TO, alors qu’aucune i@riatest notée entre les COL et les TOL.
L’enrichissement du régime en huile d’olive ou eglange olive/lin augmente de maniere
similaire les teneurs en AGMI chez les obéses,salpre chez les témoins I'effet de I'huile
d’olive est plus important que celui de la combsoai olive/lin.

Les teneurs en C18:2n-6 sont augmentées signizagnt chez les C par rapport aux T tandis
gu’elles sont diminuées chez les CO et COL compaugsT O et TOL respectivement.

Les deux régimes (O et OL) n’influencent pas lestes en C18:2n-6 chez les témoins. Chez les
obéses, la consommation du régime olive diminue pignificativement les teneurs en C18:2n-6
gue le régime olive-lin.

Aucune variation des teneurs en C18:3n-3 n’est rubseentre les C, CO et les T, TO

respectivement.
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Tableau 6: Composition en acides gras des lipidesidissu adipeux chez les différents lots

de rats

G (1)

Lots

AGS

AGMI

C18:2n-6

C18:3n-3

C20:4n-6

C22:6n-3

Rats
témoins

31,74+1,22

28,73+1,08

26,99+1,4%

0,85+0,10°

10,74+1,72

0,60+0,0%’

Rats
témoin§
olive (5/)

22,54+1,15

40,19+1,44

26,30+1,67

0,64+0,06

9,33+1,3T

0,50+0,07

Rats
témoins
olive/lin
(5/°)

23,17+1,28

35,66+1,67

25,08+1,84

5,48+0,88

8,22+1,83

1,88+0,26"

Rats
obéses

36,62+1,11

33,84+1,24

29,82+1,35

0,58+0,07

3,14+0,55

0,53+0,04

Rats obeses

olive (5/-)

534,13+1,04

37,87+1,57

18,22+1,28

0,52+0,08

8,38+1,77

0,50+0,06

Rats obeéses

oIive/Iin
(5/)

528,70+1,28

36,14+1,63

22,07+1,2%

3,09+0,54

8,23+1,67

1,60+0,4F

P
(ANOVA)

0,0001

0,0001

0,001

0,001

0,01

0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées paletlees différentes (a, b, ¢, d,e) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Par contre, on note une diminution chez les COL nagport aux TOL. Le régime olive
n'influence pas les teneurs en C18:3n-3 aussi bieez les témoins que chez les obéses.
Cependant, le régime olive/lin les augmente sigaifvement.

Une réduction significative des teneurs en C20:4&st6notée chez les C par rapport aux T. Par
contre, aucune variation n’est observée chez lesc@@parés aux TO et chez les COL par
rapport TOL. Les régimes olive et olive-lin n'inflocent pas les teneurs en C20:4n-6 chez les
témoins tandis que chez les obéses, une augmenéstiomotée chez les rats nourris aux régimes
olive et olive-lin.

Les teneurs en C22:6n-3 ne varient pas entre fesiné et les obeses quelque soit le régime
consommé. Aucun effet n’est noté chez les TO coégaux T et chez les CO comparés aux
TO. Cependant, les teneurs en C22:6n-3 augmechet les obéses et les témoins nourris au

régime olive/lin par rapport a leurs témoins.

l1I.5. Teneurs en cholestérol total des organes dedifférents lots de rats (Figure 24 et
tableau Ag)

Les teneurs en cholestérol du foie, du muscle;inkedtin et du tissu adipeux sont augmentées
significativement chez les rats obéses par rappocttémoins quelque soit le régime consommé.
Les régimes olive et olive/lin induisent une réduttdes teneurs en cholestérol hépatique,
musculaire, intestinale et du tissu adipeux. Lés naurris au régime olive/lin présentent des
diminutions plus significatives des teneurs en esi@rol du tissu adipeux que ceux consommant

le régime olive aussi bien chez les obeses quelebégmoins.

l11.6. Teneurs en triglycérides des organes des dérents lots de rats (Figure 25 et Tableau
A10)

Les TG hépatiques sont augmentées significativectest les C et les CO par rapport aux T et
TO. Cependant, aucune variation n’est notée cteZ@L comparés aux TOL. La combinaison
olive-lin ainsi que I'huile d'olive réduisent sidimativement le taux des TG du foie; I'effet de la

premiere est plus important que celui du second.
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Figure 24: Teneurs en cholestérol total des organekes différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB.m : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;

TOL : rats témoins olive/lin € : rats obéses standardSQ : rats obéses oliveGOL : rats obéses olive/lin. Aprés
vérification de la distribution normale des var@bltest Shapiro — Wilk), la comparaison des mogsrentre les

trois groupes de rats témoins et entre les tragmgs de rats obéses est effectuée par le test ANBDYO facteur.

Cette analyse est complétée par le test de Tukieydaf classer et comparer les moyennes deux a desx.
moyennes indiquées par des lettres différentds, @,d) sont significativement différentes (P €5),
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Figure 25 : Teneurs en triglycérides des organes gelifférents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB.m : rats témoins standardd'O : rats témoins olive ;

TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standardSQ : rats obéses oliveGOL : rats obéses olive/lin. Aprés
vérification de la distribution normale des var@bltest Shapiro — Wilk), la comparaison des mogsrentre les

trois groupes de rats témoins et entre les tragmgs de rats obéses est effectuée par le test ANBDWN facteur.

Cette analyse est complétée par le test de Tukieydaf classer et comparer les moyennes deux a desx.
moyennes indiquées par des lettres différentds, @,d) sont significativement différentes (P €5),
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Les TG musculaires sont élevées de manieres sigtife chez les obéses par rapport aux
témoins quelque soit le type de régime consomméégiene olive ainsi que le régime olive-lin
réduisent significativement le taux de TG muscekiaussi bien chez les témoins que chez les
obéses.

Les TG intestinaux sont sensiblement augmentés lesazbeses comparés aux témoins quelque
soit le régime consommeé. Le régime olive-lin din@nsignificativement les taux des TG
intestinaux aussi bien chez les témoins que clepbeses. L’huile d’olive n’influence pas les
teneurs en TG de l'intestin chez les témoins, ceaenil les diminue significativement chez les
obéses mais son effet est moins important que daelmélange olive-lin.

Les TG du tissu adipeux sont significativement aegids chez les obéses par rapport aux
témoins quelque soit le type du régime. La consotiomale régime enrichi en huile d’olive ou
en mélange olive/lin induit une diminution signétore des teneurs en TG au niveau du tissu

adipeux aussi bien chez les obéses que chez legng&m

IV. Activités des lipases tissulaires et de la LCAPplasmatique

IV.1. Activités des enzymes lipoprotéine lipases deorganes des différents lots de rats
(Figure 26 et Tableau A))

L’activité de la LPL est diminuée significativemettiez les obéses comparés aux témoins au
niveau des quatre organes cibles a I'exceptioradePL du tissu adipeux des rats obéses C et
CO dont l'activité ne differe pas par rapport aémoins T et TO.

Le régime olive ainsi que le régime olive-lin eiment une élévation de l'activité de la LPL
hépatique et musculaire aussi bien chez les téntpiaschez les obéses. Cependant, le régime
olive entraine une augmentation de l'activité deLRL intestinale et du tissu adipeux plus
significative que celle entrainée par le régimevelin a I'exception du tissu adipeux des rats

témoins ou les deux régimes entrainent la méme antion.

IV.2. Activité de I'enzyme lipase hormono-sensibléLHS) du tissu adipeux des différents
lots de rats (Figure 27 et Tableau )
L’activité de la LHS présente des augmentationsifiogitives chez les obeses quelque soit leur
régime par rapport aux témoins. L'enrichissemestrégimes aussi bien par I'huile d’olive que
par le mélange huile d'olive-lin entraine une diation de l'activité de I'enzyme LHS chez les
100 . témoins et chez les obéses.
20 -
80 -
T0
60
50
40 -
30
20
10 -
D !

T TO aTOL @C aCo aCcoL

Foie (pumol/g/min)

399

Lots



th =
= =
I |

f
=
I

Muscle (umol/g/min)
e
= o

el
=
I

=

a
a
T
b
< C
i
Lots
a
c
e
0
Lots
a a
T
b

Figure 26 : Activités des enzymes lipoprotéine liges des organes des différents lots de rats
Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ8, i : rats témoins standard3Q : rats témoins
olive ; TOL : rats témoins olive/lin C : rats obeses standardSQ : rats obéses oliveCOL : rats

obéses olive/lin. Aprés vérification de la disttibn normale des variables (test Shapiro — Witk), |
comparaison des moyennes entre les trois groupegsigmoins et entre les trois groupes de ratsasb
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Catiglyse est complétée par le test de Tukey afin de

classer et comparer les moyennes deux a deux. bgsnmes indiquées par des lettres différentes @, b
d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 27 : Activité de I'enzyme lipase hormono-sesible (LHS) du tissu adipeux des
différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typd, i : rats témoins standard3© : rats témoins
olive ; TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€Q : rats obéses oliveCOL : rats
obéses olive/lin. Aprés vérification de la disttibn normale des variables (test Shapiro — Wilk), |
comparaison des moyennes entre les trois groupesiggmoins et entre les trois groupes de rasesh
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cattalyse est complétée par le test de Tukey afin de
classer et comparer les moyennes deux a deux. bgsmmes indiquées par des lettres différentes @, b

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

IV.3. Activité de I'enzyme lécithine cholestérol ag@ transférase (LCAT) du plasma des
différents lots de rats (Figure 28 et Tableau £)
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L’activité de I'enzyme LCAT présente des variatiagignificatives entre les différents lots de
rats. En effet, la LCAT est significativement dimée chez les obéses par rapport aux témoins
guelque soit le réegime consomme.

Les régimes olive et olive/lin entrainent une diaiion de l'activité de la LCAT chez les

témoins, cependant, ils ne l'influencent pas ckeszbéses.

V. Statut oxydant/antioxydant

V.1. Teneurs en vitamine C sérique et en glutathioBrythrocytaire et activité de I'enzyme
érythrocytaire catalase chez les différents lots dets (Figure 29 et Tableau Ay)

Les teneurs plasmatiques en vitamine C sont stgiifiement diminués chez les obéses
compareés aux témoins quelque soit le type de régoneommeé. Le régime olive augmente plus
significativement le taux de vitamine C plasmatigue le régime olive-lin chez les témoins
alors que chez les obéses, les deux régimes orériee effet.

L’activité de la catalase érythrocytaire est augm@esignificativement chez les obéses par
rapport aux témoins quelque soit le type du régirhe. régime olive-lin réduit plus
significativement I'activité de la catalase querégime olive chez les témoins, cependant, les
deux régimes induisent la méme réduction chezbhéses.

Les teneurs en glutathion érythrocytaire sont dirées significativement chez les C et les CO
comparés au T et TO, par contre une augmentatgnifisative est notée chez les COL par
rapport aux TOL. Les deux régimes (olive et oliwg-tliminuent de maniére similaire le taux de
GSH érythrocytaire des témoins alors que le régfive-lin 'augmente plus significativement

gue le régime olive chez les obéses.

V.2. Marqueurs du statut oxydant du plasma chezek différents lots de rats (Figure 30 et
Tableau A;s)

Le taux de MDA plasmatique est significativementspElevé chez les obeses comparés aux
témoins quelque soit le type du régime consommitéuilé d'olive ainsi que le mélange olive/lin
réduisent de maniere significative le taux de MD#ez les témoins, cependant I'effet de la

combinaison est plus important que celui de I'hditdive chez les obéses.
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Figure 28:Activité de I'enzyme lécithine cholestéroacyl transférase (LCAT) du plasma
des différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ@,. i : rats témoins standard3© : rats témoins
olive ; TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€Q : rats obéses oliveCOL : rats
obéses olive/lin. Aprés vérification de la disttibn normale des variables (test Shapiro — Wilk), |
comparaison des moyennes entre les trois groupesiggmoins et entre les trois groupes de rasesh
est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cattalyse est complétée par le test de Tukey afin de

classer et comparer les moyennes deux a deux. bgsmmes indiquées par des lettres différentes @, b
d) sont significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 29 :Teneurs en vitamine C sérique et en glathion érythrocytaire et activité de
I'enzyme érythrocytaire catalase chez les différestlots de rats
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Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB. : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;

TOL : rats témoins olive/lin € : rats obéses standardSQ : rats obéses oliveGOL : rats obéses olive/lin. Aprés
vérification de la distribution normale des var@bltest Shapiro — Wilk), la comparaison des mogsrentre les

trois groupes de rats témoins et entre les tragmgs de rats obéses est effectuée par le test AN facteur.

Cette analyse est complétée par le test de Tukieydaf classer et comparer les moyennes deux a desx.
moyennes indiquées par des lettres différentds, @,d) sont significativement différentes (P €5),
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Figure 30 : Marqueurs du statut oxydant du plasmachez les différents lots de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB. : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;
TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€0 : rats obéses oliveCOL : rats obéses olive/lin ;
MDA : malondialdéhyde PCAR : protéines carbonyléesDIC : diénes conjuguéesLp : taux d’oxydation des
lipoprotéines. Apres vérification de la distributioormale des variables (test Shapiro — Wilk),denparaison des
moyennes entre les trois groupes de rats témoipstet les trois groupes de rats obéeses est effegiar le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est complétéel@paest de Tukey afin de classer et comparer legenmes
deux a deux. Les moyennes indiquées par des lelififésentes (a, b, c, d) sont significativemerfté@entes (P <
0,05).

Le taux de protéines carbonylées (PCAR) est siatifiement plus élevé chez les C et les CO comparés
aux T et TO, cependant, aucune différence n’estenentre les OOL et les TOL. La combinaison olive-
lin réduit plus significativement les PCAR quedile d'olive chez les obéses, cependant, les deux

régimes diminuent de maniére similaire les tenearprotéines carbonylées chez les témoins.
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Le taux des diénes conjugués (DIC) est signifieattignt plus élevé chez les C comparés aux T,
par contre, il est significativement diminué cheg COL comparés aux TOL tandis qu’'aucune
différence n’est notée entre les CO et les TO. égime olive-lin ainsi que le régime olive
n’influencent pas le taux des DIC chez les témotependant, le mélange olive/lin les réduit
d’'une maniere plus importante chez les obéses.

Le taux d’oxydation est augmenté significativemenez les C par rapport aux T, par contre
aucune variation n’est notée entre les CO et COhpawés aux TO et TOL respectivement. La
combinaison olive/lin diminue significative le taukoxydation deslipoprotéines plasmatiques
aussi bien chez les témoins que chez les obesasild.'d'olive n’influence pas le taux
d’oxydation chez les témoins cependant, elle emrane diminution chez les obéses mais moins

importante que celle entrainée par le mélange -tilive

V.3. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foe chez les différents lots de rats
(Figure 31 et Tableau Ag)

Les PCAR et le MDA hépatiques sont significativainglus élevés chez les obeses par rapport
aux témoins quelque soit le type du régime consonimmérégime olive ainsi que le régime
olive-lin entrainent la méme réduction du taux @AR et de MDA aussi bien chez les témoins
gue chez les obeses.

Aucune différence des teneurs en glutathion ré@&H n’est notée entre les différents groupes

de rats étudiés quelque soit le type de régime.

V.4. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du muscle bez les différents lots de rat
(Figure 32 et Tableau Av)

Les taux de PCAR musculaires sont significativeinmdus élevés chez les lots obéses comparés a leurs
homologues témoins. La consommation du régime alivelive/lin entraine une diminution du taux des
PCAR aussi bien chez les témoins que chez leesbes

Le MDA et le GSH ne varient pas entre les diffésdats de rats quel que soit leur régime.
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Figure 31 : Marqueurs du statut oxydant/antioxydantdu foie chez les différents lots de rats
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Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB.m : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;
TOL : rats témoins olive/lin C: rats obéses standard€0 : rats obéses oliveCOL : rats obéses olive/lin ;
MDA : malondialdéhyde PCAR : protéines carbonylées. Aprés vérification de latriiution normale des
variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison megyennes entre les trois groupes de rats témoerste les trois
groupes de rats obéses est effectuée par le te@VANA un facteur. Cette analyse est complétée paedt de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes daleux. Les moyennes indiquées par des lettrigsatites (a,
b, ¢, d) sont significativement différentes (P €5),
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Figure 32 : Marqueurs du statut oxydant/antioxydantdu muscle chez les différents lots de

rat

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type8. : rats témoins standardd'O : rats témoins olive ;
TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€0 : rats obéses oliveCOL : rats obéses olive/lin ;
MDA : malondialdéhyde PCAR : protéines carbonylées. Aprés vérification de latriiution normale des
variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison megyennes entre les trois groupes de rats témoerste les trois
groupes de rats obéses est effectuée par le te@VANA un facteur. Cette analyse est complétée paedt de
Tukey afin de classer et comparer les moyennes daleux. Les moyennes indiquées par des lettriEsatites (a,
b, c, d) sont significativement différentes (P €35),
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V.5. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu adipeux chez les différents lots de
rats (Figure 33 et tableau A18)

Le MDA du tissu adipeux est significativement augtdechez les obeses comparés aux témoins
guelque soit le régime consommeé. Le régime olimerdiduit plus significativement le taux de
MDA au niveau du tissu adipeux que le régime olibez les obéses. Cependant, les deux
régimes (olive et olive-lin) n'influencent pas &k de MDA chez les témoins.

Aucune différence des teneurs en GSH et en PCARt notée entre les difféerents groupes de

rats quelque soit leur régime.

V.6. Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de I'ntestin chez les différents lots de rats
(Figure 34 et Tableau A19)

Les PCAR sont augmentées significativement cheLlesmparés aux T. Cependant, aucune
différence n’est notée entre les CO, COL et les TOL respectivement. Les régimes olive et
olive-lin n’'influencent pas les PCAR intestinaldsez les témoins, cependant, ils les réduisent
significativement chez les obéses.

Les teneurs en MDA intestinal sont significativemangmentées chez les C et les CO comparés
aux T et TO successivement. Par contre, aucunatiarin’est notée chez les COL par rapport
aux TOL. Le régime olive n’'influence pas le MDA&@stinal chez les témoins et chez les obéses.
Le régime olive-lin ne linfluence pas égalementezhes témoins, cependant, il le réduit
significativement chez les obéses.

Le GSH intestinal ne présente pas de variatiogsifgiatives entre les différents lots de rats

guelque soit le régime consommeé.
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Figure 33 : Marqueurs du statut oxydant/antioxydantdu tissu adipeux chez les différents
lots de rats
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Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB. : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;
TOL : rats témoins olive/lin € : rats obéses standardSQ : rats obéses oliveGOL : rats obéses olive/liiviDA

: malondialdéhyde PCAR : protéines carbonylées. Aprés vérification de Hrifiution normale des variables (test
Shapiro — Wilk), la comparaison des moyennes datrarois groupes de rats témoins et entre les g@mupes de
rats obéses est effectuée par le test ANOVA a cietia. Cette analyse est complétée par le testuteyTafin de

classer et comparer les moyennes deux a deux. bgemmes indiquées par des lettres différentes, (e, &) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Figure 34 : Marqueurs du statut oxydant/antioxydantde l'intestin chez les différents lots
de rats

Chaque valeur représente la moyenne * Ecart typeB.m : rats témoins standarddS'O : rats témoins olive ;
TOL : rats témoins olive/lin C : rats obéses standard€0 : rats obéses oliveCOL : rats obéses olive/lin ;
MDA : malondialdéhyde ; PCAR : protéines carbonglé&prés vérification de la distribution normalesderiables
(test Shapiro — Wilk), la comparaison des moyemmgee les trois groupes de rats témoins et ergrigdés groupes
de rats obéses est effectuée par le test ANOVAfaaiaur. Cette analyse est complétée par le eeSuley afin de
classer et comparer les moyennes deux a deux. bgermes indiquées par des lettres différentes, (e, &) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Nombreuses sont les études cliniques, physiopajliples et épidémiologiques a souligner le
réle primordial des facteurs nutritionnels dansidimentation ou la limitation de la survenue de
nombreuses affections chroniques telles que leadiea cardiovasculaires, le cancer, le diabete,
I'hypertension et |'ostéoporose. L’identificationesl risques nutritionnels et des facteurs
protecteurs constitue une étape incontournable lddngte pour 'amélioration de I'état de santé
générale de la population [HERCBERG et al., 2008].

Dans les sociétés modernes, la diminution de Vaétphysique, la transition nutritionnelle et le
vieillissement de la population contribuent fortein& l'augmentation de la prévalence de
'obésité et des pathologies métaboliques qui lomtsassociées (telles que les maladies
cardiovasculaireset le diabéte de type 2) [TZANETAKet al., 2005, POPKIN et al., 1995]. En
effet, il est bien établi que I'obésité est a Kme de plusieurs troubles métaboliques tels que la
diminution de la sensibilité a I'insuline et leséahtions de 'homéostasie lipidique aussi bien
chez les modéles animaux que chez les humains [GH#APet SPOSITO, 2008]. Aussi, il a été
constaté que I'obésité entraine des troubles demmgsoxydantfURUKAWA et al, 2004].

Par ailleurs, un intérét croissant a été porté aaxles gras notamment les acides gras
monoinsaturés et polyinsaturés de la famille nt3ewrs bienfaits sur les dyslipidémies [KIM et
al., 2010; MERZOUK et al., 2008] , et sur les titms de la balance redox [FAN et al., 2012].
Dans le but de comprendre les mécanismes a l'erigln développement d'une obésité
nutritionnelle, de mettre en évidence les pertiobatmétaboliques majeures qu’elle engendre et
dans la perspective d’explorer des pistes de pt@remutritionnelles, nous avons utilisé un
modele animal de vieillissement et d’obésité niatnitelle.

Notre étude traite deux principaux volets. Il samn premier lieu de déterminer les effets d'un
régime hyperlipidique et hypercalorique : régiméetexia, sur le métabolisme et le statut redox
chez le rat Wistar agé.Ensuite de tester I'effes @eides gras mononinsaturés et de la
combinaison acides gras monoinsaturés et acidespgiginsaturés de la famille n-3 sur les
principales altérations du métabolisme (lipides,otdines et glucides) et du statut
oxydant/antioxydant qu’engendrent I'obésité au sadur vieillissement. En effet, nos résultats
prouvent l'effet correcteur des huiles contenamts AGMI et AGPI sur certains troubles
meétaboliques [AYAD et al., 2013a, b].

Il'y a dans l'organisme un lien entre le vieillis@nt et le métabolisme. De maniere générale,
plus on vielllit, plus le métabolisme se ralentitpdus se réduit progressivement le nombre de
calories nécessaires au maintien du poids corplogefjain de poids, au fil des années, est donc
un phénomeéne courant. Les études menées pour auingles causes de gain du poids au cours
du vieillissement ont apporté une réponse claisgv@ir que la composition corporelle change et
gue ce changement explique pour l'essentiel lerddal métabolisme [ALFONZO-GONZALEZ

et al., 2006].
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Chez les rongeurs, I'obésité nutritionnelle peu¢ éduite par différents régimes et approches.
A cet égard, les régimes hyperlipidiques sont a@réis comme les régimes de référence pour
générer des modeles de I'obésité chez le rongeemgeindrer des pathologies similaires a celles
rencontrées chez 'homme. Cependant, ce régimeeataire est loin d’étre standardisé et a été
critigué sur le fait que la prise énergétique wtal non uniquement les lipides régissait
'accumulation de graisse corporelle chez 'homwiesi, les régimes cafeteria a été introduit :
en offrant en plus d'un régime non purifi€¢ un chalg plusieurs aliments appétants, de
composition, d’apparence et de texture différerite,permettent le développement de I'obésité
en déclenchant I'’hyperphagie [ROTHWELL et STOCK88P

La premiére partie de notre travail a pour objeckf déterminer les effets d’'un régime
hyperlipidique et hypercalorique a savoir le régioadeteria, sur le métabolisme et le statut
oxydant/antioxydant.

Le régime cafétéria induit une hyperphagie provegp@r des facteurs nutritionnels mais aussi
par des stimulations sensorielles qui pourraiefluencer directement le contrGle central du
comportement [LUIS-SYLVESTRE et al., 1984].

Nos résultats montrent que le régime cafeteriaiindhe obésité consécutive a une hyperphagie
observée chez les différents lots de rats nourriségime cafeteria, en accord avec d’autres
études menées sur des rats plus jeunes [BENKALRAA. 2011 ; BOUANANE et al., 2010 ].
Cette inflation pondérale est expliquée par l'augtagon de I'apport calorique [BOUANANE

et al., 2009]. Le régime cafeteria implique la aamsation d’'un ensemble d’aliments savoureux
et au godt agréable afin d’augmenter I'apport égier [ROTHWELL etSTOCK, 1988]. Il est
bien établi qu’une alimentation & haute densitégateue, riche en graisse réduit la satiété et
augmente le poids corporel. En effet, 'apport dglee est un déterminant majeur dans la genese
de l'obésité. Il peut résulter d'une augmentatiom ld ration alimentaire ou bien de la
consommation d’aliments a haute densité énergéticpselipides sont les déterminants majeurs
de la densité calorique de la consommation alienenet ceci en raison de leur faible effet sur
la satiété et également parce qu’ils fournissengramme plus de calories que les glucides (9
kilocalories/gramme vs 4 kilocalories/gramme) [LERFE 2008].

L’augmentation du poids chez les rats nourris agimé cafeteria s’accompagne d’une
augmentation du poids du tissu adipeux et son l@egement en lipides, confirmant ainsi les
propriétés obésogenes du régime cafeteria [KOPELM2000]. En effet, nos résultats sont en
accord avec ceux de MILAGRO et al. [2006] qui conBnt que chez le rat Wistar, la
consommation d’'un régime hyperlipidique et hypeydgle pendant deux mois augmente la
prise alimentaire, le poids corporel et induit @eeumulation des lipides dans le tissu adipeux.
L’accumulation du tissu adipeux et son enrichissdnen lipides est une caractéristique de
I'obésité induite par le régime cafeteria [CALUWAER et al., 2007].
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L’augmentation du poids du foie et du muscle cleszrhts obeses est le résultat direct de leur
enrichissement en graisses en conséquence a tiéléwes apports nutritionnels lipidiques et
calorigues. L’accumulation des lipides intestinatvez les rats obéses témoignent également de
la consommation accrue des graisses résultanhgeefphagie induite par le régime cafeteria.

Le contenu du foie en lipides est 'un des meibeararqueurs de l'insulinorésistance. Une
lipogenése hépatique accrue pourrait participerdaueloppement de la stéatose hépatique
[YANG et al., 2010.

L’obésité se caractérise par une inflation de Iasaalu tissu adipeux et une augmentation de la
capacité du stockage du cholestérol et des trighjee [BENKALFAT et al., 2011]. Dans notre
travail, une augmentation des teneurs en cholés€en triglycérides hépatiques, musculaires,
intestinales et adipocytaires est notée chez Issotzeses. Le flux d'AG vers le foie est un des
déterminants majeurs de la production hépatiqueglgcérides [ZIEGLER et al., 2001].

Par ailleurs, la composition en acides gras dedd#psériques et des organes est profondément
perturbée chez les rats obéses. Concernant la @itiopaen acides gras des lipides sériques, nos
résultats montrent une augmentation des acides sgitagés et de l'acide linoléique et une
diminution significative des autres AGPI, alors dee AGMI ne changent pas. Le métabolisme
des acides gras est localisé au niveau des tiskpsux, hépatique et musculaire. La synthése
d'acides gras, qui intervient principalement aweaivhépatique et dans le tissu adipeux, se fait a
partir de I'acétyl-CoA par le systeme multi-enzyiona acide gras synthétase (FAS ; Fatty acid
synthase) assurant la synthése des acides grasjstp. Des activités élongases permettent en
outre le passage a des chaines supérieures a @&6 désaturases conduisent, par introduction
de doubles liaisons cis, aux acides gras insatusssacides gras proviennent aussi des lipides
alimentaires [PORSGAARD et HQY2000].Dés l'ingestion des aliments, I'activité métabaiqu
s'oriente progressivement, sous l'action domindetd'insuline, vers l'utilisation des substrats
alimentaires absorbés qui sont soit directemeh$ésicomme substrats énergétiques, soit mis en
réserve par voie de synthése des protéines, doggye et des triglycérides. Les acides gras
issus de l'alimentation proviennent majoritairemel#s triglycérides. La digestion de ces
triglycérides est sous la dépendance des enzymesdadiques et des sels biliaires. Cette
réaction entraine la libération de molécules d'egigras et des monoglycérides qui sous l'action
des sels biliaires sont regroupées sous forme delles qui sont absorbées. Les acides gras a
courte chaine quant a eux parviennent a entrestdireent dans les capillaires sanguins. Une fois
dans les cellules intestinales, les acides gras ides micelles sont activés et réutilisés pour la
synthese des triglycérides qui rejoignent la catioh sanguine sous forme de chylomicrons. Ces
acides gras sont alors captés par le foie, le asfjpeux et le muscle. Le type d'utilisation des
acides gras dépend de leur structure [RAMIREZ .e801]. Les acides gras a chaine courte et
moyenne sont utilisés dans le métabolisme énergéti@t ceux a chaine longue

préférentiellement stockés sous forme de triglylesyi Les acides gras présentent de nombreuses
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et tres importantes propriétés biologiques quiigueint leur importance nutritionnelle. Certains
servent non seulement a I'élaboration des phogpldel des membranes cellulaires contribuant
a la fluidité membranaire et régulant I'activitésgeotéines membranaires mais aussi constituent
des substrats pour la synthese des -eicosanoidessta@andines, thromboxanes,
prostacyclines.....) qui jouent de nombreux rolegspilogiques. Ainsi toute perturbation de la
composition en acides gras des lipides sériquasiantune perturbation des lipides au niveau
des organes avec modifications métaboliques affecta fonctionnement de la cellule
[O'DONNELL et al., 2009].

L’augmentation des AGS au niveau du sérum peutdiieea I'excés d’apport par le régime
cafeteria, a I'exces de leur synthese ou encorexads de I'hydrolyse des lipides de réserve
(augmentation de l'activité de la lipase hormonos#igle). L’augmentation de I'acide linoléique
et la diminution de I'acide arachidonique peutétdt une dépression des activités enzymatiques
A6-désaturases, liées a linsulino-résistance. Hl legn établi que Iinsuline active les
désaturases, en augmentant leur synthése [DAS,].20#8 rats obeses présentent une
diminution significative des AGPI des lipides hégaés et ceux du tissu adipeux, accompagnée
d’'une augmentation des AGS et AGMI. Ces résultatst £n accord avec d’autres travaux
[BENKALFAT et al., 2011 ;BOUANANE et al., 2009]. ds taux élevés en C18 :1(n-9) dans le
tissu adipeux peuvent étre liés a la stimulation I'detivité de I'enzyme Stearoyl CoA
desaturase, enzyme clé dans la synthese des AGaMis [2 tissus adipeux, l'acide stéarique
(C18:0), connu pour étre le substrat préeférentellal delta 9 désaturase, subit la delta 9
désaturation pour donner I'acide oléique (18 :1nH% été démontré que I'activité de I'enzyme
Stearoyl-CoA désaturase adipocytaire est élevé heat obése Zucker [JONES et al., 1996].
L’'obésité est associée a une augmentation de ta @elésaturase et a une réduction de la delta 5
désaturase et la delta 6 désaturase suite a liesésistance [PAN et al., 1994].

L’age s'accompagne d’'une altération du métabolidmglucose et du métabolisme lipidique qui
favorise l'intolérance au glucose et le diabétayge Il. Les deux principales anomalies liées a
I'age sont une insulinorésistance et un déficitalllinosécrétion. Les altérations lipidiques liées
a l'age participent a I'insulino-résistance, entigatier la lipotoxicité. Les mécanismes de cette
insulinorésistance liees a I'age sont multiplegnidution de la masse musculaire (sarcopénie),
nature de I'alimentation, diminution de I'activiphysique, augmentation de la masse adipeuse
viscérale, accumulation ectopique de triglycéridesduisant a une lipotoxicité [HEBUTERNE
et al., 2001]. Or, le vieillissement en tant quentest pas forcément la cause d’'une plus grande
résistance a linsuline, notamment lorsqu’on ti@ampte des changements corporels. Ce
phénomene s’explique avant tout par une augmentdtidtissu graisseux, surtout dans la région
abdominale. Les personnes agées sédentaires asrgysceptibles de développer une résistance

a l'insuline que les individus qui exercent uneidigt physique réguliere [THIEBAULD et
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SPRUMONT, 2005]. Ainsi, les troubles métaboliqudssarvés au cours du vieillissement
peuvent étre encore plus aggraveés par la surcpargirale et I'obésité.

De nombreux travaux rapportent que l'obésité s’agmagne de troubles de I'homéostasie
glucidiqgue [LEONETTI et al.,, 2012 ; HU et al.,, 2003l est bien établi que I'obésité se
caractérise par une insulinorésistance de I'orgamisntier avec dysfonctionnement des cellules
béta [GOOSSENS, 2008].

Les dérivés lipidiques générés lors d'un exces afgie, peuvent perturber la voie de
signalisation de linsuline et favoriser l'insuli@sistance en agissant sur différents acteurs
moléculaires. Ainsi, les céramides sont connues pdiber la PI3K qui altére alors le transport
de glucose induit par l'insuline [STRACZKOWSKI etCRVALSKA, 2008]. lls peuvent aussi
empécher le recrutement du complexe protéique PKB[STRATFORD et al.,, 2004] et
diminuer les effets de l'insuline.

Ainsi donc, I'obésité est constamment associée & insulinorésistance dont les mécanismes
sont complexes. En effet, 'obésité n’'est pas uahglogie exclusive de l'adipocyte, mais fait
intervenir d’autres types cellulaires présents @n snéme du tissu adipeux. Il parait en effet
aujourd’hui indispensable d’intégrer cette notioroup comprendre les mécanismes
physiopathologiques de l'insulinorésistance et dbéte de type 1l [GALASSI et al., 2006]. Par
le terme insulinorésistance, on désigne une répdmsiegique a l'insuline diminuée ou
défectueusen vivo. Elle est caractéristique du diabéte non insulpesdant et concerne la
majorité des tissus cibles tel que le foie, quaugmenter sa production de glucose, les muscles
squelettiques et le tissu adipeux. Des études t&s@mt montré que la production de certaines
adipokines était affectée en cas d’'obésité, deetiatle type Il ou de syndrome métabolique. I
s’agit, en particulier, de la leptine, du TNF-alplde I'lL-6, de I'adiponectine et de la résistine
[GERMAN et al., 2010].

L’invalidation des genes participant a ces compdgetranscription module la sensibilité a
l'insuline. Lessouris hétérozygotes IKK-béta +/-gurries avec un régimehyperlipidique, ou
croisées avec les souris ob/obgénétiquement obgEsentent une baisse significativede leur
glycémie et une insulinorésistance améliorée [YUANal., 2001], avec en paralléle une
signalisation insulinique plus performante [KIMadt, 2001]. En revanche, une activation tissu-
spécifiqgue d’'IKK-béta dans le tissu adipeux et denfie, mais pas dans le muscle, provoque
une insulinorésistance systémique. En concordavee @es résultats, une inhibition sélective de
la fonction de NFkappaB dans le tissu adipeux asda foie, mais pas dans le muscle, protege
contre le développement d’'une insulinorésistanaes abes modeles d’obésité nutritionnelle ou
génétique [CAl et al., 2005].

L’activité JNK, principalement liée a lisoforme B (c-JunNH-terminal Kinase), enzyme
partenaire-clé de I'AP-1, est augmentée chez lesismbeses. Les animaux invalidés pour

JNK1 prennent moins de poids et sont moins sudieptide détériorer leur sensibilité a
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insuline, que ce soit au cours d'un régime hyipatique ou d'une obésité génétique
[HIROSUMI et al., 2002]. La suppression de la védK dans le foie réduit l'insulinorésistance
dans des modeles de diabéte [NAKATANI et al.,, 2004]mplication de ces voies de
linflammation est également tres fortement suggga¥d’effet protecteur de certains composés
anti-inflammatoires vis-a-vis de I'insulinorésistarassociée a I'obésité [FEVE et al., 2006] . II
faut signaler que la sensibilité a linsuline peiite réduite dans de multiples conditions
physiologiques (puberté, grossesse, vieillissemeptou, en présence de pathologies (obésité,
diabétes, syndrome polykystique ovarien, syndroré@bolique) [DEL PRATO, 1999].

Le vieillissement est un processus qui comprendaiabreuses altérations métaboliques. Les
altérations de la composition corporelle toucheattipulierement la masse maigre et plus
spécifiguement le muscle. Le défaut de synthése&tipree et 'augmentation de la protéolyse
conduisent a la sarcopénie, définie comme une plerta masse, de la qualité et de la force des
muscles squelettiques. Les troubles de la régulatiiométabolisme protéique, mauvaise réponse
métabolique a I'alimentation, sont liés a un défbapport qualitatif et quantitatif en protéines du
sujet ageé, et a une insulinorésistance des tissysheriques [BOIRIE et al., 2005].

Dans notre étude, le régime cafeteria n’affecte Ipasétabolisme des protéines. En effet,
aucune variation n'est notée au niveau plasmatiqiencernant les teneurs tissulaires en
protéines totales, nos résultats ne relévent pasddification au niveau des quatre tissus cibles
parce que le régime cafeteria est un régime « nq@moigique » permettant de satisfaire le
besoin énergétique et le besoin en azote et ersaaminés essentiels pour assurer les synthéses
protéiques corporelles [YOUNG et BORGONHA, 2000].

Nos résultats sont en accord avec ceux dautresuesufCASTELL-AUVI et al., 2011 ;
BOUANAE et al., 2010 ; WOODS et al., 2003] qui mmmit que le régime cafétéria provoque
une obésité associeée a une hyperglycémie et yrezlipyjdémie.

Au cours de I'obésité, I'hyperinsulinisme s’accompa d’anomalies du métabolisme deslipides
et des lipoprotéines. L'obésité et l'insulinorésiste ont été identifiées comme les causes
primaires et fondamentales du syndrome métaboliaues; un réle certain de I'obésité (régimes
riches en graisses et en sucres d'absorption ragitd&égime cafétéria”) dans l'origine de
linsulinorésistance. Le métabolisme lipidique égialement régulé en partie par l'insuline,
particulierement en période post prandiale. L'imsilactive I'action de la lipoprotéine lipase
(LPL), une enzyme localisée dans les capillaires,hgdrolyse les triglycérides des particules
circulantes riches en triglycérides (VLDL et chylonons). Cet effet conduit a une réduction des
particules circulantes riches en triglycérides (\LL& chylomicrons) et, secondairement, a une
réduction des LDL circulantes et des dyslipidénattgrogénes [MERZOUK et KHAN, 2003 ;
MOULIN et BERTHEZENE, 1996].

L’insuline, qui est I’hormone pivot dans la sph@tacidique, joue un réle primordial dans le

meétabolisme des lipides. En effet, I'insuline madlibctivité de plusieurs enzymes clés du
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métabolisme lipidique et intervient dans la producet le catabolisme des lipoprotéines. Pour
cette raison, il est facile de comprendre que taifigation au cours de laquelle l'action de
linsuline est altérée, s’accompagne d’anomalipgligues souvent importantes, contribuant au
développement accéléré des lésions athéromateesespntribuant a accroitre le risque
cardiovasculaire [VERGES, 2001].

Il a ét¢é montré que l'insuline augmentait directaméactivité de la lipoprotéine lipase
[TASKINEN et al., 1992]. Par ailleurs, il est obg& sous I'effet de I'insuline, une augmentation
de 'ARN messager de la lipoprotéine lipase darnssi adipeux, témoignant d’un effet positif
direct de l'insuline sur sa synthése [FRIED etE393].

Le vieillissement et I'obésité ont également desséquences sur le métabolisme des lipides et
ils favorisent certains facteurs de risque de metacardiovasculaires.

En accord avec plusieurs études [SUBRAMANIAN et GHA2012 ; DESPRE’S et al., 2008],
nous avons observé que I'obésité induit des albdrmtdu métabolisme des lipides et des
lipoprotéines. En effet, les rats consommant lémmégcafeteria présentent une augmentation des
teneurs sériques en cholestérol et en triglycérides résultats montrent que 'augmentation des
taux sériques de cholestérol s’accompagne d’unenamtation des taux des VLDL-C et des
LDL-C et d’'une diminution du taux des HDL-C. Cedst en concordance avec d’autres travaux
[LUCERO et al., 2011 ; SUBRAMANIAN et CHAIT, 2012].est bien établi que I'obésité
entraine une élévation du cholestérol des lipopreg de densité tres basse (VLDL) et
egalement de densité basse (LDL) et une rédudiooholestérol des lipoprotéines de densité
élevée (HDL) [GRUNDYet al., 2004].

Les taux plasmatiques élevés du C-LDL peuventdiisea une sécrétion hépatique excessive de
lipoprotéines ou a un défaut d'élimination du LDIOJUGHEED et STEINBRECHER, 1996].
Par alilleurs, les teneurs diminuées du C-HDL sawnbablement dues a l'augmentation de
synthese des TG-VLDL qui drainent les esters déeshérol et les apo Al des HDL [WOLF et
GRUNDY, 1983].

Nos résultats montrent également que les rats oumsot le régime cafeteria présentent une
diminution de I'activité de la Iécithine acyl chetérol transférase ce qui explique la diminution
du taux du HDL-C. Ces résultats sont en contragte aeux d’autres auteurs qui montrent que
I'activité de la LCAT est nettement augmentée dieszandividus obéses comparés aux individus
normo pondéraux [MAGKOS et al., 2009].

La lécithine acyl cholestérol transférase (LCAT) @se glycoprotéine synthétisée par le foie et
secrétée dans le plasma ou elle est principalehdéenaux HDL. La LCAT a pour rdle principal
d’estérifier le cholestérol libre des HDL en estéescholestérol pouvant étre transférés vers les
lipoprotéines VLDL et LDL. La LCAT est activée plaipoA-1. Il semble que les LDL oxydées
peuvent inhiber l'action de la LCAT et ainsi altél& voie du retour du cholestérol [PEELMAN,
2000].
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La LCAT catalyse le transfert de I'acide gras (haddiement polyinsaturé) estérifiant la fonction
alcool secondaire d’'une lécithine (phosphatidyllict&), sur la fonction alcool de carbone 3 du
cholestérol. La diminution de son activité chezdbgses peut s’expliquer par 'augmentation du
taux d’acides gras trans [SUBBAIAH et al., 1998].

Dans notre travail, une hypertriglycéridémie acpagnée d'une augmentation des TG-VLDL
et TG-LDL est notée chez les rats obéses. Nostagsudans ce cas rejoignent ceux d’autres
travaux [PONT et al., 2002 ; KIKUCHI et al., 1992].

L’hypertriglycéridémie correspond a une surprodutthépatique des VLDL-TG suite a une
augmentation du flux de glucose et d'acides grbeedi au foie, ainsi qu'a une résistance
hépatique a l'effet inhibiteur de l'insuline sur $&crétion des VLDL [MALMSTROM et al.,
1997]. En effet la concentration plasmatique edexigras libres est un régulateur majeur de la
production des VLDL-TG [MITTENDORFER et al., 2003]importance du tissu adipeux lors
de 'obésité implique donc une libération plus imtpate d’acides gras qui seront captés par le
foie pour la synthése des triglycérides [MOULINB&ERTHEZENE, 1996].

La lipoprotéine lipase (LPL) est I'enzyme majeuransl le processus de dégradation des
triglycérides présents dans les lipoprotéines ségglLes molécules de LPL sont fixées sur la
membrane des cellules vasculaires endothélialles kYydrolysent les TG des chylomicrons et
des VLDL.

Certains auteurs ont rapporté que I'activité deplaprotéine lipase est réduite en cas d’obésité
[LEE et al.,, 2009]. La réduction de la lipoprogifipase adipocytaire est a l'origine non
seulement de l'accumulation des TG des VLDL masssade I'enrichissement des LDL et des
HDL en TG [CONSITT et al., 2009]. Les HDL proviemtesn partie du catabolisme des VLDL.
Une baisse de ce catabolisme peut étre resporgmaldechute du taux des HDL-C.

D’autres auteurs rapportent que I'obésité est ads@une augmentation de I'activité de la LPL
dans le tissu adipeux chez les humains et égalemiee les rongeurs [KERN, 1997 ;
BENKALFAT et al., 2011]. L'augmentation de l'acttei de la LPL chez les rats obéses facilite
la synthése des triglycérides a partir des acides Ipres au niveau des adipocytes, et participe
ainsi a I'excés du tissu adipeux observé chez atss Parallelement, il a été documenté que des
souris géeneétiqguement obeses (ob/ob) ou soumiseseadigte riche en gras, résistaient au
développement de [l'obésité lorsqu’elles étaienttqumes d'une déficience de la LPL
adipocytaire [PREISS-LANDL et al., 2002 ; WEINSTOEKal., 1997].

Dans notre travail, les rats obeses agés ne pedgemicune variation dans l'activité de la LPL
du tissu adipeux. L’augmentation de lactivité de lipase hormono-sensible va entrainer
laugmentation de I'hydrolyse des triglycérides diEserve (lipolyse périphérique), et par
conséquent la libération dans le sang de grandastitgs d’acides gras ce qui va induire la
saturation des capacités de stockage des trigligrau niveau des adipocytes d'ou la
stabilisation de I'activité de la LPL [FRAYN, 2005]
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Dans notre travail, I'activité de la LPL est setesibent diminuée au niveau du foie, du muscle et
de l'intestin des rats obeses. Ceci peut étre &eliétat d’insulinorésistance observé au cours de
'obésité. Malgré ceci, les teneurs hépatiques,cmages et intestinales en triglycérides sont
augmentés chez les rats obeses. Au niveau intestetee augmentation peut s’expliquer par la
richesse du régime cafeteria en lipides. L'él@raties teneurs en TG hépatiques peut étre le
résultat du flux des acides gras arrivant au ftigui se transforment en triglycérides.

Une diminution de la capacité d'oxydation des agidgas par l'organisme ainsi qu’'une
altération de la sensibilité des tissus a I'ingylifigurent au nombre des anomalies métaboliques
susceptibles d’apparaitre avec I'age. Par ailleung relation inverse semble exister entre la
sensibilité a I'insuline et le contenu en triglyidé&s du muscle. Une augmentation chronique des
niveaux de glucose et des acides gras, comme dlosgrvé les auteurs chez les animaux ages,
pourrait rendre compte de I'accumulation de triglydes dans le muscle de ces animaux. Par
ailleurs, il ressort également de ces données ‘gpétlide des muscles des animaux agés a
hydrolyser et utiliser les triglycérides serait anavie [TUCKER et TURCOTTE, 2002].

Les perturbations de I'équilibre endogéne entreceack libres et antioxydants, de courte ou
longue durée, provoquent des effets déléteresgiisg une défense antioxydante défaillante,
soit & un état pro-oxydatif accru, nomme stresslary

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'seqidlibre entre les systemes de défense
antioxydants et la production de radicaux libregg@nés. Ce désequilibre peut avoir diverses
origines : déficit nutritionnel en antioxydant, production endogéne d'origine inflammatoire,
exposition environnementale a des facteurs pro-axtgd Pour y faire face lI'organisme dispose
d'enzymes antioxydants codés par un génome pennatia adaptation a une dose raisonnable
de radicaux de l'oxygene. Selon les circonstandesstress oxydant sera la cause ou une des
causes de maladies comme le cancer, l'athéromea @athracte. Mais il peut aussi étre la
conséquence de certains troubles métaboliques comrd@abete ou de processus infectieux
comme le sida, venant en aggraver I'évolutionstl donc important pour le biologiste d'étre
capable de déceler et suivre ce phénoméne, notanafiem'évaluer I'efficacité des traitements
antioxydants. Il existe un trées grand nombre deqgoeurs du stress oxydatif. Il est possible
d'examiner chacun des systemes de défenses ebdecpon, mais il s'avere plus simple de
suivre la résultante de ce déséquilibre, a saesirlésions biochimiques induites. La mesure
directe des radicaux libres est possible par résmnpara-€lectronique ou chimioluminescence,
mais difficilement utilisable en biologie cliniquikest également possible de piéger les radicaux
par des tests dynamiques utilisant le salicylatenesurant ses dérivés d’hydroxylation. Les
Iésions dues aux radicaux libres sont surtout ajpgesé en examinant les produits de 'oxydation
des lipides : diénes conjugués, hydroperoxyde€haftkes et hydrocarbures. Le test le plus
pratiqué, bien que controversé, reste la mesurmalondialdéhyde aprés réaction avec l'acide

thiobarbiturique (TBARs ou MDA). Le stress oxydaet traduit aussi par une modification des
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concentrations en antioxydants (glutathion, asderkiacophérol), mais surtout du rapport entre
forme réduite et oxydée de ces composés. Beaucaupras dérivés oxydés sont également
analysables provenant de 'ADN ou des protéinesnoertes carbonyles ou thiols protéiques
[FAVIER, 1997]. Il est donc important de connailigestatut oxydant / antioxydant au cours de
'obésité nutritionnelle. C’est dans cette optiqupje nous contribuons a déterminer les
marqueurs de statut oxydant (malondialdéhyde, Ipgtaxydes, protéines carbonylées et
oxydation in vitro des lipoprotéines totales) eti@aydant (catalase, GSH et vitamine C) au
niveau du plasma, des érythrocytes et des orgdmezsles rats agés témoins et obéses.

Le vieillissement s'accompagne d’une altération bgle d'un ensemble de fonctions
physiologiques ainsi que d’'une susceptibilité pleée face a différentes maladies. La théorie
radicalaire expligue ces altérations par l'accurnioa de molécules oxydées et par les
conséquences de cette oxydation comme ['apparilenmutations, la carbonylation des
protéines, leur dénaturation et leur agrégatioioatydation des lipides. Cette théorie a été
formulée pour la premiere fois par Harman, en 186 effet, plusieurs arguments militent en
faveur de I'implication des radicaux libres dans meécanismes du vieillissement. Une élévation
des marqueurs biologiques du stress oxydant corarieoko-guanine, le dialdéhyde malonique
(MDA) et les isoprostanes a été observée au causkgeaillissement de nombreuses espéces. Par
ailleurs, des études récentes de la variation dostriptome au cours du vieillissement, y
compris chez le singe, ont révélé linduction despurs genes codant des enzymes anti-
oxydantes et la répression de genes de la chaspeawmire, réveélatrices d’une adaptation au
long cours & un état cellulaire pro-oxydant [BARQUR006 ; DELATTRE e@ONNEFONT-
ROUSSELOT 2005].

Il a été démontré qu'un régime hypercalorique gbenfpidigue augmente la production de
radicaux libres et diminue les capacités de defamsiexydante [MILAGRO et al. 2006]. En
effet, de nombreux travaux rapportent des pertiohatdu statut redox au cours de I'obésité
tenant a la fois de l'augmentation de productios dspéces réactives de lI'oxygéne et/ou la
diminution de la capacité de défense antioxydamigr la baisse des activités des enzymes
antioxydantes et des taux des vitamines antioxgsdafjHIGDON et FREI, 2003 ; KEANEY et
al., 2003].

Dans notre travail, les résultats sont en favedreséstence d'un stress oxydatif intense chez les
rats obeses. En effet, ces rats présentent degrseplasmatiques élevées en malondialdéhyde,
protéines carbonylées, des marqueurs de l'oxydadies lipoprotéines, et des taux bas en
vitamine C plasmatique, en glutathion érythrocgtagt une augmentation de l'activité de la
catalase érythrocytaire, ce qui est en faveur ditess oxydatif évident. Ces résultats concordent
avec d’autres travaux réalisés chez 'homme et ¢bezongeurs [BOUANANE et al., 2009 ;
MANTENA et al., 2009 STEFANOVIC et al., 2008].
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Au niveau du foie et de l'intestin, les rats obégessentent des taux élevés en malondialdéhyde
et de protéines carbonylées alors que le taux déatblon reste stable. De plus, une
augmentation des teneurs en malondialdéhyde duw didipeux et des protéines carbonylées du
muscle sont notées chez les rats obeses. Ceciterefxistence d'un stress oxydatif
intracellulaire intense marquée par des dommagesiveau des protéines musculaires et des
lipides du tissu adipeux.

De nombreuses études ont été menées dans le butttre en évidence un éventuel déficit des
systemes enzymatiques antioxydants au couxsedlissement, en particulier au niveau des
érythrocytes puisqu’ils renferment notammenta,Zn-superoxyde dismutase (Cu,Zn-SOD),
la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathiortreBisférase (GST). Toutefois, les résultats
de ces études présentent des divergences [DELAEIBENNEFONT-ROUSSELOT, 2005].

Le dosage du glutathion demeure un des marqueugfé@tence du stress oxydant [COUTELLE
et al., 1992]. Malgré la complexité de son dosagsoas réserve de respecter des conditions de
traitement immédiat du prélevement, il constitue marqueur spécifique du stress oxydant,
celui-ci entrainant une baisse du rapport glutatihéduit/glutathion total, mais aussi une baisse
du glutathion total par fuite du glutathion oxydeAVIER, 1997]. Le glutathionytglutamyl-
cystéinyl-glycine ou GSH) est un tripeptide a ciymédont les propriétés réductrices et
nucléophiles jouent un réle majeur dans la pradectiontre les altérations oxydantes des lipides,
des protéines et des acides nucléiques. Par desigesh thiol-disulfure, le GSH contribue au
meétabolisme des protéines et a la régulation ds ktivités. En situation de stress oxydant, son
réle protecteur et détoxifiant résulte principaleide sa fonction de coenzyme des glutathion
peroxydases et des glutathion-S-transférasesit lhdasi I'objet d'interactions synergiques avec
d'autres composants du systéme de protection gdaoke tels que la vitamine C, la vitamine E,
et les superoxyde dismutases [GERARD-MONNIER et CHBAERE, 1996] La glutathion
peroxydase (GPX) peut réduire le peroxyde d’hgdne en eau en utilisant les capacités
réductrices du couple glutathion / glutathion diglel (GSH / GSSG) et permettre également de
limiter la propagation des réactions radicalaireslgaine en réduisant les peroxydes instables en
acides gras hydroxylés. La glutathion réductase HGR permet la régénération du
glutathionréduit a partir du glutathion oxydé eregamce de NADPH.La réduction des taux
érythrocytaires en glutathion peut étre le résutatson épuisement par l'activité intense de la
glutathion peroxydase ou par une diminution deti@#€ de la glutathion réductase. Le
glutathion tissulaire des quatre tissus cibles nésgnte pas de différences entre les rats témoins
et les rats obeses. Il a été rapporté que les rereuglutathion réduit diminuent au niveau des
tissus au cours du vieillissement [FINDEISEN et @011 ; GALINIER et al.,, 2006]. La
diminution du GSH liée a I'age peut donc masquéledee a I'obésité. Une récente étude,
menée chez 503 sujets sains (48% hommes, 52% fénmmoedre cependant une augmentation

significative de l'activité de la GPx chez les ssijde plus de 70 ans comparativement a toutes
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les autres tranches d’age comprises entre 20 eans0 Cette étude montre en outre une
diminution de la concentration de la vitamine Elef3-caroténe circulants, deux antioxydants
lipophiles, chez les sujets de plus de 70 ans, nléregue ces concentrations sont ramenées a
celle des lipides circulants (LDL-cholestérol) [JONEIRA et al., 2004].

La catalase, enzyme particulierement efficace Jyse#al0 millions de molécules en une seconde.
Ce taux €levé montre I'importance de cette enzymer plétoxifier le peroxyde d’hydrogéne
[SOZMEN et al, 1999]. L'augmentation de son acéivdu niveau des érythrocytes des rats
obeses témoignent d’'une production intense de pdeod’hydrogene.

En revanche, en ce qui concerne les antioxydanmtsenaymatiques (vitamine E, vitamine C,
caroténoides, glutathion...) et les oligoélémesglénium, zinc), des carences ont pu étre
observées, en particulier en vitamine C dans daésude long s€jour [SCHMUCK et al., 1996]
et en sélénium — cette derniére carence étant gagmée d’'une diminution de I'activité GPx
[DUCROS et al., 2000].

La diminution du taux de la vitamine C chez les rabéses est le résultat d’'une production
intense de radicaux libres. Il est bien établi ges situations de stress oxydant induisent une
diminution des vitamines E et C ou du béta-carotianes le plasma sanguin [FAVIER, 1997].
Une supplémentation en antioxydants (vitamine @yitéles effets du régime cafeteria chez le
rat d’ou diminution du poids, du tissu adipeux es daux plasmatiques de la leptine associée a
une réduction des marqueurs stress oxydatif [CADNPEt al., 2006].

Plusieurs auteurs rapportent que le régime cadeireduit une augmentation de la formation des
radicaux libres suite a une altération des mécarssoxydatifs mitochondriaux, associée a une
élévation de la peroxydation des lipides, I'oxydatides lipoprotéines et celle desprotéines
[BOUANANE et al., 2009 ; MILAGRO et al., 2006].

Le taux d’oxydation élevé des lipoprotéines plasquas des rats obéses est en faveur de la
formation accrue des produits de peroxydation ighédels. Certains auteurs notent une oxydation
rapide des lipides qui se produit au niveau des HB& personnes obéses suite a la réduction des
antioxydants. En effet, la concentration de tamine E qui inhibe la propagation des réactions
en chaine réagissant avec les radicaux libresliet de la vitamine C qui empéche 'oxydation
des LDL et régénere la vitamine E oxydée sont did@s chez les obeses [CRUJEIRAS et al.,
2006]. Plusieurs auteurs ont noté que I'obésitérainge le stress oxydant par 'augmentation de
I'oxydation des lipoprotéines [KELISHADI et al., @8 ; VINCENT et al., 2007 ; UZUN et al.,
2007].

L’oxydation des lipides induit des espéces réastigle I'oxygene (ERO). L’augmentation de
I'oxydation des acyls CoA suscite une augmentatiofionctionnement de la chaine respiratoire
corrélée a une diminution de la consommation d’éxyg Le gradient d’électrons n’est donc pas
suffisamment tamponné. lls peuvent alors se fixéoxygéene quis’oxyde en ion super oxyde

(02-) ; Ce dernier engendre des réactions en chairespéiesradicalaires, ce sont les espéeces
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réactives a l'oxygéene (ERO). Ainsi, les lipides gdaurs chaines insaturées peuvent étre
péroxydés, notamment dans le muscle [SCHRAUWENESSELINK, 2004]. LesERO et les
lipides péroxydés sont des molécules extrémemearttivés qui peuvent alorsmodifier les
conformations stériques des molécules voisinesstalie les enzymes et lesacides nucléiques.
Ainsi, nucléotides et protéines peuvent perdre aquérir des fonctionsdifférentes au risque de
déréguler leur fonction primaire et les fonctioresla cellule [CLARK et al., 2000].

Parmi les produits de peroxydation lipidique, leabstances réagissant avec I'acide
thiobarbiturique TBARS (thiobarbituric acid-rea@isubstances) ont été le premier marqueur
utilisé apportant un argument a la théorie radicaldu vieillissement. Ainsi, une corrélation
positive significative a été observée entre les TBARasmatiques et I'age de sujets présumés
sains (entre 19 et 90 ans) [POUBELLE et al., 1982].

La peroxydation lipidique est estimée par la meswr®IDA, aldéhyde formé lors de la coupure
des acides gras polyinsaturés possédant au moissdubles liaisons [ESTERBAUER et al.,
1989]. L’augmentation des taux du MDA au niveatsplatique, hépatique, intestinal et du tissu
adipeux chez les rats nourris au régime cafeténeigne de 'augmentation de I'oxydation des
lipides.

Les protéines carbonylées sont les marqueurs ggdation protéique. En effet, 'oxydation des
protéines est un signe de I'endommagement tissulalausé par le stress oxydatif,
laugmentation du taux des glucides, ou les detMAYNE, 2003]. En effet, les protéines
carbonylées constituent le marqueur le plus utipsér mettre en évidence l'oxydation des
protéines au cours du vieillissement ; elles s’aadent notamment au niveau des fibroblastes,
mais aussi d’autres types cellulaires, de fagoroeeptielle avec I'age [MOSKOVITZ et al.,
2002]. Cette augmentation des protéines carbesylkerait due non seulement a une
accumulation d’agressions radicalaires, mais aussie diminution d’activité du protéasome,
systeme permettant la dégradation des protéinesifibex] en particulier oxydées
[PETROPOULOS et al., 2000].

Nos résultats montrent une élévation des teneuasnytiques, hépatiques, musculaires et
intestinales du MDA chez les rats obeses. Cestaésuidont en accord avec ceux de plusieurs
auteurs [BOUANANE et al., 2009 ; VINCENT et al.,@q.

La deuxieme partie de notre travail traite lestsffEénéfiques possibles de la supplémentation en
huile d'olive ou en huile d'olive et de lin sur lésoubles métaboliques et ceux du statut
oxydant/antioxydant au cours d’obésité nutritioteehez le rat.

Constituants majeurs des triglycérides et des giagpdes, les acides gras ont des structures
précises et des fonctions trés importantes. Lencipales fonctions sont l'acylation des
protéines, la fluidité membranaire, la régulatigmigue, la régulation de l'inflammation et de
'agrégation plaquettaire par les médiateurs Igpeis dont ils sont précurseurs. lls sont en outre

des substrats énergétiques pour la cellule. Lesregoputritionnels conseillés en acides gras sont
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complexes et en pleine évolution, mais devraientigy@er a une meilleure prévention
nutritionnelle. Les rdles des acides gras en mutriet en prévention sont insuffisamment
connus. Ces roles reposent sur de riches relasiomsture-fonction encore a approfondir voire a
découvrir. Les apports nutritionnels conseille®d(A ont été publieés en 2001; tout d’abord est
proposé lintervalle de 30-35 % d’énergie d'originépidique. Le manque de données
convaincantes sur le sujet invite a tenir cettsitpp;m mesurée par rapport a une tendance qui
voudrait réduire plus encore cette part desdipidn effet, en deca de 30 %, I'apport équilibré
en acides gras essentiels est difficile dis&a compte tenu de la composition des aliments
usuels. Pour ce qui concerne les apports en agdes pour le sujet agé, les grandes
orientations sont les suivantes: I'apport eid@dinoléique est précisé a 4 % du contenu
énergétique et I'apport en aciddinolénique est précisé a 0,9 % du contenu érepge. Le
rapport linoléiquel-linolénique devrait tendre vers la valeur de Bn€ernant les acides gras
polyinsaturés essentiels a trés longues chat@®I(LC), une valeur globale est proposée
sans distinction des deux familles n-6 et n-3, ax&nmoins une précision concernant le DHA.
En effet, les apports conseillés en AGPI-LC sonf'aielre de 0,4 % du contenu énergétique
dont 0,1 % de DHA. En ce qui concerne les AGMIppart conseillé est de I'ordre de 20 % du
contenu énergétique [LEGRAND, 2007].

Riche en acides gras insaturés, en vitamine E pblphénols (notamment en hydroxytyrosol),
lhuile d'olive présente essentiellement des préigs antioxydantes, antihypertensives,
antiagrégantes plaquettaires responsables d’gifétentifs des maladies cardiovasculaires. La
consommation réguliere de cette huile a des dfi@efiques dans certains troubles de I'appareil
digestif et hépatobiliaire, dans l'ostéoporose, sdda prévention du vieillissement et des
affections qui lui sont associés et dans le reefoent du systeme immunitaire [GHEDIRA,
2008].

L’huile de lin est la source végétale alimentaaeplus riche en acide alpha-linolénique. Dans
I'organisme, I'acide alpha linolénique (ALA) estrpallement transformé par le biais d’enzymes
(des désaturases et des élongases) en acide atéguiel puis en acide eicosatetraénoique et
enfin en EPA (acide eicosapentaénoique) et DHAléadocosahéxaénaoique).

La supplémentation du régime consommé par I'hdildive ou la combinaison olive-lin
entraine une réduction significative du poids ab$sin chez les obéses que chez les témoins et
ceci en raison de la diminution de la quantité derniture ingérée et par conséquent de I'apport
éenergétique. De nombreuses études ont démontré gégime riche en AGPI de la famille n-3
provoque des variations de la balance énergétigpareconséquent du poids corporel aussi bien
chez les humains que chez les modéles animaux [@COatlal., 2011 ; BAILLIE et al., 1999 ;
BELZUNG et al., 1993]. Cependant, une étude récesuniggere que les régimes enrichis en
acides gras polyinsaturés n-3 n’ont aucun effetlawonsommation alimentaire, les dépenses

énergeétiques et la perte du poids chez les hurfldRATZ et al., 2009]
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Nos résultats montrent que l'effet de I'huile diaiest plus important que celui du mélange
olive-lin aussi bien chez les rats témoins que dbszats obeses. Plusieurs études cliniques et
épidémiologiques ont mis I'accent sur I'efficacité la consommation du régime méditerranéen
dont la principale source de graisse est I'huildidé par rapport a d’autres régimes alimentaires
dans la réduction du poids corporel. La diminutionpoids corporel est due principalement a la
diminution de la quantité de nourriture ingéréenaale I'apport calorique qui entraine une
diminution du poids [SHAI et al., 2008]. Ceci peiexpliquer par le fait que I'huile d'olive
augmente la sensation de satiété ce qui limitaite @mlimentaire. En effet, SCHWARTZ et al
[2008] ont montré que l'acide oléique, dont I'huil®live est particulierement riche, aurait pour
effet de déclencher dans I'organisme les signausat&té. En l'injectant, directement dans
l'intestin gréle des rats, I'acide oléique augmdatproduction d’oléoyléthanolamide (OEA), en
activant les peroxisome proliferator-activated ptoese (PPARe), et qui par conséquent
diminue I'appétit. Cette étude suggére qu’un apppproprié en acide oléique peut contribuer a
prolonger l'intervalle entre les repas et donc préwla prise de poids.

La consommation du régime olive ou le régime dlineentraine une réduction du poids du foie
et du muscle aussi bien chez les témoins que dwonbeses. Ceci peut s’expliquer par la
diminution de teneurs en lipides totaux du foi@letmuscle. L’effet de I'huile d’olive est plus
significatif que celui de la combinaison olive/lahez les témoins. La faible consommation
alimentaire entrainée par le régime olive qui sduit par la réduction calorique peut en étre la
cause.

La consommation de régime enrichi en huile d’obweéliore la stéatose hépatique en réduisant
le taux des lipides hépatiques. Ces résultatsemmaiccord avec ceux d’HUSSEIN et al. [2007]
qui ont rapporté que la consommation de régimeclenein huile d’olive diminue I'accumulation
de triglycérides hépatiques et prévient I'appanitide la stéatose hépatique induite par
I'alimentation.

Une étude récente réalisée sur des souris C57Bhéhire que la consommation d’'un régime
riche en AGPI prévient la stéatose hépatique capaé&es régimes hypergras [OOSTERVEER
et al., 2011]. Ceci est en accord avec nos résytaisque le régime olive/lin réduit les lipides
hépatiques.

La diminution du poids corporel s’accompagne égalet d’'une diminution du poids du tissu
adipeux et son appauvrissement en lipides. Ced genpliquer par 'augmentation de la [3-
oxydation et la diminution de la lipogenese au skirtissu adipeux.

WANG et al [2002] ont montré que les rats consontno@anrégime riche en acides gras saturées
(58 % des apports caloriques) pendant 7 semaigsgmtent une accumulation du tissu adipeux
par rapport aux rats consommant un régime rich&@RI n-3. Le poids du tissu adipeux de ces

rats consommant le régime enrichi en AGPI n-3 &St moins important que celui des rats
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soumis au régime hypolipidique (moins de 10 % a@pgdort calorique). Ceci indique que la
qualité des acides gras est plus importante ggedatité.

Une autre étude réalisée sur des rats Wistar seiggey la consommation d’un régime riche en
AGPI n-3 (DHA et EPA) est associée a une rédudiiorissu adipeux viscéral par rapport aux
régimes riches en AGS [ROKLING-ANDERSEN et al., 200

Nos résultats montrent également une diminutionilgira de l'activité de la LHS avec la
consommation de I'huile d’olive ou du mélange ellin. Ceci est en contraste avec le travall
de LIAO et al. [2010] qui ont montré que les réegimiehes en AGPI diminuent I'accumulation
des lipides dans le tissu adipeux en réduisanptession des ARNm des PPABt de la LPL du
tissu adipeux et en médiatisant la phosphorylatierla LHS et également en améliorant les
activités des enzymes lipolytiques hépatiques deapression des ARNm impliqués dangila
oxidation chez les hamsters rendus obeses pagimedypergras.

Dans notre travail, Les rats consommant un régimnield en huile d’olive ou en huile d'olive et
de lin présentent des teneurs diminuées en chadeshé foie, du muscle et de l'intestin aussi
bien chez les témoins que chez les obéses. Cepelietiet de la combinaison olive/lin est plus
prononceé que celui de I'huile d’olive au niveauttisu adipeux.

Aprés son absorption intestinale, le cholestérintéjre dans les chylomicrons qui se forment
dans la muqueuse. Une fois le contenu en triglgedridéposé dans les tissus adipeux, leurs
résidus apportent le cholestérol au foie. Une @alti cholestérol hépatique est excrétée dans la
bile, sous forme libre ou sous forme d’acidesabifis qui sont réabsorbés dans lintestin, mais
la plus grande partie du cholestérol hépatiquaestporée dans les VLDL [IKONEN, 2008].

La diminution du taux de cholestérol hépatique, ecnlare et du tissu adipeux peut étre le
résultat de la diminution de sa synthése par @ssidiou une augmentation de son excrétion
hépatique dans la bile. Au niveau intestinal, lducdion des teneurs en cholestérol est due a la
diminution des apports nutritionnels.

Une étude récente a montré que les souris consommaregime enrichi en AGPI présentent
une augmentation de la production des acides fediabu de leurs excrétions qui diminuent
simultanément I'accumulation du cholestérol hépegjgnalgré une diminution de I'expression
de 'ARNmM du gene contrdlant la synthese deddnydrolase [LI et al., 2005].

La supplémentation du régime en huile dolive et lenile dolive et de lin réduit
considérablement les teneurs des quatre tissusscésl triglycérides. Une diminution du flux
d’acides gras vers le foie et la diminution desaafspalimentaires en acides gras peuvent
'expliquer. 1l est bien établi que les AGPI n-8duisent les TG hépatiques en inhibant la
phosphatidate phosphohydrolase et les acyltrassfef®RUSTAN et DREVON, 1989 ; Wong et
MARSH, 1988]. Il a été démontré que la consommaties acides gras insaturés réduit la
synthese des TG en inhibant la synthése de la datty synthase (FAS) et de la stearoyl-CoA
desaturase [LI et al., 2009].
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Chez le rat, la substitution d’un régime lipidiqughe en acides gras saturés ou polyinsaturés n-6
par I'huile de poisson induit une amélioration tesulinorésistance [KRAEGEN et al., 1991 ;
STORLIEN et al., 1991].

Nos résultats montrent que la consommation de ®gnrichi en huile d’olive ou en huile
d’olive/lin diminue significativement les teneuns esuline, leptine et adiponectine.

En effet, une étude récente a prouvé que la conswiommd’'un régime riche en AGMI améliore
la sensibilité a linsuline et également les taug gdroinsuline a jeun. Par ailleurs, la
consommation d’'un repas riche en AGMI réduit lesetes plasmatiques postprandiales en
insuline et en glucose [PANIAGUA et al., 2007].

Les acides gras polyinsaturés n-3 augmentent kitskté du tissu musculaire a l'insuline et par
conséquent diminuent le transport du glucose eigBpese adipocytaire [LOMBARDO et
CHICCO, 2006].

Nos résultats concordent avec ceux de plusieussigitjui ont mis I'accent sur le réle potentiel
des acides gras monoinsaturés et polyinsaturésldagsluction de I'accumulation des lipides
dans les tissus [SIRI-TARINO et al., 2010; LI et 2009;RUIZ-GUTIERREZ et al., 2001].

La composition en acides gras des lipides sériduigsatiques et du tissu adipeux est modifiée
par la consommation de I'huile d’olive et de la domaison olive/lin. En effet, la consommation
de I'huile d'olive entraine une réduction des taseen acides gras saturés et une augmentation
en acides gras monoinsaturés au niveau sériquefitpde et également du tissu adipeux. Le
mélange olive/lin améliore les teneurs en C18:3nk eroduit de son élongation C20:6n3 et
diminue les taux d’acides gras saturés. Cette ceitipo en acides gras tissulaires reflete la
composition en acides gras des régimes. Ces risssittat en concordance avec d’autres travaux
[HUSSEIN et al., 2007 ; MIRET et al., 2007].

Dans notre travail, la supplémentation en huilelidéoet en huile d’olive/lin entraine une
réduction des taux plasmatiques en glucose, cléotesdt triglycérides. Ces résultats vont dans
le méme sens de plusieurs études qui ont mis Phcaar les effets bénéfiques des AGMI et
AGPI n-3 dans l'amélioration du métabolisme glugic et lipidique [MORENO et
MITJAVILA, 2003 ; HAYES, 2000].

L’'obésité est le principal facteur de risque réNmespour le développement du diabéte. En effet,
'incidence du diabéete est étroitement corréléedagré d'obésité [MOKDAD et al.,2003].
Plusieurs études ont montré que la perte du poddd prévenir ou retarder I'apparition de
l'insulino-résistance, de I'hyperglycémie qui cdéaisent le diabete de type Il chez les sujets
obéses [LORET-LINARES et al., 2008 ; COLDITZ et 4995].

Une consommation excessive de nourriture richeigides induit une balance énergétique
positive qui se traduit par un stockage ectopigeeligides dans les tissus induisant une
insulinorésistance. A l'inverse, chez ’lhomme et tengeurs, une restriction calorique restaure
la sensibilité a I'insuline [KOKRASHVILI et al., ZID].
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L’enrichissement du régime en huile d'olive et enlérd’olive et de lin réduit sensiblement la
glycémie des rats aussi bien chez les témoins fjee kes obéses. De nombreuses études ont
montré que la consommation d’'un régime enrichiA&PI| de la famille n-3 prévient le
développement de la résistance a I'insuline indo@eles régimes riches en AGS [SAMANE et
al., 2009 LOMBARDO et al., 200F.

Cependant, I'effet de I'huile d’olive est plus imnt que celui de la combinaison olive-lin chez
les rats obeses. Ceci peut s’expliquer par la prigoids entrainée par le régime olive. En effet,
les études portant sur la perte de poids chez yets ©béses présentant un diabete de type II,
ont régulierement montré qu’une diminution de paidsl'ordre de 10 & 20 % entraine une
amélioration marquée du contrble de la glycémigedt sensibilité a I'insuline [UNGER, 1995].
SAIDPOUR et al [2011] ont montré que les rats WAfistonsommant des régimes hypergras
enrichis en acides gras monoinsaturés ou polyirsatu3 présentent une réduction significative
du poids corporel, de la nourriture ingérée et péap calorique, et ces changements sont
associés a une diminution des teneurs plasmatignemsuline et une amélioration de la
sensibilité a l'insuline.

La diminution des taux des triglycérides sériquesvignt peut étre de la diminution de leur
synthése hépatique. SIRTORI et GALLI [2002] ont tmérgque la consommation d’acides gras
polyinsaturés n-3 diminue le taux des triglycésiee du cholestérol sériques. MORGADO et al.
[2005] ont étudié les effets de différents acideasgsur le métabolisme des lipides. Des rats
males ont été soumis a des régimes semi-syntlestigurichis en huile de poisson (AGPI n-3),
huile de tournesol (AGPI n-6), huile d’olive (AGMé&thuile de noix de coco (AGS). Les rats
nourris au régime enrichi en AGPI n-3 présenterg diminution des teneurs plasmatiques en
CT et une élévation des teneurs en C-HDL avec ugmantation de la sécrétion du cholestérol
biliaire.

Nos résultats sont en accord avec ceux de ROKLINNBBRSEN et al. [2009] qui ont montré
gue les régimes riches en AGPI de la famille n-BAEt DHA) réduisent les taux sériques de
cholestérol, triglycérides et phospholipides.

La consommation des huiles améliorent égalememii@abolisme des lipoprotéines. En effet, la
supplémentation des régimes en huile d’olive ou cembinaison olive/lin entraine une
diminution des teneurs en TG des VLDL suggérantdiménution de la libération des AG par le
tissu adipeux qui entraine une diminution de lalsyse des TG et par conséquent la production
des VLDL hépatiques. Ceci peut s’expliquer égaldnpam I'augmentation de l'activité de la
LPL. En effet, aussi bien I'huile d’olive que lambinaison olive/lin entraine une augmentation
de l'activité de la LPL au niveau des quatre tissbtes sauf au niveau du tissu adipeux des rats
obéses consommant le régime olive/lin. Ceci estoatraste avec I'étude de SIRI-TARINO et al
[2010] qui suggerent que les AGPI réduisent I'apson des lipides par les adipocytes en

supprimant la lipoprotéine lipase. Cette régulati@nsemble pas exister chez les rats ageés. Les
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huiles entrainent également une diminution desutsnen TG des LDL aussi bien chez les rats
témoins que chez les obéses. Cependant, I'effet@ange olive/lin est plus important que celui
de I'huile d’olive chez les rats obéses agés ajaeschez les rats témoins aucune différence n’est
notée.

L’huile d'olive ainsi que la combinaison olive/lnéduisent les taux de cholestérol au niveau des
VLDL et des LDL chez les rats témoins et obésehuilé d'olive entraine une réduction plus
significative des teneurs en cholestérol des HDézdes rats témoins. Cependant les teneurs en
cholestérol des HDL augmentent chez les rats ob&sssrésultats sont en accord avec ceux de
MORGADO et al [2005]

Dans notre travail, la consommation du régime oletele régime olive/lin entraine une
diminution de l'activité de la LCAT. Ces résultatsnt en accord avec ceux de SINGER et al
[1990].

La consommation de régimeenrichi en huile d’oliteea huile d'olive et de lin améliore
également le statut redox plasmatique et intrale@&iaussi bien chez les rats témoins que chez
les rats obeses ageés.

La consommation de régime enrichis en huile d’olote en huile d’olive/lin améliorent les
défenses antioxydantes aussi bien chez les rase®l@e chez les rats témoins.

En effet, les deux régimes augmentent les tenemrgitamine C plasmatique chez les rats
obeses alors que chez les rats témoins, I'efféhdae d’olive est plus important que celui de la
combinaison olive-lin. Cette élévation peut étrerdsultat de la diminution de production de
radicaux libres.

Plusieurs études ont mis I'accent sur le role pakdes régimes enrichis en AGMI et en AGPI
n-3 dans I'amélioration du statut redox [MIRETaét 2007; RUIZ-GUTIERREZ et al., 2001].
Dans notre travail, une augmentation du taux de @Bfthrocytaire est notée chez les rats
obeses consommant les régimes enrichis en huiléevel’et en huile d'olive/lin. Ceci peut
s’expliquer par la diminution de I'activité de ltutathion peroxydase suite a la réduction de la
production d’especes réactives de I'oxygéne. Cegandes teneurs en GSH diminuent chez les
rats témoins. Ces variations peuvent étre lie&ga kvancé des rats.

L’activité de la catalase érythrocytaire diminu@siblement avec la consommation des huiles
aussi bien chez les rats témoins que chez lesolsises témoignant de la diminution de la
production du peroxyde d’hydrogéne et donc de llaretion du statut oxydatif des rats.

L’huile d'olive et la combinaison olive/lin diminné également le taux d’oxydation des
lipoprotéines, des protéines et des lipides plasasq

Les AGMI et les AGPI de la famille n-3 amélioremt $tatut oxydatif intra-cellulaire. Nos
résultats montrent une diminution des taux de pres carbonylées au niveau hépatique,
musculaire et tissu adipeux. Une réduction deg tii peroxydation lipidique est notée au

niveau du foie, de l'intestin et du tissu adipeux.
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La diminution de la susceptibilité des tissus axyaation par les AGPI peut étre liée a
I'amélioration de la stabilité membranaire desudel apres l'incorporation de ces acides gras
aux phospholipides de la membrane plasmique [YUAKIETS, 2003]. En effet, I'entassement
des AGPI dans la membrane plasmique diminuenatia® des doubles liaisons par les radicaux

libres ou HO, [BRUDE et al., 1997].
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CONCLUSION
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Le vieillissement est un processus lent et progress touche tous les étres vivants et qui
s'accompagne d’'une altération globale de la stractat de I'ensemble des fonctions
physiologiques ainsi que d’'une susceptibilité pélevée face a différentes pathologies. Le
vieillissement se caractérise par un ralentisserdentensemble des voies métaboliques ainsi
gue des altérations de I'homéostasie glucidiqp@ijue et protéique. Il est également associé a
un stress oxydant intense qui complique encore lj@tet de santé du sujet agé et constitue par

conséquent un terrain favorable au développemenbibreuses affections.

Par ailleurs, I'obésité ne cesse de progresseawers le monde et elle n’épargne désormais
aucun pays. En effet, de par sa prévalence élelaSerisques sanitaires qu’elle présente et par
conséqguent les colts médicaux exorbitants qu'elteedre, I'obésité est devenue aujourd’hui
un probleme mondial de santé publique qui nécedsitemise en place de stratégies
internationales pour limiter sa propagation et ¥eudes solutions aux diverses complications
sanitaires qui lui sont associés. L'associationsié&ieillissement peut donc aggraver les

altérations métaboliques.

Dans notre travail, nous avons utilisé un modelenah le rat Wistar agé nourri au régime
cafeteria, afin de bien cerner les modificationétaholiques et les perturbations du statut
oxydant/antioxydant au cours du développement dabwsité nutritionnelle et de voir les effets
des acides gras alimentaires notamment les agi@dssmonoinsaturés et polyinsaturés de la

famille n-3 sur I'évolution du métabolisme chezaé age.

Nos résultats montrent que le régime cafeteriaiinche inflation pondérale caractérisée par un
accroissement du tissu adipeux viscéral suite ahyperphagie confirmant ainsi les propriétés
obésogénes de ce régime hypercalorique et hypkdig chez le rat 4gé. La consommation du
régime cafeteria perturbe également le métaboldeseglucides et des lipides. En effet, les rats
obeses présentent une hyperglycémie, hyperchaestde résultant d’'une augmentation des
taux en C-VLDL et C-LDL et une hypertriglycéridéansecondaire a une augmentation de la
production hépatiques des VLDL et a la réductionledg catabolisme. Le régime cafeteria
entraine par ailleurs, une augmentation des taasnmhtiques de linsuline, la leptine et
'adiponectine. On note également une diminutden’activité de la LCAT qui peut expliquer
la diminution du taux du C-HDL. Le maintien de I®L adipocytaire normal associé a des
teneurs élevées en TG adipocytaire malgré 'augatient de la LHS indique une saturation
lipidique du tissu adipeux et dérégulation de soétamolisme chez le rat obése agé.
L’augmentation de l'activité de la LPL hépatiquaupétre liée a un état d’insulinorésistance qui
peut étre la cause de I'hyperglycémie observée lesaats obeses.

Par ailleurs, on observe aussi une accumulationipiees au niveau hépatique et musculaire
suite a une augmentation de synthése ou une réduwgi 'oxydation caractéristique du régime

cafeteria.
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Le profil de la composition sérique, hépatique ettidsu adipeux en acides gras est en faveur
d’'une augmentation des acides gras saturés etiomeution des acides gras polyinsaturés alors
gue les acides gras monoinsaturés restent inchaseagésau niveau du tissu adipeux ou ils
augmentent.

En ce qui concerne le statut redox, les résulthtennis montrent que les rats obéses agés
présentent un stress oxydatif intense caract@aséune augmentation de la peroxydation des
lipides et la glycation des protéines et une dution des capacités de défense antioxydantes
(diminution des teneurs en vitamine C et glutathriatuit).

Concernant I'effet des acides gras monoinsaturétenas dans I'huile d’olive et les acides gras
polyinsaturés de la famille n-3 contenus dans khde lin, nous avons observé une amélioration
des troubles métaboliques et du stress oxydant hiesschez les rats témoins que chez les rats
obeses notamment chez les rats consommant leseggmmichis en les deux huiles (olive-lin).
Les effets bénéfiques des huiles sont donc préss@nse chez les rats agés.

La réduction du poids des rats, notamment ceux acomgnt le régime olive, est due a
laugmentation de la sensation de satiété quitdintd prise alimentaire et par conséquent
I'apport calorique. La diminution du poids corposgccompagne d’une diminution du poids du
tissu adipeux qui est du a la diminution des lipitissulaires.

La diminution de la glycémie, la leptinémie, l'idsigmie et du taux de l'adiponectine
plasmatique est une conséquence directe de laghepeids.

Nos résultats montrent également une amélioratiomprdfil lipidique. En effet, on note une
diminution du CT et TG sériques, une réduction duBL, C-VLDL, TG-LDL et TG-VLDL
avec augmentation du taux de C-HDL. L’activité deLICAT reste inchangée chez les rats
obeses alors que I'activité de la LHS diminue &ttivité de la LPL augmente. La consommation
des régimes enrichis en huile d’olive et en huitslive et de lin améliore le profil des acides
gras sériques, hépatiques et du tissu adipewin(diion des acides gras saturés et augmentation
des acides gras monoinsaturés et polyinsaturés).

Le régime olive ainsi que le régime olive-lin aroéint le statut redox du rat &gé (augmentation
du taux de la vitamine C, du GSH, et diminutiontaux d’oxydation des lipoprotéines, du MDA
et des PC). Les AGPI n-3 et les AGMI réduisenttégmeurs en MDA hépatiques, intestinaux et
du tissu adipeux. Le méme effet est observé aweB®hépatiques, musculaires et également du
tissu adipeux chez le rat age.

Les résultats de ce travail de these suggerentegueffets néfastes engendrés par I'obésité au
cours du vieillissement peuvent étre inversés pacdnsommation de régimes alimentaires
enrichis en acides gras monoinsaturés et polyinsatde la famille n-3. lls doivent donc étre
conseillés et intégrés dans les régimes alimestaies personnes agés en raison de leurs effets
protecteurs contre diverses pathologies. Touteliessméecanismes d’action de ces acides gras au

niveau physiologique ne sont pas completementdscet d’autres études plus ciblées doivent
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étre entreprises afin d’apporter des réponsesslainx nombreuses questions qui sont encore en
suspens. En effet, des recherches sont nécessaiéese si elles sont compliguées par le
nombre des différents acides gras, leurs intenagtmoultiples, leurs quantités relatives et aussi le
statut physiologique et physiopathologique dedespnne agée qui les consomme. En fin,la
prise en charge de la personne agée et obése @merasuffisamment pluridisciplinaire,
impliquer notamment les communautés scientifiquéslioale et non médicale, de maniére a
instaurer une meilleure prévention nutritionnelés pathologies liées au vieillissement dans la

politique de santé publique.
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ANNEXES

Tableau As: Teneurs sériques en glucose et en protéines towlehez les différents lots de
rats
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Parametres Glucose Protéines totals
(g/L) (g/L)

Lots

Rats témoins 1,02 + 0,08 64,36 + 8,62
Rats témoins olive (b) 0,79 + 0,07 68,38 + 7,86
Rats témoins olive/lin (b) 0,81 + 0,06 64,25 + 6,43
Rats obeéses 1,45 +0,04 75,57 £+ 7,01
Rats obéses olive (5 0,90 + 0,05 74,21 + 6,03
Rats obéses olive/lin (5) 1,14 + 0,06 73,27 +8,53

P (ANOVA)

0,001

0,113

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deolases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont

significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A;: Teneurs sériques en insuline (ng/ml), leptine (ngf) et adiponectine
(ng/ml) chez les différents lots de rats

arametres insuline
(ng/ml)

Lots

(ng/ml)

adiponectine
(Hg/ml)
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Rats témoins | 1.36+0.1% 4.67+0.36 3.68+0.32
Rats témoins | 1.34+0.06 4.22+0.41 3.12+0.48
olive (5/-)

Rats témoins | 1.32+0.09 4.38+0.31 3.10£0.37
olive/lin (5/-)

Rats obéses | 2.330.16" 8.45+0.45 6.56+0.24
Rats obeses | 1.86+0.14 6.63+0.33 5.37+0.26
olive (5/-)

Rats obeses | 1.52+0.15 5.22+0.28 4.79+0.2%
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0.001 0.001 0.001

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau As:Teneurs en cholestérol (mg/dL) du sérum et des lipootéines chez les
différents lots de rats

Parametres | Serum VLDL LDL HDL
Lots
Rats témoins 129,35+ 3,43 | 2458+ 1,74 3764+288 |66,95+3,75
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Rats témoins | 81,51 + 2,74 14,87 + 1,44 18,76 + 1,65 47,64 +2 57
olive (5/°)

Rats témoins | 85,79 + 3,44 13,16 + 1,32 16,93 +1,83 |56,26 +3,2F
olive/lin (5/-)

Rats obéses 186,27 +385| 62,92+2,58 |85,75+2,68 32,40 + 1,3¢
Rats obéses 123,86 +2,17 [2641+184 [3435+112 |63,00+1,90
olive (5/°)

Rats obéses 122,29+ 4,97 |26,28+1,9P 28,62 + 1,93 67,37 £ 2,97
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0,001 0,001 0,001 0,0001

Chague valeur représente la moyenne + Ecart type. rAprés vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotsdses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées gatettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A,: Teneurs en triglycérides (mg/dL) du sérum et desdoprotéines chez les
différents lots de rats

arametres | Serum VLDL LDL HDL
Lots
Rats témoins 11422 +3,71| 6556 +259 |32,32+2,17 14,71 + 1,45
Rats témoins | 73,26 + 1,37 38,49 + 1,66 20,93 + 1,42 12,99 + 1,32
olive (5/)
Rats témoins [ 57,16 +1,35' [ 28,26 +257 |1584+154 |[13,09+1,33
olive/lin (5/-)
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Rats obéses 197,54 +306| 98,78 +2,88 58,07 +1,76 |40,64+1,47
Rats obéses | 115,54 +3,40 [62,34+327 [32,79+139 |20,34+1.33
olive (5/-)

Rats obéses [57,50+ 1,54 [27,22+264 |17,72+155 |12,67+1,48
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0,0001 0,0001 0,0001 0,001

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau As: Teneurs en protéines (mg/dL) des lipoprotéines etz les différents lots de rats

arametres | VLDL LDL HDL
Lots
Rats témoins | 30,83 + 1,32 2475+1,13 64,17 + 1,25
Rats témoins | 25,67 + 1,14 18,50 + 1,19 45,67 +1,32
olive (5/-)
Rats témoins | 20,14 + 1,5F 14,14 + 1,37 50,93 + 1,27
olive/lin (5/-)
Rats obéses |69,83+2,79 47,42 +1,83 28,00 + 1,50
Rats obeses | 45,00 + 1,50° 32,21+1,93 36,79 1,16
olive (5/)
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Rats obeses 31,36 £1,56 26,60 + 1,33 52,21 +1,84
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0,0001 0,0001 0,0001

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deolases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées paletlees différentes (a, b, c, d,e) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau As: Poids des organes chez les différents lots degat

rganes Foie (g) Muscle (g) Tissu adipeux (g)
Lots
Rats témoins 20,90 + 1,43 7,03 £ 0,45 8,57 £ 0,67
Rats témoins | 19,63 + 1,23 6,88+ 0,57’ 7,45+ 0,31
olive (5/°)
Rats témoins | 20,61 + 1,3T 6,69 + 0,36 6,39 + 0,58
olive/lin (5/-)
Rats obeéses 26,01 +1,20 9,56 + 0,33 18,78 + 1,20
Rats obeses | 23,21 + 1,09 7,39+0,46° 13,22 +1,09
olive (5/°)
Rats obeses [ 23,30 +1,13 6,98 + 0,34 9,06 + 0,64
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) 0,001 0,01 0,0001
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Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rAprés vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées pgaletlees différentes (a, b, ¢, d,e) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau A7: Teneurs en lipides totaux (mg/g tissu) des organebez les différents lots de

rats

rganes Foie Muscle Intestin Tissu adipeux

(mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)

Lots
Rats témoins 101,50 + 13,80 81,67 + 6,37 | 47,67 +6,60 | 225,00 + 16,85
Rats témoins [ 50,72+6,57 [40,11+24% |41,06+4,13 |123,61+17,88
olive (5/-)
Rats témoins | 100,62+ 15,38 [ 92,33+7,20 |37,05+1,83 |143,38+13,0f
olive/lin (5/-)
Rats obéses 188,39 + 1433150,72 + 8,26 | 50,22 +5,20 | 345,05 + 14,24
Rats obeses 142,19 + 15,43 | 112,95+ 7,7 | 46,09 +42F | 226,95+ 12,36
olive (5/-)
Rats obéses | 132,23+18,72 | 127,95+10,12 | 38,66 + 1,56 | 178,14 + 15,43
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,01 0,001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau Ag: Teneurs en protéines totales (mg/g tissu) des orgss chez les différents lots de

rats

rganes Foie Muscle Intestin Tissu adipeux

(mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)

Lots
Rats témoins 149,41 +12,6Q 66,70 + 5,54 54,57 + 6,16 54,25 + 5,85
Rats témoins | 39,00 +6,46 | 32,75+1,37 | 36,67+1,76 | 34,75+1,29
olive (5/-)
Rats témoins | 57,36 + 6,57 31,21 +1,16 | 38,29+1,40 | 35,00+ 1,05
olive/lin (5/-)
Rats obeses 152,12 + 11386 72,77 + 6,04 65,17 + 7,78 61,53 + 5,59
Rats obeses  [121,29+11,17 | 49,29+555 | 4500+3,18 | 56,71+5,58
olive (5/)
Rats obeses 88,14 + 12,15 47,86 + 4,10 43,43 +3,70 56,86 + 4,73
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) 0,0001 0,001 0,001 0,01

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées pgaletlees différentes (a, b, ¢, d,e) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau Aq: Teneurs en cholestérol total des organes des difénts lots de rats

Intestin
(mg/g de tissu)

Tissu adipeux
(mg/g de tissu)

Muscle
(mg/g de tissu)

Foie
(mg/g de tissu)

anes
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Rats témoins 21,40 +2,5%2 [593+047 6,98 + 0,50 6,70 + 0,88
Rats témoins [ 10,53+ 1,66 [1,89+0,27 2,78+0,32 4,78 + 0,46
olive (5/-)

Rats témoins | 9,24 + 1,18 1,64 + 0,35 3,11 + 0,47 2,23+0,2F
olive/lin (5/-)

Rats obéses 36,03+286 |8,04+0,36 9,61+0,73 9,87 +0,87
Rats obeses [13,40+1,48 |3,37+0,24 6,29+ 0,47 6,36 + 0,45
olive (5/-)

Rats obeses 14,94 + 1,62 3,14 + 0,24 6,82 + 0,59 3,08 +0,7¢
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0,0001 0,001 0,001 0,0001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deolases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées galetlees différentes (a, b, ¢, d,e) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau Aig: Teneurs en triglycérides des organes des différentots de rats

Organes Foie Muscle Intestin Tissu adipeux
(mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)| (mg/g de tissu)

Lots
Rats témoins 39,60+2,63 [4293+1,07 [26,08+1,35 |[83,50+5,16
Rats témoins | 20,60 +1,84 | 30,61+1,46 |2575+1,6F |[51,59%3,25
olive (5/-)
Rats témoins [ 19,24 +1,36' [30,55+1,04 [21,92+137 |49,25+5,15
olive/lin (5/-)
Rats obéses 59,00+1,860 |51,50+3,59 |33,72+147 |167,68+7,07
Rats obéses [ 28,20+2,23 [36,94+247F [2981+173 |9513+4,05
olive (5/-)
Rats obéses [20,03+1,08 |3765+237 [2581+12F |[76,36+3,63
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,001 0,001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées paletlees différentes (a, b, c, d,e) sont

significativement différentes (P < 0,05).
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TableauAs:: Activités des enzymes lipoprotéine lipases desganes des différents lots de

rats

Organes Foie Muscle Intestin Tissu adipeux

(umol/g/min) (umol/g/min) (umol/g/min) (umol/g/min)

Lots
Rats témoins 55,83+2,84 [28,17+1,67 |[3567+2,0F |[49,83+223
Rats témoins | 87,00+2,34 |51,00+24F |60,00+1,39 |61,00+2,50
olive (5/-)
Rats témoins [ 88,00+2,2F [49,00+1,0Ff [49,00+1,4Z [63,00+2,13
olive/lin (5/-)
Rats obéses 43,67 +230 | 15,00+ 1,10 |28,00+1,21 45,00 + 2,60
Rats obeses 7057 +428 |2186+123 |5357+1,158 |[62,29+2,10
olive (5/-)
Rats obeses | 74,57 +3,13 [21,00+£1,83 [41,86+159 |[48,29+2,26
olive/lin (5/-)
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,001 0,01

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau Aqp: Activité de I'enzyme lipase hormono-sensible (LHSJu tissu adipeux des
différents lots de rats

arametre LHS-Tissu adipeux (umol/g/min)
Lots

Rats témoins 218,00 + 23,80

Rats témoins olive (5%) 180,00 + 2437

Rats témoins olive/lin (5%) 192,00 + 21,18

Rats obeses 355,67 + 3131

Rats obéses olive (5%) 233,14 + 21°19

Rats obéses olive/lin (5%) 244,00 + 34°21

P (ANOVA) 0,01

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées malettees différentes (a, b, c) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau A3 Activité de I'enzyme Iécithine cholestérol acylransférase (LCAT) du plasma
des différents lots de rats

Parametre LCAT (nmol/mi/h)
Lots

Rats témoins 61,83 +5,86
Rats témoins olive (b) 27,50 + 3,83
Rats témoins olive/lin () 33,22 +3,99
Rats obeses 19,39 + 2,61
Rats témoins olive (6 ) 18,43 + 2,45
Rats obéses olive/lin (5) 20,95 + 2,0

P (ANOVA) 0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deoltases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A4 Teneurs en vitamine C sérique et en glutathion &throcytaire et activité de
'enzyme érythrocytaire catalase chez les différestlots de rats
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Parametres Catalase (u/min/ml) | Glutathion (nmol/l) | Vitamine C (umol/l)
Lots
Rats témoins 139,53 + 7,97 296,40 + 26,55 12,67 + 1,02
Rats témoins olive | 100,42 + 4,88 242,80 + 8,07 35,58 + 2,5F
(5/)
Rats témoins 81,46 + 3,47 238,49 + 6,60 2500+1,13
olive/lin (5/-)
Rats obéses 309,98 + 1034 | 207,75 + 8,49 5,00 + 0,46
Rats obéses olive | 193,52 + 11,82 221,63 £ 16,10 18,21 £1,76
(57-)
Rats obeses olive/lin| 203,82 + 7,85 285,63 + 14,75 20,07 1,80
(57-)
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,001

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rApres veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deolases est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont

significativement différentes (P < 0,05).

Tableau Ass: Marqueurs du statut oxydant du plasma chez les tférents lots de rats

MDA Protéines DIC
Parametres (umol/1) carbonylées (umol/l)
(umol/1)
Lots

Taux
d’oxydation Lp
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Rats témoins | 0,83 +0,03 |0,95+0,04 2,37 0,47 1,70 £ 0,16’
Rats témoins | 0,56 + 0,04 | 0,76 +0,03 2,20 +0,3¢ 1,71+£0,12
olive (5/°)

Rats témoins | 0,58 £0,03' | 0,72+0,03 2,05+ 0,46 1,27 £ 0,14
olive/lin (5/-)

Rats obéses 1,70 £ 0,05 | 1,83 + 0,06 4,87 + 0,47 2,94 + 0,15
Rats obéses [ 0,84+0,03 [0,91+0,03 252+057 [1,83%0,16
olive (5/°)

Rats obéses | 0,68 0,06 |0,71+0,04 1,87 +0,57 1,42 +0,21
olive/lin (5/-)

P (ANOVA) 0,001 0,01 0,01 0,01

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart typ8, MDA : malondialdéhyde ; DIC : diénes
conjuguées ; Taux d’oxydation Lp: taux d’oxydatiates lipoprotéines in vitro. Apres
vérification de la distribution normale des varel(test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les trois groupes de rats témoiesitet les trois groupes de rats obéses est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cettelymmaest complétée par le test de Tukey afin
de classer et comparer les moyennes deux a desxmlogennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativemenféliéntes (P < 0,05).
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Tableau A;s: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du foie dez les différents lots de

rats

Paramétres Protéines MDA Glutathion (umol/g)

carbonylées (nmol/g)

Lots (nmol/g)
Rats témoins 1,24 +0,12 4,37 + 0,20 0,56 + 0,12
Rats témoins olive | 0,57 + 0,04’ 2,57 0,18 0,41+ 0,08
(57)
Rats témoins 0,61+ 0,05 2,50 £ 0,13 0,40+ 0,16
olive/lin (5/-)
Rats obéses 2,37 £0,40 6,51 + 0,33 0,69 + 0,20
Rats obéses olive | 0,79 +0,05 3,24 +£ 0,34 0,44 +0,18
(517)
Rats obeéses olive/lin 0,88 + 0,06 3,40 £ 0,47 0,53+0,21
(57)
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,135

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. rAprés vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau A;7: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du musclechez les différents lots
de rat
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Parametres Protéines MDA Glutathion (umol/g)
carbonylées (nmol/g)

Lots (nmol/g)
Rats témoins 1,54 + 0,62 2,16 + 0,35 0,38 +0,15
Rgts témoins olive | 0,43 + 0,03 2,09 +0,22 0,34 +0,10
(5/)
Rats témocins 0,45 + 0,05 2,04 £0,32 0,30+0,12
olive/lin (5/-)
Rats obéses 2,89 + 0,04 2,54 +£0,32 0,36 £ 0,06
Rgts obeses olive 0,75+ 0,04° 2,31+ 0,23 0,38 +0,11
(5/)
Rgts obéses olive/lin 0,80 + 0,05 2,18 +0,34 0,35+0,12
(5/)
P (ANOVA) 0,001 0,156 0,134

Chaque valeur représente la moyenne = Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau Aig: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant du tissu @ipeux chez les différents

lots de rats

Paramétres Protéines MDA Glutathion (umol/g)

carbonylées (nmol/g)

Lots (nmol/g)
Rats témoins 0,67 +£0,12 2,91 + 0,24 0,43 £ 0,05
Rats témoins olive | 0,54 +0,13 2,71£0,16 0,39+ 0,04
(5/)
Rats témocins 0,66 + 0,12 2,62+0,27 0,38 £ 0,05
olive/lin (5/-)
Rats obeses 0,70+ 0,13 5,83 +0,20 0,42 £ 0,06
Rats obeses olive | 0,71 +0,11 4,65 + 0,23 0,39 £0,05
(57)
Rats obeses olive/lin 0,68 + 0,13 3,63+0,28 0,44 £ 0,06
(57)
P (ANOVA) 0,159 0,001 0,161

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type3. rAprés veérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deotadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau Ajg: Marqueurs du statut oxydant/antioxydant de I'intedin chez les différents lots
de rats
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Parametres Protéines MDA Glutathion (umol/g)
carbonylées (nmol/g)

Lots (nmol/g)
Rats témoins 0,98 + 0,74 1,59 +0,13 0,17 + 0,04
Rats témoins olive | 0,77 £0,13 1,58 +0,07 0,20 + 0,03
(5/)
Rats témoins 0,70+0,12 1,61 +0,06 0,21 + 0,04
olive/lin (5/-)
Rats obeéses 2,01+ 0,34 2,46 +0,13 0,15 + 0,05
Rats obeéses olive | 0,86 +0,12 2,37 +0,17° 0,18 + 0,04
(57-)
Rats obeses olive/lin 0,95 + 0,16 1,68 +0,07 0,19 + 0,05
(5/)
P (ANOVA) 0,01 0,01 0,111

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type3. Apres vérification de la distribution
normale des variables (test Shapiro — Wilk), la paraison des moyennes entre les trois groupes
de rats témoins et entre les trois groupes deoltadses est effectuée par le test ANOVA a un
facteur. Cette analyse est complétée par le tesTukey afin de classer et comparer les
moyennes deux a deux. Les moyennes indiquées patettees différentes (a, b, c, d) sont
significativement différentes (P < 0,05).

Blood Oxidant / Antioxidant Status in overfed Aging Rats: comparative effects of
Sunflower and Olive — Linseed Mixture Oil rich Diet s

AYAD Aminal, MERZOUK Hafidd* MERZOUK Sid Ahmed and NARCEMichel®

that older adults are already at risk for oxidant stress,
the additional metabolic perturbations of obesity

Obesity, one of the most common health
problems, is associated with glucose and lipid

metabolism abnormalities, increased cardiovascular
. . . 1 . o .

risk and oxidative stress'". Aging is also associated
with an increase in oxidative stress”. Considering
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aggravated the susceptibility to oxidant stress.
Modulating age-related oxidative stress via dietary
interventions could reduce free radical production



and significantly improve health in aging.

Consumption of vegetable oils is found to
protect against lifestyle diseases. Sunflower oil, a fat
source rich in C18:2n-6, has beneficial effects on
plasma lipid profile but has proinflammatory effects®.
Olive oil, a typical component of the Mediterranean
diet containing MUFA, is associated with decreasing
obesity rates. Intake of n-3 PUFA has also been
associated with positive effects on obesity, metabolic
syndrome and insulin sensitivity. In addition,
vegetable oils containing n-3 a-linolenic acid such as
linseed oil, have been shown to cause less oxidation
than fish oil containing n-3 PUFA in rats. The effects
of vegetable oils on oxidant / antioxidant balance in
aged rats represented a good approach to provide a
healthier aging[4].

Experimental obesity can be produced by dietary
manipulations. Offering rats a variety of snack-type
foods, normally consumed by humans, in a
multichoice "cafeteria" arrangement has been shown
to produce hyperphagia and obesity. This cafeteria
feeding is believed to be a reliable model for dietary
obesity in humans, since humans also tend to overeat
when offered a variety of palatable foods. Cafeteria
diet induced an increase in lipogenic capacity in
adipose tissue, impaired glucose homeostasis, altered
metabolism and  oxidative stress”.  Further
investigations are necessary to determine the effects
of dietary oils on redox status in cafeteria fed obese
rats, and especially aged rats.

doi: 10.3967/0895-3988.2013.08.008

It was, therefore, thought worthwhile to
undertake a study in order to evaluate plasma and
erythrocyte markers of oxidant/antioxidant status in
aging obese rats fed diets enriched or not in
vegetable oils (sunflower, olive and linseed). The
purpose of this study was to determine whether
dietary oils improved or not oxidative stress in aging
obese rats.

The study was conducted in accordance with the
national guidelines for the care and use of laboratory
animals. All the experimental protocols were
approved by the Regional Ethical Committee. Aging
male wistar rats (aged 10 months, n = 20), weighing
400 to 420 g, obtained from Animal Resource Centre
(Algeria) were randomly assigned to one of 4
experimental diets. The control group (control, C, n
=8) was fed standard laboratory chow (ONAB, Algeria)
supplemented with sunflower oil. In group 2 (control
olive linseed, COL, n=8), rats were on standard chow
supplemented with the combination of olive-linseed
oils (2.5% olive oil and 2.5% linseed oil; g per 100 g
diet). The cafeteria group 3 (diet induced obese, CAF,
n=8) was fed a palatable rich-fat diet supplemented
with sunflower oil. In group 4 (diet induced obese
olive linseed, CAFOL, n=8), rats were on cafeteria diet
supplemented with olive-linseed oil mixture (2.5%
olive oil and 2.5% linseed oil). The composition of the
four diets is listed in Table 1.

At the end of the experimental period (two
months), the animals were kept for overnight fasting.
They were anaesthetized with intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg of body
weight). Blood samples were assayed for biochemical
parameters.

Significant differences among the groups were
analyzed statistically by a one-way analysis of
variance (ANOVA) and Fisher least significant
difference tests.

The cafeteria diet was associated with increased
body weight and weight gain compared to standard

1. Laboratory of Physiology and Biochemistry of Nutrition, Department of Biology, Faculty of Natural and Life Sciences, Earth and Universe,
University Abou-Bekr Belkaid, Tlemcen 13000, Algeria; 2. Department of technical sciences, Faculty of Engineering, University Abou-Bekr
Belkaid, Tlemcen 13000, Algeria; 3. INSERM UMR 866, “Lipids Nutrition Cancer”, University of Burgundy, Faculty of Sciences, 6 Boulevard

Gabriel, Dijon 21000, France.
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chow, regardless of oil supplementation (Table 2). with control animals fed the sunflower oil enriched
Supplementation with olive-linseed oil mixture standard chow. Food and energy intakes in the
induced a reduction in body weight and in weight control and cafeteria induced obese rats fed with the
gain in both control and obese aging rats. As olive-linseed oil (COL, CAFOL) supplemented diets
expected, the sunflower oil enriched cafeteria fed were significantly lower than those in the rats fed on
rats had a higher food and energy intakes compared the standard diets (C, CAF).

Table 1. Composition of experimental Diets

Control Diet (C) .Control F)Iive Cafeteria Diet ) Cafetel:ia Olive
Linseed Diet (COL) (CAF) Linseed Diet (CAFOL)
Energy sources (% energy)
Protein 20 20 16 16
Carbohydrate 60 60 24 24
Fat 10 10 50 50
Sunflower oil 10 - 10 -
Olive oil - 05 - 05
Linseed oil - 05 - 05
Vitamin E (mg/100g) 5 3 5.50 3.50
Energy (Kcal/100g) 386 386 523 523
(% fatty acids)
SFA 29 20 44 34
C18:1n-9 21 28 28 31
C18:2n-6 46 36 27 23
C18:3n-3 3 15 1 12
C20:4 n-6 1 1 0 0
n-9/n-3 7 1.87 28 2.58
n-6/n-3 15.66 2.46 27 1.92

Note. The control and cafeteria diets, in powder form, were supplemented with the purified oils as
indicated. SFA: saturated fatty acids. Fatty acid composition was analyzed by gas liquid chromatography, INSERM
UMR 866, “Lipids Nutrition Cancer”, University of Burgundy, France.

Table 2. Body Weights and Biochemical Parameters of the Rats

Control rats Cafeteria obese rats P (ANOVA)
C coL CAF CAFOL
Body weight (g) 541.66+6.73° 501.43+6.76° 616.67+8.13" 565.7116.1" 0.0001
Weight gain (g) 16649.77° 13146.31° 250.2549.11° 185+14.22" 0.001
Food intake (g/day/rat) 44.38+1.67° 31.88+1.04° 52.28+2.07° 36.7541.17° 0.001
Energy Intake (Kcal/day/rat) 171.66+8.89° 123.0546.01° 277.51+13.08° 192.52+8.9° 0.001
Glucose (g/L) 1.02+0.08° 0.81+0.06° 1.45+0.04° 1.1440.06° 0.001
Cholesterol (g/L) 1.29+0.03° 0.80+0.03° 1.86+0.03° 1.22+0.04° 0.001
Triglycerides (g/L) 1.1440.03° 0.57+0.01° 1.97+0.03° 0.58+0.01° 0.001
Vitamin C (umol/L) 12.67+1.02° 25.0041.13° 5.00+0.46" 20.07+1.80° 0.001
GSH (nmol/g Hb) 6.36+0.82° 4.57+0.80" 3.66+0.75° 6.23+0.67° 0.001
Hydroperoxides (pmol/L) 0.83+0.03" 0.58+0.03° 1.70+0.05° 0.68+0.04° 0.001
Carbonyl proteins (umol/L) 0.95+0.04" 0.72+0.03° 1.8340.06° 0.71+0.04° 0.010

Note. Values are presented as means * standard deviations (SD). C: aged rats fed control diet. COL: aged
rats fed control olive-linseed diet. CAF: aged obese rats fed cafeteria diet. CAFOL: aged obese rats fed cafeteria
olive-linseed diet. Values with different superscript letters (a, b, c, d) are significantly different (ANOVA).
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Plasma glucose, cholesterol and triglyceride
levels were significantly higher in aging cafeteria
induced obese rats fed (CAF) than control group (C).
Olive-linseed oil supplementation induced a
significant reduction in glycemia and in lipidemia in
both control and obese rats.

Plasma vitamin C levels were reduced in CAF rats
compared to control rats (Table 2). Olive-linseed oils
supplementation induced an increase in vitamin C
amounts in aging rats, both obese and controls
(CAFOL and COL) compared to sunflower oil
supplementation. Cafeteria diet induced a decrease
in erythrocyte reduced glutathione levels (GSH) in
aging obese rats. Olive-linseed oil supplementation
increased GSH levels in obese rats (CAFOL) but not in
control rats (COL). Plasma hydroperoxide and protein
carbonyl levels were enhanced in CAF rats compared
to control rats. Olive-linseed oils supplementation
induced a reduction in hydroperoxide and protein
carbonyl amounts in both aging obese and control
rats (CAFOL and COL).

Erythrocyte catalase and SOD activities were
increased in CAF rats compared to controls (Figure 1).
Olive-linseed oils supplementation induced a
reduction in catalase activities in both obese and
control rats (CAFOL and COL). However, olive-linseed
oil supplementation induced a fall in SOD activity only
in aging obese rats (CAFOL).

350~ Catalase (U/g Hb)
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200
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Figure 1. Erythrocyte antioxidant enzyme
activities in the study rats. Values are
presented as means * standard deviations
(SD). Values with different superscript letters
(a, b, c) are significantly different (P < 0.05).

It is well known that during aging, metabolic
dysfunctions take place, leading to altered lipid and
glucose metabolism. The free radical theory of aging
has provided one of the suggested mechanisms to

explain the age-related diseases. In fact, aging is
associated with oxidative stress”. All these
alterations are also observed in obesity, and they
would be worsened in the aging — obesity association.
Under some experimental conditions, it has been

shown that reducing free radical production can
significantly increase lifespan. These observations
have suggested the possibility of modulating
age-related genes via pharmacological or dietary
interventions. The beneficial effects of MUFA and n-3

PUFA on metabolic diseases are widely studied but
their effects on obesity during aging remain to be
examined. In this study, experimental obesity was
produced by cafeteria diet in aging rats. Aging rats
fed this cafeteria diet (CAF) had an increase in food
and energy intakes and were heavier than rats fed
control standard diet (C), in agreement with our

previous studies on younger rats”’. CAF also induced

hyperglycemia and hyperlipidemia in aging rats.

These obese aging rats presented also an
oxidative stress. In fact, the elevated levels of plasma
hydroperoxides and protein carbonyls suggested an
increased in lipid peroxidation and protein oxidation
in these aging obese rats, in agreement with previous
studies'. In addition, levels of erythrocyte GSH, one
of the most important cellular antioxidant defense
mechanisms, were reduced in obese rats compared
to controls. A fall in GSH content of aging tissues and
also in obesity has been previously established.
Hyperphagia-induced obesity by cafeteria diet also
promotes a decrease in GSH levels.

The levels of plasma vitamin C were lower in
obese aging rats than controls. In our study, low
levels of vitamin C could reflect their high utilization
rate, suggesting that this vitamin may be used to
reduce oxidative stress in obese rats.

Aging obese rats showed also high catalase and
SOD activities. Reactive oxygen species often
stimulate the production of antioxidant molecules.
The increase in plasma lipid peroxidation and protein
oxidation in obesity seen in the present study was
associated with enhanced erythrocyte antioxidant
SOD and catalase activities in obese rats suggesting
an upregulation of these enzymes. Other studies
have previously reported increased activity of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and
decrease in GSH with age reflecting increased
oxidative stress in higher age groupsm. Significant
redox imbalance was observed in aged rats fed
sunflower oil®®.

In this study, we have chosen to test a
combination of two oils largely used in the
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Mediterranean diet, olive oil and linseed oil, to mimic human consumption. Olive-linseed oils supplementation had beneficial
effects including lower body weight, decreased plasma glucose and lipids and reduced oxidative stress. These observations
corroborated with previous reports on

MUFA and n-3 PUFA™. The observed beneficial

effects could be attributed to both olive oil and

linseed oil.

The positive effects of n-3 PUFA-based diets on less weight gain, lipid and glucose metabolism, such as lower plasma
cholesterol, triglyceride, glucose and insulin levels have been described extensively before, and were explained by reduced
resorption of dietary calories, enhanced insulin secretion from pancreatic beta-cells, enhanced thermogenesis and increased
fatty acid oxidation™.

It has been demonstrated that olive oil-rich or ALA-rich diets decrease the rate of peroxidation and production of free
radicals®?. Olive oil has exerted marked antioxidant effects due to high oleic acid and phenolic compoundsllo]. We have found
that sunflower oil possess the highest content of vitamin E. The beneficial effects of olive and linseed oils on redox balance
were then not related to oil vitamin E
contents but possibly to fatty acid composition or phenolic contents.

In this study, the reduction in plasma hydroperoxide and carbonyl protein levels after olive-linseed oils supplementation
could be due to an increase in the body’s antioxidant capacity leading to reduced lipid and protein oxidation. In addition, GSH
levels were increased by oil supplementation in obese rats. Vitamin C was high suggesting that this vitamin was less used
related to low oxidative stress after oil supplementation. SOD and catalase activities were reduced by olive and linseed oils
suggesting low oxidative stress in CAF group.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to study how djatéive and linseed oils modulate the rat metabmigponses to
cafeteria diet during aging. Male older rats (teromths aged) weighing 350 to 400g were fed a stahdhow or a
cafeteria diet containing either olive oil (5%) alive-linseed oils (2.5% olive, 2.5% linseed) farot months.
Changes in serum glucose, cholesterol and tragige levels, liver and adipose tissue lipids afadty acid
composition, hepatic triglyceride lipase (HTGL),iake tissue lipoprotein lipase (LPL) and hormoresstive
lipase (HSL) activities and intracellular redox &ta (glutathione, malondialdehyde and carbonyl eiad) were
determined at the end of the experiment. The cé&etiéet intake led to higher energy intake wittglhér body
weight, hyperglycemia, hyperinsulinemia, higminemia and hyperlipidemia, liver anadipose lipid
accumulation, alterations in lipolytic enzyme attids (high HSL and low HTGL activities) and intedlular
oxidative stress (high malondialdehyde and carbgmgkein levels) in older rats. Olive oil and oliiaseed oils
supplementation modulated liver and adipose tigaudein, cholesterol and triglyceride contents iatlp control
and obese older rats, with beneficial effects rsglin lower energy intake and lower body weidbtyer adipose
fat deposition, decreased lipids, upregulated lpiol enzyme activities and reduced intracellulaidative stress.
The combination olive-linseed oils appeared to heereffective in metabolic improvements especiallpbese
older rats. In conclusion, olive-linseed oils suppkentation induced lower energy intake associatedarn
improvement of metabolic alterations observed iesitly during aging in rats.

Key words: aging, cafeteria diet, linseed oil, metabolism,sitye olive oil.
Abbreviations

ALA: a-linolenic acid

C: control rats fed standard chow

CO: control rats fed the olive supplemented corttret

COL: control rats fed the olive-linseed supplemedrdentrol diet
DTNB: 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid

GSH: reduced glutathione HSL:

hormone sensitive lipase HTGL:

hepatic triglyceride lipase LPL:

lipoprotein lipase

MDA: malondialdehyde

MUFA: monounsaturated fatty acid

O: obese rats fed cafeteria diet

OL: obese rats fed the olive supplemented cafetiéeia

OOL: obese rats fed the olive-linseed supplemecaéeteria diet
PNPB:p-nitrophenylbutyrate



Hafida Merzouk et al J. Nat. Prod. Plant Resour., 2013 3 (2):61-71

PUFA: polyunsaturated fatty acid
SFA: saturated fatty acid

TBA: thiobarbituric acid

VLDL: very low density lipoprotein

INTRODUCTION

Obesity is an important metabolic disorder chamr@med by reduced insulin sensitivity and lipmetabolism
abnormalities, in both animal models and humans $Everal lipid abnormalities have been observetuding
plasma and tissue cholesterol and triglyceride metation with altered fatty acid metabolism. Additally, lipid
alterations have been considered as a contribdtmtpr to oxidative stress in obesity [2]. In fadbesity is
associated with increased production of reactiwger species as well as reduced antioxidant defmesdanisms
[3]. In obese patients, the increase in oxidatimsendge may be a consequence of hyperglycemia, Ipiderhia,
increased tissue lipid levels, inadequate antioxidiefenses, increased rates of free radical faomand chronic
inflammation [3]. Aging is also associated with almal lipid metabolism and increased systemic dirdastress
[4]. Elevations in oxidative products with agingeanormally associated with increased levels of gedous
antioxidants [5]. However, the free radical a@tion has been shown to increase within agkejetal and
myocardial muscle and liver at a rate that excébedsncreased antioxidant capacity of the tissyé][®xidative
stress is associated with increased susceptitnlitie onset of age-related diseases [5]. Sincer @dults are at risk
for lipid alterations and oxidant stress, the dddal presence of obesity could enhance these wiatab
abnormalities. We have previously shown that olvatehad increased oxidative stress which was maneounced
with advancing age [7].

On the other hand, modification of dietary fat casition may influence metabolic disorders assodiatéth
obesity [8]. Saturated fat- rich diets resultecireduction in insulin sensitivity and an increaseerum cholesterol
and triglyceride levels and in body weight [9]. Hower, diets containing unsaturated fatty acids cedbe risk of
developing metabolic diseases [10]. Olive oil, th&in source of fat in the Mediterranean diet, ¢b iin oleic acid, a
monounsaturated fatty acid (MUFA), and may havdthdsenefits [11]. Recent studies have shown tietsdich in
MUFAs have favorable effects on the coagulationcpss, inflammation, reduce fasting plasma glucose
concentrations and improve insulin sensitivity [11]

In the same way, considerable interest has besergted over the last decade on the potential obin-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) in the prevamtif metabolic diseases. The modulation of thettg fcids in
the diets plays an important role in the preventim treatment of coronary heart diseases, hymo@nauto-
immune disorders and cancer [12,13].

An important source of dietary n-3 PUFAddinolenic acid (ALA, 18:3 n-3), supplied by vegbta sources such as
linseed oil. Evidence has shown tinaB fatty acids lower both plasma cholesterol afglytrerides and are useful in
treating dyslipidemia in diabetes [13,14]. The efffef PUFAs on insulin sensitivity is well knowndJL There is
some experimental evidence tla8 PUFA-enriched diets lead to changes in enerdgnica and in body weight,
with beneficial effects on insulin resistance [8,1The administration oh-3 PUFAs -rich diets increased lipid
peroxidation [17] while the olive-rich diet resudtén less oxidative stress in rat tissues compaiiéid a diet based
on sunflower oil [18].

The liver and adipose tissue play an important ilatty acid metabolism. Most of oleic acid andAdare stored
in adipose tissue [19]. These fatty acids are at®ul in the carbon recycling pathway for tleenovdipid synthesis
or in beta-oxidation or converted to long-chain PlFn numerous mammalian tissues, including I\208][ The
impact of dietary fatty acid composition on liverdaadipose tissue lipid metabolism has been exattiyesome
authors [20,21,22]. However, although it is weltdmented that the consumption of diets high in MUiAn n-3
PUFA can improve metabolic alterations, their bamiaif effects on obesity during aging have not bekrtidated.
Indeed, most studies have employed only one higfefanula in contrast with standard chow and did aoalyze
the influence of the combination of different fa#tgids in the model.

This paper is the first attempt to understand hbes ¢combination of dietary n-3 PUFA and MUFA affetite

metabolic responses of aged rat to cafeteria digh, special attention to liver and adipose tisbpigl profiles and
oxidant / antioxidant status. To mimic human diets,used the combination of two oils, olive andgded oils. The
cafeteria feeding is believed to be a reliable rhoflélietary obesity in humans and we have previpskown that
offering rats a variety of snack-type foods induadxbsity, oxidative stress and several liver anighas® tissue
metabolic alterations [23,24]. Our hypothesis &t tihe type of dietary fat is an important factardulating obesity-
related changes in aging.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental protocol

Older male wistar rats (aged 10 months, n = 48)ghweg 350 to 400g, were obtained from Animal Reseu
Centre (Algeria). Animals were housed at 20 + 292 - 3 in each cage, and maintained on a 12:lighivdark
cycle. Rats were randomly assigned to one of 6 ramgatal diets. The control group (control, C, n3s fed
standard laboratory chow (ONAB, Algeria). In gro@p(control olive, CO, n=8), rats were on standahdve
supplemented with olive oil (5%). In group 3 (camtolive linseed, COL, n=8), rats were on standendw
supplemented with the combination of olive-linsedd (2.5% olive oil and 2.5% linseed oil). The etfia group 4
(diet induced obese, DIO, n=8) was fed a palateblefat diet. In group 5 (diet induced obese qlil¢00, n=8),
rats were on cafeteria diet supplemented with obite(5%), and in group 6 (diet induced obese olivseed,
DIOOL, n=8), rats were on cafeteria diet suppleradniith the combination of olive-linseed oils (2.5%%ve oil
and 2.5% linseed oil). The control diet (386 kddld) was composed of 20% of energy as protein, 8D&mergy
as lipids and 60 % of energy as carbohydrates. chimponents of the cafeteria diet were grinded petiéese,
bacon, chips, cookies and chocolate (in a propomin2:2:2:1:1:1, by weight) and control diet (nuahtrol diet).
The composition of the cafeteria diet (528alkl00 g) was 16% of energy as proteindo2df energy as
carbohydrates and 60% of energy as lipids. Thg fattd composition of the six diets is listed inbl&al. Pure
linseed and olive oils were obtained from INRA (INRAlgeria). Fresh food was given daily and foothke and
body weights were recorded. Rats were killed &teeeks of feeding.

The study was conducted in accordance with themnatiguidelines for the care and use of laboradmiynals. All
the experimental protocols were approved by thaéd®ed Ethical Committee.

Blood and tissue samples

At the end of the experimental period (two montlieg animals were kept for overnight fasting. Thegre

anaesthetized with intraperitoneal injection of isod pentobarbital (60 mg/kg of body weight). Thedd was
drawn from the abdominal aorta, and serum was fmeglucose and lipid determinations. The liver amilominal
(perirenal and epididymal) white adipose tissueemamoved, washed with ice-cold saline, quicklytteld and
weighed. An aliquot of each tissue was homogenizezh Ultraturrax homogenizer (Bioblock Scientifltkirch,

France) for lipid extraction. A second aliquot &fstes was homogenized in 10 volumes of ice-coldnh@ol/|

phosphate-buffered saline (pH 7.4) containthg5% KCIl. The homogenate was subjected t®080 g
centrifugation at 4°C for 15 min. The supernataactions were collected and used for biochemical sdox
markers determinations. For lipoprotein lipase (LRCttivity, tissue homogenates in 0.9% (w/v) Na@htaining
heparin (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) were prefaae described by Mathe et al. [25]. Another altqpfoadipose
tissue portion was homogenized in ice cold buftertaining 0.25M sucrose, 1 mM dithiothreitol andhl EDTA,

pH 7.4, supplemented with 20 mg/ml leupeptin, 2 migéntipain and 1 mg/ml pepstatin, and was usedtter
adipose hormone-sensitive lipase (HSL) assay asitded by Kabbaj et al. [26].

Chemical analysis

Serum glucose was measured using the Trinder ghukibgSigma). Serum and tissue triglyceride andlesterol
were measured using colorimetric enzymatic kitscfioDiagnostics). For these enzymatic methodsinteeassay
CV (coefficient of variance) was in the rangf 1.7 to 3%. Serum HDL- and LDL/VLDL-Obsterol
concentrations were determined by an enzymaticricadtric test provided by Bioassay Systems Kitsthvan
interassay CV of 2 to 3.5%. Plasma creatinine, e uric acid were measured using enzymatic cukdric
methods (Kits from BioAssay Systems, CA), with aterassay CV of 1.3 to 2.5%. Serum insulin, adiptineand
leptin concentrations were analysed using RIA With antibodies to authentic rat insulin, adipoiveetnd leptin
respectively (Linco Research), with an interass&/ & 3 to 5%. Total lipids of liver and adiposestie were
extracted by chloroform/methanol (2:1, v/v). Lipidere transmethylated and fatty acids were analymedas—
liquid chromatography as previously described [P3btein contents of tissue homogenates were detednby the
method of Lowry et al. [27], with BSA as the stardia

Determination of lipolytic activities

To estimate adipose hormone sensitive lipase (HEEL3.1.1.3) activity, a spectrophotometric esteessay based
on the hydrolysis of PNPBa{nitrophenylbutyrate) was used as described by Kpbbal. [26], with an interassay
CV of 4.5%. Hepatic triglyceride lipase (HTGL) aadipose tissue lipoprotein lipase (LPL) activitiesre assayed
in the supernatants containing heparin-releasdpbsds described by Nilsson-Ehle and Ekman [28th wein
interassay CV of 4%. We have previously reportdditfeon these enzymatic methods [24,29].
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Determination of tissue oxidant / antioxidant stegu
The tissue malondialdehyde (MDA) levels, a marKdipid peroxidation, were determined in tissue eugatants by

the method of Draper and Hadley [30] based on #aetion of MDA with thiobarbituric acid (TBA) at 9%:.
Carbonyl proteins (markers of protein oxidation)reveassayed by the 2,4-dinitrophenyl hydrazine reacas
described previously [31]. Tissue reduced glutatei¢(GSH) levels were measured using a Bioxytech -@@kit
(OXIS International, Inc., Portland, OR, USA).

Statistical analysis

Results are expressed as means * standard de\(&@jnThe results were tested for normal distidnuusing the
Shapiro—Wilk test. Data not normally distributedrevdogarithmically transformed. Significant diffeiees among
the groups were analyzed statistically by a one-aralysis of variance (ANOVA). When significant clgas were
observed in ANOVA tests, Fisher least significaiftedlence tests were applied to locate the soufcgigmificant
difference. The individual effects of the diets ahd oil supplementations were distinguished by-tvay ANOVA.
The significance level was set Bt< 0.05. These calculations were performed using BEAICA version 4.1
(STATSOFT, Tulsa, OK).

RESULTS

Body and organ weights, food and energy intakesindy rats

The cafeteria diet was associated with incrédsedy weight and weight gain compared to ddash chow,

regardless of oil supplementation (Table 2). Suppiatation with olive oil or with the combination olive—linseed
oils induced a reduction in body weight and in virtigain in both control and obese aged rats. Bathidduced
obese (DIOO) and control (CO) rats from groups dedolive diets showed the lowest body weight coragan
those fed on the standard basal diets (C, DIOherotive-linseed supplemented diets (COL, DIOOR¥@.0001).
As expected, diet induced obese rats in the céeied groups had a higher food and energy intakespared with
control animals. Food and energy intakes in therobmand diet induced obese rats fed with the olive(CO,

DIOO) or the olive—linseed oil (COL, DIOOL) supplented diets were significantly lower than thoséhim rats fed
on the standard diets (C, DIG<0.001).

Compared with the controls, aged diet induced obatsehad a significantly higher adipose tissue lared weight
(Table 2). Oil supplementation significantly redd@dipose and liver weights in diet induced obese P<0.001).
Diet induced obese rats fed on the olive -linseet (IOOL) had significantly decreased adipossuésthan those
fed on the olive diet (DIOO). Liver weight did ndiffer between control rats in the three diets @ énd COL.
However olive-linseed diets exerted an adiposeai¢isseight-decreasing action in control and dietugeti obese
groups. Two-way ANOVA indicated significant effectsdiet and oil supplementation for all these paeters P<
0.01).

Serum glucose, lipid and hormone levels in studysra

Serum glucose levels were significantly highergeddiet induced obese rats fed on basal cafetetigDI10) than
control groups (C, CO, COL)PE0.001). Qil supplementation induced a significeaduction in glycemia in both
control and obese rats, with a more distinct falltioe olive oil supplemented diets compared toolhe-linseed oil
diets especially in the diet induced obese ratdblera). Two-way ANOVA revealed an effect for bothetdiet
(P=0.002) and the oil supplementatié?+(0.006) on serum glucose concentrations.

Serum cholesterol, triglyceride and LDL/VLDL-C ldsewere increased in diet induced obese rats coedptar
controls (Table 2). These values were significadttgreased with oil supplementation of the basetsdin both
control and diet induced obese rad®s(.001). A comparable reduction was obtained witheaoil and olive-linseed
oil combination with respect to serum cholesterad 4DL/VLDL-C. However, the fall in serum triglyciele was
most pronounced on the olive-linseed oil diet cared to olive oil diet. There was no difference sarum
triglyceride levels among control and diet inducégse groups fed on olive-linseed supplemented.diéere were
significant effects (two-way ANOVA) of the diet amdl supplementation on cholester&= 0.006 andP= 0.007
respectively), triglycerideR= 0.004 andP= 0.002 respectively) and VLDL/LDL-C P& 0.007 andP= 0.008
respectively) concentrations. Neither the diet tier oil supplementation affected HDL-C levels ire thats, as
revealed by two-way ANOVA.

Serum insulin, adiponectin and leptin levels wemeréased in diet induced obese rats comparedoixrols
(P=0.001) (Table 2). These values were significaddgreased with oil supplementation in diet inducbdse rats
but not in controls. Hormone variations were magopaent in the olive-linseed oil diet than in olieit diet. Two-
way ANOVA revealed that the oil supplementation dat influence insulin, leptin and adiponectin cemations
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(P=0.320); however, these hormone concentrations w&éexted by the dietR<0.005) and by the interaction
between the diet and oil supplementatiBa.002).

Table 1. Fatty acid composition of experimental dies

Control diet Control olive Control olive linseed  Cafeteria diet  Cafeteria olive diet ~ Cafeteria olive linseed

()] diet (CO) diet (COL) (DIO) (DIOO) dieD(OO0L)
(% fatty acids)

SFA 29 22 20 44 39.50 34
C18:1n-9 20 30 28 28 33 31
C18:2n-6 46 44 36 27 26.50 23
C18:3n-3 3 3 15 1 1 12
C20:4n-6 2 1 1 0 0 0

n-9/n-3 7 7 1.87 28 33 2.58

SFA: saturated fatty acids. Fatty acid compositiaas analyzed by gas liquid chromatography as meatian material and method section.

Table 2. Characteristics of the study rats

Control rats Diet induced obese rats P
C co coL DIO DIOO DIOOL __ (ANOVA)
Body weight (g) 541.66+6.7F 463.33#547° 501.43+6.76°  616.67#8.13° 530.00£7.31° 565.71#6.1°  0.0001
Weight gain (g) 166£9.77°  97.42+7.92°  131+6.31° 250.25+9.11° 170.36+8.03° 185+14.22°  0.001
Food intake (g/day/rat) 44.38+1.67° 28.13+1.38"  31.88+1.04°  48.88+2.07° 31.88+212° 33.75:1.77°  0.001
Energy Intake (Kcal/day/rat) 171.668.8¢ 108.5&7.18' 123.0%6.0° 277.5113.08 180.739.3 1915289  0.001
Liver weight (g) 20.9t1.43  19.631.2F  20.6E1.3°  26.081.20  23.281.09 23.3¢:1.1F  0.001

Adipose tissue weight (g) 8.5%0.6F  7.450.31° 6.3%:0.58 18.781.20  13.221.09 9.06:0.64  0.0001
Serum characteri stics

Glucose (g/L) 1.02+0.08°  0.79+0.07° 0.81+0.06° 1.45+0.04 0904005  1.14+0.06°  0.001
Cholesterol (g/L) 1.20+0.03°  0.81+0.02 0.80+0.03° 1.86£0.0%° 1.23+0.02°  1.22+0.04°  0.001
Triglycerides (g/L) 1.14:0.09  0.73:0.0T 0.570.01° 1.97%0.03 1.150.09 05%0.01 0.0001
HDL-C (g/L) 0.63+0.08 0.51+0.06 0.50+0.07 0.54+0.06 0.60+0.05  0.63+0.06 0.124

LDL/VLDL-C (g/L) 0.64+0.05°  0.30£0.04°  0.31+0.05° 1.300.0€° 0.62+0.04°  057+0.05°  0.001
Insulin (ng/mL) 1.36:0.11¢  1.34+0.06° 1.32+0.09¢ 2.33+0.16° 1.86+0.14°  152+0.15°  0.001

Adiponectin(ug/mL) 3.68:0.37  3.12+#0.43  3.10+0.37 6.56+0.24 5.37%0.26  4.79%0.21 0.001
Leptin (ng/mL) 4674036  4.2260.41° 4.38+0.31° 8.45t0.45 6.63t0.3%  5.22¢0.28 0.001

Values are presented as means + standard devia®D}. C: aged rats fed control diet. CO: aged ti@d control olive diet. COL: aged rats fed
control olive-linseed diet. DIO: aged diet inducgltkse rats fed cafeteria diet. DIOO: aged diet oatliobese rats fed cafeteria olive diet.
DIOOL: aged diet induced obese rats fed cafeteligedinseed diet. Values with different superschgtters (a, b, c, d, e) are significantly

different ( P < 0.05).

Table 3. Liver and adipose tissue lipid and proteirtontents of the study rats

Control rats Diet induced obese rats
C Cco CcoL DIO [o]@) DIOOL P (ANOVA
Liver
Lipids (mg/g) 101.5313.80 50.726.57 100.6215.38 188.3%14.33 142.1%15.43 132.2318.72 0.001
Proteins (mg/g) 149.41#12.60 39.0G:6.46° 57.36:6.57 152.1211.86 121.2%11.17 88.14:12.1% 0.0001

Cholesterol (mg/g)  21.4G:2.22  10.531.66  9.24t1.15  36.932.86  13.4Gt1.48  14.941.67 0.0001

Triglycerides (mg/g) 39.60:2.63  20.6Q:1.84  19.24t1.36'  59.00:1.6C} 28.2:2.2F  20.031.05' 0.001
Adipose tissue

Lipids (mg/g) 225.0@16.85 123.6117.88 143.3&13.0F 345.0%14.24 226.9%12.3¢ 178.1415.43  0.001
Proteins (mg/g) 5425388  34.751.2¢ 35.061.08'  61.53+3.59  56.7#3.58  50.86:4.7F 0.01
Cholesterol (mg/g)  6.70+0.88 4.78t0.46 2.23:0.27 9.87:0.8% 6.36£0.45 3.08:0.7¢" 0.0001
Triglycerides (mg/g) 83.5(£5.16  51.5@3.25'  49.25.15  167.60+7.07 95.10+4.05  76.36:3.63 0.001

Values are presented as means + standard deviaf®b$. C: aged rats fed control diet. CO: aged ri@s control olive diet. COL: aged rats fed
control olive-linseed diet. DIO: aged diet inducgltkse rats fed cafeteria diet. DIOO: aged diet oetliobese rats fed cafeteria olive diet.
DIOOL: aged diet induced obese rats fed cafeteligedinseed diet. Values with different superschgtters (a, b, c, d, e) are significantly

different ( P < 0.05).

Liver and adipose tissue lipid and protein conteatsd fatty acid composition

Older diet induced obese rats (DIO) had signifigahigher liver and adipose tissue lipid contetiart control rats
(C) (P=0.001) (Table 3). The olive oil supplemented digiificantly decrease liver lipid levels while tléve-
linseed oil diet did not affect these levels in ttohrats. Adipose tissue lipid contents were desesl by oil
supplementation with a more distinct fall on thv@loil supplemented diet in control rats (CO).
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Liver lipid contents were decreased in diet induobdse rats by oil supplementation. Adipose tidipig contents
were also reduced by oil supplementation with aentbstinct fall on the olive-linseed oil diet inetlinduced obese
rats (DIOOL). Two-way ANOVA showed significant effs of the diet and the oil supplementation onrliaed
adipose tissue lipid conten80.006).

Table 4. Fatty acid composition of liver and adipos tissue of the study rats

Control rats Diet induced bese rats
C co CoL DIO DIOO DIOOL P
(ANOVA)
Liver
SFA 42.231.38 29.671.41° 2594133 47.9%1.48 39.6%#1.27 31.06:1.58 0.0001
C18:1 n-9 17.681.0" 28.231.08% 25.26:1.12 18.021.07 22.0%1.48 20.511.66 0.0001
C18:2n-6 19.2241.21° 19.921.20 17.961.04 22.3%1.1F 20.6#1.38 19.121.08 0.001
C18:3n-3 0.50+0.08 0.44+0.08 7.88+1.0F 0.46+0.07 0.67+0.14 7.73+0.93 0.001
C20:4 n-6 17.3#1.23 1851255 16.921.33 9.15+1.04 14.26:1.1F 17.021.2% 0.001
C20:5n-3 3.46 +0.54 2.98+0.58 5.85+0.56 1.63+0.3F 1.54+0.4Z7 4.53+0.77 0.001
Adipose tissue
SFA 31.741.2F7 2254115 23.1%1.23 36.621.1F 34.131.04 28.7G:1.25 0.0001
C18:1 n-9 28.731.06' 40.19%1.44 3566:1.67 33.841.24 37.8%#157 36.141.63  0.0001
C18:2n-6 26.991.4F 26.30:1.67 25.081.84 29.82%1.35 18.221.27F 22.07#1.2T 0.001
C18:3n-3 0.85+0.1C¢ 0.64+0.06 5.48+0.88 0.58+0.07 0.52+0.08  3.09+0.54 0.001
C20:4 n-6 10.74:1.72 9.33+1.3F 8.22+1.8% 3.14+0.589 8.38x1.77 8.23+1.6% 0.01
C20:5n-3 0.60+0.08 0.50+0.07 1.88+0.26 0.53+0.04 0.50+0.08 1.60+0.4T7 0.01

Values are presented as means + standard devia{®b3. C: aged rats fed control diet; CO: aged rid control olive diet; COL: aged rats
fed control olive-linseed diet; DIO: aged diet irdul obese rats fed cafeteria diet; DIOO: aged uliéticed obese rats fed cafeteria olive diet;
DIOOL: aged diet induced obese rats fed cafeteliizedinseed diet; SFA: saturated fatty acids. \édwvith different superscript letters (a, b, c,

d, e, f) are significantly different ( P < 0.05).

Liver protein contents in diet induced obese ragsevsimilar to those in controls (Table 3). Howeeglipose tissue
protein contents were high in diet induced obete(Rx0.01). Oil supplementation significantly decreabeer and
adipose protein levels in aged control rats (CO @ad. versus C), and in aged diet induced obesg 430 and
DIOOL versus DIO), with a pronounced effect of elilnseed combination in obese group. Although tvayr
ANOVA showed significant diet effects on adipossstie protein content®£0.02) and no effect on liver protein
contents, oil supplementation and the interactifface between diet and oil were significant on dissprotein
contents P<0.005).

The obese rats had a higher accumulation of ctestdsand triglycerides in both liver and adipossstie than
controls whatever the diet fe®#<0.001) (Table 3). The olive and olive-linseed dietduced a similar reduction of
the concentrations of liver cholesterol amdjlycerides, and adipose triglycerides in tcoh rats, and liver
cholesterol in obese rats. However, adipose sterlel contents in control rats, liver triglycersddand adipose
cholesterol and triglycerides in diet induced obede were more decreased with the olive-linseetttian the olive
diet. Two-way ANOVA indicated significant effis of diet and oil supplementation for fivand adipose
cholesterol and triglyceride contenB<Q.01).

As expected, liver and adipose tissue fatty acidceatrations reflected dietary fatty acid composit{Table 4).
The proportions of hepatic and adipose saturatitd d@ids (SFA) and monounsaturated fatty acids BAUwere
significantly increased, whereas polyunsaturatétg fecids (PUFA) were decreased in diet inducedselaged rats
(DIO) compared with controls (C), except for high82 n-6 proportions in diet induced obese rat(@01). The
olive oil supplementation induced a significantmidase in SFA and an increase in MUFA in liver adigh@se tissue
lipids of both aged control and diet induced obede (CO versus C and DIOO versus DIO). The olimeded oils
supplementation exerted a significant decrease FA &nd an increase in MUFA, C18:3n-3 and C20:5n-3
proportions in control and obese liver and adiplggds (COL versus C and DIOOL versus DIO). In & to
these modifications, both DIOO and DIOOL rats shdwatso significant lower C18:2n-6 proportion andHer
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C20:4n-6 proportion than in ID rats. Two-way ANOVA indicated significaneffects of diet and oll
supplementation for fatty acidmpgosition (P<0.005).

Control olive rats

Control olive- linseed rats

Diet induced obese rat:
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.
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Figure 1. Hepatic triglyceride lipase ‘HTGL), adipose lipoprotein lipase (LPL) and hormone sesitive lipase (HSL) activities in the study
rats.
Values are presented as means + staddhaviations (SD). Values with different supersdeqters (a, b, care significantly different (P <
0.05).

Liver and adipose tissue lipolyticctivities

The aged DIO rats had low KBL activity and high adipose tissue HSL activityngrared to control values
whatever the diet fed (P=0.001)igkre 1). Olive oil and olive-linseed oils suppleration of the diets induced a
significant enhancement of liver &ipe activity and a significant fall of adipose H&itivity in both control and diet
induced obese rats. The valuegaited after olive oil addition were comparable hose with olive-linseed oils
supplementation in both controlcaabese rats.

Adipose tissue LPL activity did mwary significantly between DIO and C rats (Figdje Olive oil diets enhanced
adipose LPL activity in both agembese (DIOO versus DIO) and control (CO ver8)srats. Olive-linseed diets
induced an increase in adiposelLid control rats (COL versus C) but not in obegs (@IOOL versus DIO). Two-

way ANOVA showed significantféects of diet and oil supplementation for lipolyictivities (P<0.003).

Liver and adipose tissue oxidantiioxidant status

In liver, carbonyl protein and BIA levels were increased in diet induced obese cogdgarcontrol rats, whatever
the diet fed P<0.004) (Figure 2)Olive oil as well as olive-linseed oils induced anigar fall in hepatic carbonyl
protein and MDA levels in obesand control rats. The variations in hepatic ghitate amounts didn’t reach
statistical significance between tHéferent groups. The effects of diet and oil s@omntation and the interaction
effect between diet and oil supplentation were significant on hepatic carbonyl proend MDA levels (Two-way
ANOVA, P<0.001).
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Figure 2. Liver and adipose tissue oxidant/antioxidant status ithe study rats.
Values are presented as means + stadd#eviations (SD). MDA: Malondialdehyde. Valueswiifferentsuperscript letters (a, b, c) are
significantly different ( P < 0.05).

In adipose tissue, protein carbbrand glutathione levels were unaffected by obesitypy oil supplementation
(Figure 2). However, adipose DA concentrations were increased in diet induesbse rats versus controls
regardless of the diet fe@<£0.00]). Although oil supplementation had no significaffeet on adipose MDA levels
in controls, it reduced these levafsdiet induced obese rats with a most pronoureféett on olive-linseed oils
supplementationR=0.001). . Theinteraction effect between diet and oil suppletagon were significant on
adipose MDA levels (Two-waNOVA, P=0.001).

DISCUSSION

In this study, we aimed to verifyhether diet supplementation in olive oil or in olNimseed oils combination have
the potential to counteract the effs of a cafeteria diet on liver and adipose tidgpids, lipolytic activities and
redox status during aging. We alaioned to prove that olive—linseed oils combinatims a more beneficial effect
than olive oil supplementation. i¢ well known that during aging, metabolic dysftions take place, leading to
altered lipid and glucose metabafisinsulin resistance and organ damage. All thetseatibns are also observed in
obesity, and they would be worsarnin the aging — obesity association.

In the present study, palatable ¢afé diet was given to older rats for 8 weeks thuae dietary obesity. Cafeteria
diet feeding induced an increasedatal food and energy intakes that may explain flgadr body and adipose depot
weights, an increase in serum gigse, insulin, leptin, adiponectin and lipid concatitns, hepatic cholesterol and
triglyceride accumulation, in agneent with previous studies [7,23,24,32]. The oldsalrats presented low hepatic
lipase activity compared to contsoKnowing the role of HTGL in hydrolyzing lipopren lipids and in facilitating
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the uptake of lipoprotein lipids by cell surfaceeptors [33], reduced HTGL activity could explaighhcholesterol
and triglyceride concentrations observed in obate Low HTGL activity may limit hepatic lipid ugka. However,
despite low HTGL activity, hepatic cholesterol aridlyceride levels were increased in these obate indeed, in
our present study, diet induced obese older ragsemted significant increases in adipose tissuéesteool and
triglyceride with alterations in adipose lipolygnzyme activities such as an increase in HSL agtigs previously
shown in younger rats [24]. Normal adipose LPL\dgtiwas seen in our obese older rats. It can lygeasted that
high adipose tissue HSL activity and lipolysis witbrmal LPL activity may be a biological adaptatitm a
metabolic alteration, i.e. saturation of the cajyaftir triglyceride storage. In our study, pronoadachanges in the
fatty acid composition of liver and adipose lipmsre also observed in older obese rats. Theseietdrdiuced
obese rats presented a significant decrease indive adipose lipid PUFA contents, balanced byeases in SFA
and MUFA. These observations are in agreement with previous data in younger obese rats [23,24]s It
interesting to note that aged rats responded toafeteria diet in a manner similar to that withugg rats.

These obese older rats presented also an intrecetlxidative stress. In fact, the elevated lewvalshepatic and
adipose MDA and of hepatic protein carbonyls sutggkan increased lipid peroxidation and proteirdation in
these aged obese rats, in agreement with previmaies [2,3,7]. Oxidative stress in cafeteria fatisrmay be
generated by exacerbated nutrient oxidation, asiqusly reported [34]. However, levels of tissuaitgthione
(GSH), one of the most important cellular antioxiddefense mechanisms, remained unchanged betwetrolc
and obese rats. A fall in GSH content of aginguéssand also in obesity has been previously estedali[35]. In
our study, control rats as well as obese rats wédeand might have low hepatic and adipose GSH eriat
compared to their respective younger rats. It terasting to note that obesity in the aged ratsmitlinduce a
further fall in tissue GSH levels.

The present study showed that olive oil and olimsded oils supplementation modulated several Bvel adipose
parameters in both control and obese old rats, déheficial effects including lower energy intakewer body
weight, lower adipose fat deposition, decreaseiddignd reduced oxidative stress. The combinatime-tinseed
oils appeared to be more effective in metabolicroaupments especially in obese old rats. Olive ivedinseed oils
enriched diets resulted in a reduction in food endrgy intakes with a concomitant decrease in veglght in both
control and obese groups. This effect was more qamoced with olive oil supplementation. A satiatieffect of
olive oil intake might explain this weight loss [38he decrease in body weight was accompaniedregaction in
adipose tissue weight due to a depletion in trigiiges and cholesterol that was more apparent aliie-linseed
combination especially in obese old rats. Oil sap@ntation also induced a fall in adipose HSL #&gtiand an
enhancement in adipose LPL activity that couldeqdlain the lipid depletion in adipose tissue. ©loil and olive-
linseed oils supplementation reduce adiposity thalimals despite stimulating fatty uptake and cedylipolysis.
Reduced fat mass could be explained mechanistibglincreased-oxidation and reduced de novo lipogenesis in
white adipose tissue as previously reported [2@in&researchers on young rats showed that a dietrrioleic acid
caused either an increase [37] or a decrease posaliLPL activity [38] while PUFAs caused eithatexrease [38]
or an increase in this LPL activity concomitantlighwan increase in lipolysis via HSL activity [3%9ur results are
novel in obese old rats and showed that the cortibmalive-linseed oils had no effect on adiposé. [zRtivity but
reduce lipolysis. These alterations in adiposelyio activities seemed to be related to improvetrianinsulin
sensitivity in obese older rats, and this obseovatiorroborated previous clinical studies [11-13, Reduction of
fatty acid efflux by adipose tissue reduces thdlabiity of fatty acids as a substrate for trigyae synthesis and
VLDL production in hepatocytes. In fact, oil supplentation induced a concomitant improvement in tiepa
parameters, in particular reduce liver lipids swligg improving hepatic steatosis in obese oldes, raspecially
with olive-linseed combination. These results agugl previous findings [22]. Oil supplementatiols@caused an
increase in HTGL activity in both control and obeskl rats. However, despite high HTGL activity, oil
supplementation reduced hepatic lipid accumulaboth by stimulatingB-oxidation, by suppressing fatty acid
synthesis and by enhancing cholesterol secrettorbite, as previously reported [40].

Moreover, olive oil and olive-linseed oils supplertaion were also associated to a reduction inrseglucose,
cholesterol, triglyceride and VLDL/LDL-C levels, peially in cafeteria fed obese older rats, in agrent with
previous reports [8,10,12-14]. Indeed, oil suppletaton induced a decrease in serum insulin, lejtial

adiponectin concentrations in cafeteria diet feid,raspecially with olive-linseed combination. Livend adipose
tissue fatty acid composition was modified by tlis added to the diets. The increase in MUFA aredréduction
of SFA proportions in olive oil group, as well dethigh MUFA, C18:3n-3 and its elongated produ@p®6n-3

with low SFA proportions in olive-linseed oils gmueflected the difference in fatty acid compositaf the diets,
as previously reported [17,19,22]. In additionpivese older rats, oil supplementation induced aatgzh in tissue
C18:2n-6 proportion and a concomitant increase 20:@n-6 proportion, reflecting an amelioration @fsdturase
activities. These fatty acid modifications were@uopanied by a fall in intracellular oxidative sgea both control
and obese rats. In fact, oil supplementation caasestiuction in hepatic protein carbonyl and MDxels, and in
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adipose MDA contents, especially in obese old fatsas been demonstrated that olive oil-rich orAAdich diets
decrease the rate of peroxidation and productidineef radicals with a concomitant increase in adtiant enzyme
activities [14,27,18,38,40]. It is known that thypé of dietary fat is an important factor modulgtoxidative stress
in aging [18]. We showed for the first time a posteffect of olive-linseed oils combination ondivand adipose
tissue redox status in the aging obesity.

It is important to note that lower food intake imnérol and obese rats fed on olive or olive-linseisl supplemented
diets implicated lower fatty acid amounts ingesbgdthese rats than those fed on non supplemengtd. diood
restriction could have beneficial effects on metabparameters [41,42]. Howeveanimals were allowed free
access to all diets. Indeetie animals were fed on isocaloric (386 Kcal/108ie for control and 523 Kcal/100 g
for cafeteria) diet containing identical amountsat¥fdietary constituents, except the quality adtdry fats (different
oil). Reduced food intake in oil supplemented fats was then a consequence of oil supplementatioaritrol and
cafeteria diet group€On the other handsimilar food intake was observed in obese ratsdiedlive and olive-
linseed oil diets, reflecting similar quantity oty acids. Our results demonstrated then theoitapce of the
MUFA-n-3 PUFA combination in obtaining more favorable beciefi effects in aging obesity rather than simply
reducing the levels of fatty acids ingested.

In conclusion, our results provided evidence tHatedinseed oils supplementation induced lower rggentake
associated to an improvement of metabolic altematisbserved in obesity during aging in rats. Theeefdietary
interventions such as olive-linseed oils combirmatiould present an opportunity for developing nésategies to
treat obesity during aging.
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Résumé

L'obésité constitue un probléme majeur de santdiquib qui connait une progression épidémique abigsi dans les pays
riches que dans ceux en voie de développement. Gresimaladie multifactorielle complexe qui exposeganisme a des
complications métaboliques qui s’aggrave avec |'&geeffet, le vieillissement est associé a dashties métaboliques et a un
stress oxydatif intense qui peuvent encore étreazggpar I'obésité. Les objectifs de ce travailtsde déterminer les effets
bénéfiques des acides gras polyinsaturés (contens lthuile de lin) et les acides gras monoinsatcéntenus dans I'huile
d'olive) sur le métabolisme des lipides et desinas et le statut redox des rats obéses agésgiraa cafeteria induit une
hyperphagie qui provoque une augmentation du pmdsorel associée a une élévation du tissu adipesrn enrichissement
en lipides ainsi que de nombreuses altérationshokitmes et de la balance oxydant/antioxydant. drssommation de régime
enrichi en huile d'olive ou en huile d'olive et e entraine une réduction du poids corporel, umeirtution de la glycémie,
des teneurs plasmatiques en insuline, adiponeetileptine ainsi que des teneurs en cholestéraigbtcérides sériques et des
lipoprotéines. L'enrichissement du régime par llaui’olive ou la combinaison olive/lin augmentectizité de la LPL et
diminue celle de la LHS et de la LCAT et améliégalement le statut oxydant/antioxydant sériquésstilaire. En effet, on
note une réduction des teneurs plasmatiques efdisss en malondialdéhyde (MDA), des protéinedaaylées (PC), de
I'activité de la catalase, des marqueurs de I'okpdades lipoprotéines et une augmentation desutenen vitamine C. les
altérations du métabolisme et de la balance redsaciées a I'obésité au cours du vieillissemenv@eétre corrigées par la
consommation des aliments riches en acides gra® eopolyinsaturés d’ou la nécessité d'une prisel@arge nutritionnelle
des pathologies liées au vieillissement dans ldiquaé de santé publique.

Mots clés: obésité, rat, régime cafeteria, statytlant/antioxydant, AGMI, AGPI.
Abstract

Obesity is a major public health problem with iresiag incidence in both rich and developing coestrit is a complex

multifactorial disease exposing the body to metabcdmplications that worsens with age. In facipggs associated with
metabolic disorders and intense oxidative stres$ ¢hn be aggravated by obesity. The objectivethisf study were to

determine the beneficial effects of polyunsaturafety acids (contained in flax oil) and monounsated fatty acids

(contained in olive oil) on lipid and proteins nimtéism and redox status in aged obese rats. Thetecef diet induced

hyperphagia that causes an increase in body wasggtticiated with increased adipose tissue weighhanlibid enrichment as
well as an alteration of the redox status. Conswmnpaif diet enriched with olive oil or olive/lin @il leads to a reduction in
body weight, blood glucose, plasma levels of imsulidiponectin and leptin levels as well as a rédocin serum and

lipoproteins cholesterol and triglycerides. Olivealive/lin enriched diets increase LPL activiigcrease the LHS and LCAT
activities and also improve oxidant / antioxidamatss. In fact, there is a reduction in plasma a&isdue levels of

malondialdehyde (MDA), protein carbonyl (PC), théatase activity, markers of lipoprotein oxidatiamdancreased levels of
vitamin C. The alterations of the metabolism andrddox balance associated with obesity during agargbe remedied by
eating foods rich in monounsaturated and polyumated fatty acids. Nutritional management of dissa®lated to aging is
then needed in public health policy.

Key words: obesity, rat, cafeteria diet, oxydartifatydant status, MUFA, PUFA
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