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Introduction

Les lipides alimentaires sont les constituants majeurs de la matiére grasse. Les
aliments les plus riches en lipides sont les huiles, les margarines et les graisses animales
(beurre, suif, graisse de mouton). Les lipides sont aussi issus de produits oléagineux (plantes,
fruits et graines) qui aprés broyage produisent des huiles. Ces derni¢res sont des maticres
premicres et des ingrédients fonctionnels utilisés dans la confiserie, la boulangerie, les crémes

glacées, les sauces et les margarines (Rios et al., 2014).

Les huiles peuvent apporter des nutriments indispensables a la vie, en raison de leur
contenu en acides gras monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) riches en acides gras
essentiels (AGE) (acide (ac.) linoléique (C18: 2n-6) et ac. a-linolénique (C18: 3n-3)) ainsi
que des AG n-3 a longue chaine (Schwab et al., 2014 ; Merdzhanova et al., 2017). Toutefois,
certaines peuvent étre néfastes a la santé, en raison de leur contenu en acides gras saturés
(AGS) qui consommés en exces, induisent une hyperphagie, une hyperlipidémie et peuvent
altérer la sensibilité a I’insuline (Coleho et al., 2011). Néanmoins, des études dans ce domaine
ont démontré que la consommation des AGS n’est pas systématiquement associée a un risque
accru de maladies cardio-vasculaires (MCV) (de Souza et al., 2015) et leurs effets négatifs sur
la santé suscitent encore le débat (Jallinoja, 2016). Par ailleurs, les guerres centenaires entre le
beurre et la margarine ont négligé les graisses trans considérées comme étant néfastes pour
I’organisme. Ils sont présents dans les pizzas industriellement transformées, les frites
surgelées, les produits de boulangerie, les casse-crolites emballés et les margarines (Jallinoja,
2016). Ces dernicres sont parmi les plus anciens aliments pergus comme meilleurs en tant
qu’alternative peu coliteuse et de faible valeur par rapport au beurre (Scrinis, 2014; Hand,

2017).

Les huiles et les graisses offrent un large choix tant au niveau du gott, de 'utilisation,
du prix et de la qualité (Rios et al., 2014). La margarine est fabriquée essentiellement d’huiles
végétales comme le colza, le tournesol et le soja, en particulier et de graisses végétales telles
que I’huile de palme, coprah et palmiste. La margarine étant plus riche en AGPI qu’en AGS,
elle était donc supposée €tre plus intéressante que le beurre en termes de santé CV (Scrinis,
2014). En effet, certaines études ont rapporté que la consommation de la margarine comparée
au beurre entraine une diminution du taux du cholestérol des lipoprotéines de faible densité
(C-LDL) (Chisholm et al., 1996 ; Denke et al., 2000) et une augmentation du C-VLDL
(lipoprotéine de tres faible densité) et du rapport cholestérol total (CT)/C-HDL (lipoprotéine

de haute densité). Néanmoins, certaines margarines peuvent apporter des graisses ou huiles
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partiellement hydrogénées qui en grandes quantités peuvent entrainer des complications CV

(Morin & Pages Xatart Pares, 2012).

Le processus d’hydrogénation est utilisé afin de durcir I’huile ou la graisse en fixant de
I’hydrogeéne sur les doubles liaisons des AG insaturés en présence d’un catalyseur.
L’hydrogénation partielle des doubles liaisons s’accompagne de la formation plus ou moins
importante d’isomeres trans (Morin & Pages Xatart Pares, 2012). Ces huiles hydrogénées sont
extrémement traitées a 1’aide de solvants chimiques comme 1’hexane. Si I’hydrogénation est
totale, I’ensemble des AG des triglycérides (TG) seront saturés, il n’y aura donc plus de ce
fait, d’acides gras trans (AGT) dans la matiére grasse totalement hydrogénée (Scrinis, 2014).
Ainsi, ces graisses, en particulier les graisses lauriques entierement hydrogénées peuvent étre

utilisées pour leurs propriétés fonctionnelles (Laventurier, 2013).

La sensibilisation accrue des consommateurs pour les aliments santé a entrainé une
demande accrue d’aliments fonctionnels tels que les produits marins (poissons et
crustacés), en raison de leurs rdle protecteur de par leurs contenu en lipides bioactifs vis-a-vis
de certaines pathologies (El-Waseif et al., 2014). Dans ce contexte, les huiles de poisson
comme le saumon, le maquereau ou la sardine contiennent des quantités notables : 20-50 g de
poisson peuvent apporter environ 500 mg d’AGPI de la série n-3 (oméga 3), en particulier
I’ac. docosahexaenoique (DHA) (C22: 6n-3) et eicosapentaénoique (EPA) (C20: 5n-3) qui
sont dérivés de 1’ac. a-linolénique (Da Boit et al., 2017). Ces derniers ont été récemment
considérés comme des aliments fonctionnels, en raison de leur role significatif dans de
nombreuses voies métaboliques, en exercant des effets cardio-protecteurs: anti-
athérogénique, anti-thrombotique, hypotriglycéridémiant, anti-inflammatoire (Orsavova et al.,
2015) et en améliorant la fluidit¢ membranaire (Usher et al., 2015 ; Viggiano et al., 2016). De
plus, ces AG n-3 ont la capacité¢ de réduire I’insulino-résistance (IR) et d’améliorer les
anomalies associées a 1’obésité via certaines hormones impliquées dans la balance énergétique
(ghréline, leptine et adiponectine) et d’assurer un meilleur contrdle du poids corporel (PC)

(Viggiano et al., 2016).

Les effets individuels de certaines huiles d’origine animale ou végétale et leurs AG ont
fait ’objet de plusieurs études (Saidpour et al., 2012 ; Boukhari et al., 2013 ; Benyahia-
Mostefaoui et al., 2013, 2014 ; Huth et al., 2015 ; Lima et al., 2016). En revanche, I’impact
du remplacement des graisses alimentaires de différentes origines sur les facteurs de risque

CV est trés peu relaté dans la littérature.
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L’étude de Benyahia-Mostefaoui et al., (2014) a rapporté que la consommation de
I’huile de sardine, atténue chez le rat les dommages oxydatifs engendrés par 1’enrichissement
du régime en cholestérol. De méme, il a été rapporté que I’huile extraite de la sardine corrige
la dyslipidémie, améliore le transport inverse du cholestérol, la balance pro/antioxydante et le
statut inflammatoire, chez le rat rendu obése (Boukhari et al., 2013).

D’autres auteurs ont étudi¢ chez ’Homme différents régimes contenant de 1’huile de
palme riche en AGS, de I’huile d’olive riche en AGMI, de I’huile de tournesol riche en AGPI
n-6 et de I’huile de poisson riche en AGPI n-3 et n-6 a raison de 35% dans le régime. Les
AGMI et les AGPI contenus dans ces huiles ont entrainé un meilleur profil lipidique. Les
régimes riches en AGS, AGMI n-9 ou AGPI n-6 ont induit une IR par rapport aux AGPI n-3
(Storlien et al., 1991; Philp et al., 2015).

Lorsque les études sur les remplacements sont relatées dans la littérature, elles
rapportent une réduction significative du risque d’événements CV chez ’Homme lorsque les
AGS (contenus dans les graisses animales) sont remplacés par des AGPI ou des AGMI
(d’origine végétale ou marine) (Li ef al., 2015 ; Hooper ef al., 2015), avec un C-LDL bas et
un C-HDL ¢élevé (Siri-Tarino et al., 2010), alors que le remplacement des AGS par des AGPI
n-6 induit une augmentation du C-LDL oxydé¢ et une réduction du C-HDL (DiNicolantonio,
2014). Aucun résultat significatif n’est retrouvé lorsque les AGMI sont remplacés par les

AGS (Micha et al., 2014).

Dans les modeles expérimentaux, chez des rats males wistar rendu obeses par un
régime hyperlipidique (HL) (58% de 1’apport énergétique total) pendant 7 semaines, lorsque
I’huile de coco est remplacée par I’huile de poisson, cette derniére empéche la stéatose
hépatique, en diminuant les enzymes de la lipogenése (Coelho et al., 2011). De méme, la
substitution d’un régime HL (lard) par une huile riche en AGPI (huile de poisson) entraine
une réduction du PC, augmente la sensibilit¢ a I’insuline et a des effets bénéfiques sur la

modulation de I’inflammation et la leptinémie, chez les rongeurs (Viggiano ef al., 2016).

L’obésité est devenue une épidémie mondiale qui touche le physique générale et le
bien-&tre émotionnel (Bocarsly et al., 2015 ; Jayawardana et al., 2017). Elle résulte de
I’augmentation des apports énergétiques et d’une baisse des dépenses énergétiques (Acosta &
Camilleri, 2014).

Actuellement, de nombreux mode¢les expérimentaux d’obésité ont été décrits dans la
littérature. Le choix du bon modele dépend de 1’objectif de 1’étude (Guerre-Millo, 2012). Le

modele animal présente de nombreux avantages, ce qui en fait un outil adéquat pour les
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¢tudes de prévention, y compris des études évaluant des stratégies thérapeutiques dans la
prévention de I’obésité et ses complications (Lutz & Woods, 2013 ; Kuyinu et al., 2016).

Les graisses animales sont souvent utilisées pour induire 1’obésité (Fernandes et al.,
2016). Elles renferment une quantité importante de graisses saturées qui peuvent entrainer une
hyperphagie, une prise de poids, une hypertriglycéridémie (Israel, 2015 ; Nettleton et al.,
2017) et donc un risque de MCV plus accru (Portovedo et al., 2015 ; Affane et al., 2018). De
plus, les régimes HL induisent chez les rongeurs des dommages métaboliques et un systéme
de défense antioxydant défectueux (Venkateshan et al., 2016) notamment dans le foie
(Ventura et al., 2017).

Tres peu d’études se sont intéressées sur le plan expérimental a I’effet délétere de la
consommation des graisses d’origine industrielle sur le RCV. Ainsi, ’impact de 2 huiles
I’une, produite industriellement (margarine), 1’autre d’origine naturelle (huile de poisson), et
leurs remplacements est étudié sur le poids corporel, les marqueurs de la balance énergétique
et les désordres cardio-métaboliques et oxydatifs associés a 1’obésité, et de voir laquelle de

ces substitutions pourrait potentialiser le mieux les désordres métaboliques.

La premicre partie de cette theése présente un rappel bibliographique sur les lipides
alimentaires (structure, origine et leur devenir sur le plan métabolique), et leur relation avec le
RCV associ¢ a I’obésité. Un apergu sur les processus d’hydrogénation et d’extraction des
huiles est aussi donné. Enfin, nous rapportons les effets de 1’origine des graisses et de I’impact
de leurs AG et leurs substitutions sur ce RCV.

La seconde partie rapporte le protocole nutritionnel et les techniques utilisées dans
cette ¢tude. La troisiéme partie présente les résultats obtenus, suivis d’une discussion qui
aborde les différents mécanismes qui pourraient €étre impliqués dans les effets obtenus et

enfin, la thése se termine par une conclusion générale et des perspectives de recherches.
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1. Les lipides alimentaires
1.1. Structure, origine et apports nutritionnels conseillés

Les AG sont les constituants majeurs des différentes classes de lipides que sont les
TG, les phospholipides (PL), les sphingolipides et minoritairement les esters de cholestérol
(EC). Les TG représentent 95 a 98 % des lipides alimentaires ingérés (Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire de 1’Alimentation (ANSES), 2011). Les AG alimentaires sont apportés
principalement par des molécules de TG qui adoptent différentes structures a 1’échelle
supramoléculaire dans les aliments (Vors et al., 2016) (Fig.1). La composition en AG des
huiles est un des premiers moyens de classification des graisses qui peut varier
considérablement selon le type d’AG constitutifs. En effet, une huile est caractérisée non
seulement par sa composition globale en AG mais aussi par sa composition en espeéces
moléculaires. Chaque espece moléculaire se caractérise par la nature des AG estérifiés en
position externe : sn-1 ou sn-3, ou interne (sn-2) du glycérol (Genot & Michalski, 2010). Le

Tableau I illustre la grande diversité des AG alimentaires.

La grande majorit¢ des AG naturels sont constitués d’une chaine linéaire a nombre
pair de carbone allant de 4 a 24 carbones (C), les AG de 10 a 22 C étant les mieux représentés
(Patel et al., 2016). Ils se distinguent par la présence de doubles liaisons (ou insaturations)
qu’ils renferment, alors que les AG insaturés (AGI) s’organisent autour des AGMI et des
AGPI. Les AGMI ont une double liaison, le principal AG est I’ac.oléique (C18: n-9) et se
retrouve dans I’huile d’olive, a la différence des AGPI qui comprennent deux ou plus de
doubles liaisons majoritairement en configuration cis et non conjuguée. La position de la
double liaison terminale (Ia plus proche du CHj terminal) définit la classification des AGI n-6
ou n-3 qui est en rapport avec leur mécanisme de synthese et leurs fonctions métaboliques
(Raynal-Ljutovac et al., 2011), les AGS n’ont aucune insaturation (Orsavova et al., 2015).
Parmi les composantes des deux classes d’AGPI (n-3 et n-6), on retrouve 1’ac. a-linolénique
(C18:3 n-3) et I’ac. linol¢ique (C18: 2n-6) qui sont indispensables pour la croissance normale
et les fonctions physiologiques de tous les tissus mais ne sont synthétisés ni par I’Homme ni

par I’animal (Nettleton et al., 2016).

Les AGPI n-3 se retrouvent a la fois dans certains produits végétaux et tissus animaux
(Hardwick et al., 2013), ils sont principalement concentrés dans les poissons gras (sardine,
hareng...). Les AGPI n-6 se retrouvent principalement dans les huiles végétales qui

contiennent a I’état naturel une grande proportion d’AGI leur conférant leur fluidité (Saillard,
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2014). Quant aux AGS, ils sont principalement d’origine animale (laitages, viandes) mais sont
aussi d’origine végétale (graisse de coco, huile de palme) (Cuvelier & Maillard, 2012). Les
AG non estérifiés (AGNE) ne sont présents qu’en faible proportion dans les lipides

alimentaires. La grande majorité des AG alimentaires sont sous forme estérifiée dans les TG

qui sont des lipides neutres ou dans les PL qui sont des lipides polaires.
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Fig.1. Différents niveaux de structures moléculaires et supramoléculaires des

lipides alimentaires, incluant les structures émulsionnées (Vors et al., 2016).

PC : phosphatidylcholine ; PE: phosphatidyléthanolamine ; PS : phosphatidylsérine ; PI :
phosphatidylinositol ; SM : sphingomyéline.
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Tableau L. Diversité des acides gras alimentaires (ANSES, 2011).

Nomenclature
Nomenclature Nomenclature abrégée
normalisée (acide) triviale Chimie Physiologie
Acides gras saturés
Butanoique Butyrique 4:0
Hexanoique Caproique 6:0
Octanoique Caprylique 8:0
Décanoique Caprique 10:0
Dodécanoique Laurique 12:0
Tétradécanoique Myristique 14:0
Pentadécanoique Pentadécylique | 15:0
Hexadécanoique Palmitique 16:0
Heptadécanoique Margarique 17:0
Octadécanoique Stéarique 18:0
Eicosanoique Arachidique 20:0
Docosanoique Béhénique 22:0
Tétracosanoique Lignocérique 24:0
Hexacosanoique cerotique 26:0
Acides gras monoinsaturés
Dodécén 9c oique Lauroléique 12:1 A9c¢ n-3 (®3)
Tétradécén 9c oique Myristoléique 14:1 A9c
Hexadécén 9c oique Palitoléique 16:1 A9c
Octadéceén 9c oique Oléique 18:1 A9¢c n-9 (09)
Octadécen 9t oique Elaidique 18:1 A9t
Octadécen 11t oique Vaccéniqe 18:1 Al1t
Eicosén 9c oique Gadoléique 20:1 A9c
Docosén 9c oique Cétoléique 22:1 A9c
Docosén 13c oique Erucique 22:1 Al3c
Acides gras polyinsaturés
Octadécadien 9c,12c¢ oique Linoléique 18:2 A9c¢c,12c¢ n-6 (06)
Octadécadién 9c¢,11t oique Ruménique 18:2 A9c,11t
Octadécatrién 9c,12¢,15¢ oique a-linolénique 18:3 A9¢,12¢,15¢ n-3 (®3)
Octadécatrien 6¢,9¢,12¢ oique v-linolénique 18:2 A6¢,9¢,2¢ n-6 (w6)
Eicosatétraén 5c,8c,11c¢,14c oique arachidonique 20:4 A5c,8c,11c,14c¢ n-6 (06)
Eicospentaen 5¢,8c,11c,14c¢,17c oique EPA 20:5 A5¢,8¢c,11c,14c,17¢ n-3 (®3)
Docoshexaén 4c¢,7¢,10c,13¢,16¢,19¢ oique | DHA 22:6 A4c,7¢,10c,13¢,16¢,19¢ | n-3 (03)
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Les AGT d’origine naturelle proviennent principalement de la biohydrogénation des
AGPI par les bactéries du rumen au cours de laquelle certaines doubles liaisons restantes
passent a I’état trans. Les AGT peuvent étre d’origine industrielle et sont retrouvés dans
certaines margarines et graisses végétales hydrogénées, suite a une hydrogénation chimique
partielle des huiles végétales (Léger & Razanamahefa, 2005) ou peuvent également résulter
du traitement thermique (chauffage et cuisson des huiles végétales a haute température (T°))
(Chardigny & Malpuech-Brugere, 2007). Les AGT sont trés majoritairement des AG a 18
carbones et une double liaison donc monoinsaturé. Les AGT ont une configuration spatiale
différente de celle des autres AG avec des propriétés biochimiques et biophysiques tres
particuliéres. Les AGT d’origine naturelle sont principalement composé d’isomere trans 11
(ou ac. vaccénique). Dans les maticres grasses végétales partiellement hydrogénées, ce sont
des isomeres trans 9 (ac. ¢élaidique) et trans 10 qui sont majoritaires (Chardigny & Malpuech-

Brugere, 2007).

Les lipides existent sous forme libre en phase continue homogene (cas des huiles) ;
sous forme de gouttelettes d’émulsion ; huile dans 1’eau (cas des sauces vinaigrettes et
mayonnaises, laits, ou encore des yaourts qui sont des émulsions gélifiées) ; sous forme
d’inclusions lipidiques dans des matrices solides glucidiques ou protéiques (cas des produits
¢laborés tels que les biscuits et les fromages) ou sous forme de phase continue d’une émulsion
eau dans huile (beurre, margarine) (Michalski et al., 2017). Les graisses se subdivisent en
graisses visibles comme 1’huile, le beurre, la margarine, utilisées pour cuire, rétir ou tartiner,
et en graisses cachées que I’on retrouve dans les viennoiseries, les produits animaux et les

sauces industrielles.

Les huiles des fruits sont souvent obtenues a partir de la chair des fruits oléagineux
(plantes, fruits et graines) par pression puis clarification ou centrifugation et filtration. C’est le
cas des huiles vierges (huile de tournesol (riche en AGPI) comprenant essentiellement I’ac.
linoléique source de vitamine (Vit) E ; huile d’olive (riche en AGMI, en particulier ’ac.
oléique). Les huiles d’arachide, colza, mais, soja, pépin de raisin et noix représentent les
meilleures sources d’AGPI (Matthius & Musa Ozcan, 2015). D’autres huiles contenues dans
les fruits peuvent subir en plus de ces étapes, un raffinage comme le coprah (provenant de la
noix de coco) ou I’huile de palme et de palmiste (provenant du fruit et des graines du palmier)
(Lafay & Verger, 2010).

La majeure partie des graisses consommées sont des graisses cachées dont la quantité

est souvent sous-estimée (Funtikova ef al., 2015). Le beurre est d’origine animale, alors que la
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margarine est principalement d’origine végétale (Cuvelier & Maillard, 2012). Quant aux
huiles marines, elles sont extraites a partir de poissons ou de leurs co-produits ou d’algues.

La margarine a été développée en 1869 comme une alternative au beurre qui était rare
et colteux (Chrysam, 1996) et n’a jamais gagné un terrain de consommation significatif
jusqu’a ce qu’elle puisse étre populaire a partir des années 80 (Levene, 2014; Hand, 2017).

La margarine est consommée en général pour son profil en AG. Elle est considérée
comme étant constituée de moins d’AGS et plus d’AGPI (Ritvanen et al., 2012). Comparée au
beurre, la composition chimique de la margarine varie avec la nature des matiéres grasses
entrant dans sa formulation (El Khaloui et al., 2004), alors que celle du beurre varie avec la
race animale, I’alimentation, la saison et la région. Bien que d’apparence semblable, ces deux
ingrédients ont des compositions en AG différentes et ont chacun des avantages et des
inconvénients (El Khaloui et al., 2004). Le beurre est produit selon un procédé de fabrication
naturel et traditionnel, alors que la margarine est obtenue a partir de procédé industriel

utilisant des émulsifiants, des stabilisateurs et des colorants (Salemi & Pooya, 2012).

La composition lipidique du poisson varie beaucoup selon ’espeéce considérée et la
saison de la péche (Todorcevic & Hodson, 2016). Les sites préférentiels de stockage des
lipides dans les tissus (foie, tissu adipeux (TA) sous cutané, TA périviscéral et tissu
musculaire) sont différents selon les especes. Le foie constitue le principal organe de stockage
des lipides. Toutefois, le muscle possede aussi des capacités a stocker les lipides variant selon
les espéces. La teneur en lipides des poissons fluctue de 0,5% a 15%, ce qui permet de les
classer généralement en 3 classes : les poissons maigres (0,5% a 5%) comme le merlan, sole,
morue, truite et la perche du Nil ; les poissons semi-gras comme les mollusques et les crustacés
(5% a 10%) et les poissons gras qui ont des teneurs en lipides dans le muscle supérieures a 10%
comme c’est le cas du maquereau, sardine, truite, saumon, thon, voire 20% dans
I’anguille (Fontagne Dicharry & Medale, 2010). Au sein d’une méme espéce, la teneur en
lipides de la chair augmente avec la taille du poisson et peut aussi varier en fonction de la
saison, du cycle de reproduction et de I’alimentation. C’est le cas de la sardine ou la teneur en
lipides varie de 1,2 g au mois de mars, apres la ponte jusqu’a 18,4 g/100 g au mois de
septembre (Bandarra et al., 1997). Les lipides de réserve de la chair du poisson sont constitués
essentiellement de TG caractérisés par une proportion élevée d’AGPI de la série n-3. 11
contient peu de cholestérol 20 a 80 mg/100 g de chair selon les especes principalement sous

forme d’esters (Raynal-Ljutovac et al., 2011).
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Le choix alimentaire peut avoir un impact important sur la quantité et la qualité
globale des graisses consommées car I’importance de ces dernieres réside dans leur haute
valeur calorique. Ainsi, la consommation des lipides en quantité adéquate et leurs origine est
importante pour une alimentation saine et équilibrée (Patel et al., 2016).

Selon les derniéres recommandations nutritionnelles de 1’Agence Francgaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA), 2010) les lipides alimentaires doivent représenter
35 a 40% de D’apport énergétique total (AET) quotidien. Cet apport a aussi été récemment
recommandé par I’ANSES en 2016 qui préconise d’une part, la consommation chez I’Homme
de 2 portions de poissons/semaine, dont un poisson gras (a forte teneur en oméga 3 a longues
chaines) tels que la sardine, le maquereau ou 1’hareng, incluant au minimum 500 mg d’oméga
3 et d’autre part, elle recommande fortement la consommation des huiles riches en oméga 3
(colza et noix) avec un rapport linoléique/linolénique inférieur a 5 avec une part d’AGS
totaux inférieure ou égale a 12% de I’AET. Un apport d’ac. oléique compris entre 15 et 20%

de ’AET a aussi été conseillé pour les AGMI.

1.2. Digestion, absorption et métabolisme des lipides et des lipoprotéines
1.2.1. Digestion et absorption des lipides alimentaires

La digestion s’effectue par une série de réactions d’hydrolyse qui permet de dégrader
les lipides d’origine alimentaire en molécules lipidiques absorbables au niveau de la barriere
intestinale. Avant leurs absorption dans I’intestin gréle, ces lipides subissent une hydrolyse

gastrique puis duodénale (Wang et al., 2013).

Chez I’Homme, la digestion des lipides est amorcée par la lipase linguale puis dans
I’estomac par la lipase gastrique qui hydrolyse préférentiellement, les liaisons esters en
position sn-3 d’une proportion non négligeable de TG (5 a 37%) pour libérer des AGNE et
des diglycérides (Bandali et al., 2015). Les AGNE contenus dans I’estomac induisent la
libération de la cholécystokinine (une hormone peptidique gastro-intestinale sécrétée par la
muqueuse du duodénum et relarguée dans la circulation sanguine), déclenchant ainsi des
contractions dans la vésicule biliaire. Les acides biliaires et les enzymes pancréatiques,
notamment la lipase pancréatique sont alors excrétés dans la partie proximale de 1’intestin
gréle.

Les TG résiduels sont hydrolysés en enlevant les AG en position sn-1 et sn-3 en AG et

2-monoglycérides (MG) dans D’intestin gréle proximal par le complexe lipase-colipase
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pancréatique. L’hydrolyse duodénale contribue de 40 a 73% a la digestion des TG
alimentaires. La molécule de 2-MG est encore hydrolysée pour libérer le dernier AG. Les AG
libérés et les lysolécithines sont incorporés dans des micelles mixtes et transportés dans la
membrane apicale des entérocytes pour leur absorption et apparaissent sous forme de
chylomicrons (Wang et al., 2013).

Les PL, principalement les phosphatidylcholines, sont hydrolysés dans 1’intestin gréle
par ’action de la phospholipase A, pancréatique. Cette enzyme scinde le lien de I’AG situé en
position-2 libérant ainsi un AG et un lyso-PC. Les lyso-PC tiennent un réle important dans la
solubilisation des autres produits de la digestion lipidique.

Pour ce qui est du cholestérol, celui-ci est synthétisé par le foie (85%) et seulement 10
a 15% du cholestérol alimentaire est sous forme de cholestérol estérifi¢ (CE). Le cholestérol
est dégradé et sécrété dans les sels biliaires puis éliminé de I’organisme dans les feces (Jesch
& Carr, 2017).

L’absorption de graisses dans des micelles mixtes se produit dans tout I’intestin gréle.
Celui-ci n’est pas seulement un organe passif mais un organe métaboliquement actif, recevant
des informations de la périphérie et capable de moduler ses synthéses et ses sécrétions
lipidiques en fonction des substrats, des hormones ou d’autres substances endogeénes ou
exogenes. Il peut altérer le transport des lipides d’origine intestinale et la production des
chylomicrons (en fonction de I’état de I’organisme) (Xiao & Lewis, 2012).

Dans des conditions normales, 1’absorption des graisses est 85-95% efficace.
L’absorption est un phénoméne complexe en raison de leur hydrosolubilité trés limitée et de
la taille importante de ces molécules. Celle-ci se déroule en trois étapes successives : 1.
Captage entérocytaire des lipides, 2. Métabolisme intra-entérocytaires, 3. Assemblage et
sécrétion des chylomicrons (Lichtenstein & Jones, 2012).

La mati¢re grasse sous forme émulsionnée ou non-émulsionnée, entraine des
différences de métabolisme postprandial des AG ingérés incluant : 1. La cinétique de transit
dans la circulation sanguine sous forme de chylomicrons 2. La perte fécale et 3. L’utilisation
des AG alimentaires par I’organisme comme source d’énergie (B-oxydation), ce métabolisme
ouvre un nouveau concept de lipides lents et lipides rapides dans la prise en compte des
propriétés de structure et d’organisation des maticres grasses alimentaires dans le suivi des
facteurs de risque métabolique (Fig. 2). L absorption intestinale des lipides et les événements
post-absorptifs durant la période postprandiale jouent un rdle majeur dans I’initiation et le

développement des maladies métaboliques et CV (Vors et al., 2016).
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Fig. 2. Digestion des lipides (Vors ef al., 2016).

1.2.2. Métabolisme des lipoprotéines

Afin que les lipides puissent étre libérés dans la circulation, ils doivent étre incorporés
dans les lipoprotéines qui sont les particules de transport dans le milieu aqueux.
L’apolipoprotéine (apo) B-48 s’exprime au niveau de l’intestin, elle intervient dans la
formation des chylomicrons (phase post-prandiale), alors que 1’apo B-100 s’exprime mieux
dans le foie ou elle est nécessaire a la production hépatique des VLDL (Choi & Ginsberg,
2011).

Les TG des chylomicrons subissent ensuite une hydrolyse par la lipoprotéine lipase
(LPL). La clairance des chylomicrons dépend de leur taille et de leur nombre. En effet, les
chylomicrons de grande taille sont plus hydrolysés que ceux de petite taille, en raison de leur
grande affinité pour la LPL (Xiang ef al., 1999). Les AG libérés lors de la lipolyse sont
utilisés comme source d’énergie par les tissus périphériques ou bien sont mis en réserve (Xiao
& Lewis, 2012). Le foie synthétise des VLDL en incorporant les TG provenant de la capture
des AG liés a I’albumine, des AG provenant des remnants de chylomicrons ou de la synthése

de novo (lipogénese) hépatique (Fig. 3) (Choi & Ginsberg, 2011).

12



Revue bibliographique

Chez ’Homme, les VLDL sont restructurés en lipoprotéines de densité intermédiaire
(IDL). La majorité des IDL sont captés par le foie par des récepteurs capables de reconnaitre
I’apo E et I’apo B. La fraction restante perd son apo E, elle est hydrolysée par la lipase
hépatique qui libére des AG et du glycérol a partir des TG et forme des LDL (plus petite et
relativement plus riche en CE et ne possédant plus que 1’apo B-100) (Xiao & Lewis, 2012).
Ces particules sont captées par les tissus périphériques et par le foie. Quant aux HDL, elles
sont synthétisées par le foie ou sont produites a partir du métabolisme des chylomicrons et des
VLDL. Elles sont riches en apo A-I et apo C-II.

Les HDL permettent le transport du cholestérol des tissus périphériques vers le foie en
vue de son excrétion biliaire grace a la lécithine : cholestérol acyltransférase (LCAT), une
enzyme synthétisée dans le foie et sécrétée dans le plasma. Elle est stimulée par son cofacteur,
I’apo A-I et permet I’estérification du cholestérol libre (Gautier ef al., 2011). La contribution
de la LCAT dans le transport inverse du cholestérol se produit soit directement par interaction
des HDL matures avec le récepteur hépatique de classe B1 (SR-B1) soit indirectement via la
voie médiée par la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) (uniquement chez
I’Homme) (Carmo et al., 2017). Cette enzyme agit ainsi sur les pré-B-HDL discoidales et sur
les HDL3 qui ont capté le cholestérol des membranes des cellules périphériques. Les HDL,
s’enrichissent ainsi en EC qui représentent le produit final de la réaction d’estérification par la
LCAT permettant de mener le cholestérol vers le foie pour étre ensuite excrété dans la bile

(Ferchaud-Roucher et al., 2014) (Fig. 3).

1.2.3. Métabolisme des AG et roles physiologiques majeurs exercés par les AGPI n-3 et
n-6

L’Homme peut synthétiser des AG n-6 et n-3 plus longs a partir des AGE (ac.
linoléique et a-linolénique) grace a une série de réactions de désaturation et d’élongation
(Jump et al., 2012) (Fig. 4).

Les AGPI sont engagés vers différentes voies métaboliques dont la principale est celle

de la B-oxydation qui se déroule au sein des mitochondries et des peroxysomes.
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Fig. 3. Devenir métabolique des lipoprotéines chez ’Homme
d’apres Kwan et al., (2007).

La B-oxydation mitochondriale permet de générer des groupes d’acétyl-CoA, tandis
que la B-oxydation peroxysomale permet la synthése de DHA par raccourcissement des
chaines d’AG a partir de I’ac. tétracosahexaénoique (C24:6 n-3) (Norheim et al., 2012).

L’ac. arachidonique AGPI n-6 (C20:4 n-6) est fortement produit au niveau des
membranes animales. Il est le précurseur d’un grand nombre de composés bioactifs inclus
sous le nom d’eicosanoides tels que les prostaglandines, les thromboxanes et les leucotriénes
(Catala, 2013). Chez les mammiferes, les A-désaturases (A12 et Al5) qui permettent
I’introduction de doubles liaisons dans la chaine carbonée de I’ac. oléique n’existent pas (Lee
et al., 2016). Les ac. linoléique et a-linolénique doivent étre apportées par I’alimentation
(Cherfaoui, 2012).

Les fonctions biochimiques et les réles physiologiques des AGPI sont résumés dans le

Tableau II.
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Fig. 4. Biosynthése des AG insaturés, familles d’AG (ANSES, 2011).

Le symbole A indique une désaturation, avec la place de la double liaison introduite repérée a partir du
groupe carboxyle COOH. Le symbole € indique une élongation. Les familles n-7 et n-9 ne sont pas
essentielles car leur précurseur est synthétisable par ’Homme (et I’animal). Les familles n-6 et n-3

constituent les AG essentiels.
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Tableau II. Fonctions biochimiques et réles physiologiques des AGPI

(ANSES, 2011).

AGPI Roles physiologiques majeurs

Série n-6

Ac. linoléique (18:2 n-6) AG indispensable, précurseur métabolique des AGPI n-6. Exerce
des fonctions essentielles en tant que constituant majeur des
lipides membranaires (role structural)

Ac. gamma-linolénique Pas de fonction démontrée. Posséderait des propriétés anti-

(18:3 n-6) inflammatoires en provoquant I'accumulation de 1’acide dihomo-
gamma-linolénique et en limitant la synthése d’acide
arachidonique

Ac.dihomo-gammalinolénique | AG essentiel en tant que précurseur des prostanoides de la série 1

(20:3 n-6) et des leucotri¢nes de la série 3

Ac. arachidonique AG essentiel. Il exerce trois fonctions majeures spécifiques

(AA, 20:4 n-6) comme constituant ubiquitaire des lipides de structure,

précurseur de médiateurs lipidiques (prostanoides de la série 2,
leucotriénes de la série 4, AG hydroxylés (HETE, EET,
lipoxines) et endocannabinoides) et régulateur de I’expression

génique

Ac.adrénique (22:4 n-6) Pas de fonction démontrée

Ac.docosapentaénoique Synthétisé et incorporé dans les lipides membranaires en

(22:5 n-6) situation de carence alimentaire en AGPI n-3 (marqueur
biologique spécifique)

Série n-3

Ac. a-linolénique (18:3 n-3) AG indispensable en tant que précurseur métabolique des AGPI
n-3

Ac. stéaridonique (18:4 n-3) Pas de fonction démontrée. Pourrait moduler la lipémie
(réduction du taux de TG circulants) en modulant I'expression
des geénes de I’anabolisme lipidique au niveau du foie

Ac. eicosapentaénoique AG essentiel, précurseur de médiateurs lipidiques (prostanoides

(EPA, 20:5 n-3) de la série 3, leucotriénes de la série 5, et AG hydroxylés
(HETE, EET, lipoxines)) et régulateur de I’expression génique

Ac. docosapentaénoique Pas de fonction démontrée

(DPA n-3, 22:5 n-3)

Ac. docosahexaénoique AG indispensable. Il exerce trois fonctions comme constituant

(DHA, 22:6 n-3) ubiquitaire des lipides de structure du systéme nerveux central

(role structural), précurseur de médiateurs lipidiques
(docosanoides, endocannabinoides), et régulateur de 1’expression
génique (effet direct ou indirect par ses dérivés)

HETE : acides hydroxy-eicosatétraénoiques ; EET : acides époxy-eicosatriénoiques ;
Ac : Acide ; AG : acide gras.
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1.3. Hydrogénation des huiles : définition et processus
1.3.1. Processus d’hydrogénation, cas de la margarine

L’hydrogénation est une réaction chimique correspondant a I’addition d’hydrogéne sur
des composés organiques insaturés en présence d’un catalyseur (Israel, 2015). Ce traitement
donne aux huiles un point de fusion élevé, les rendant solides a T® ambiante. Les avantages de
I’utilisation industrielle des huiles végétales solides incluent des cofits faibles, une longue
durée de vie, une stabilité pendant la friture et une semi-solidité. Les graisses lauriques (Fig.
5) entiérement hydrogénées sont utilisées pour leurs propriétés fonctionnelles (Scholz et al.,
2016). Ces maticres grasses hydrogénées sont présentes dans la majorité des aliments
industriels et principalement dans les patisseries, les fritures, les fast-foods, les margarines, les

snacks emballés et d’autres aliments élaborés (De Souza et al., 2015).

g ; P " Solide J

’ Liquide 4
7 e

Huile de
“palme palmiste coprah

Huile de Huile de | Huile de |/ Huile de Huile de
“._sofa tournesol | - colza

| i R

Fig. 5. Exemples de graisses et huiles utilisées pour la formulation des margarines
(Laventurier et al., 2013).

L’hydrogénation des huiles permet de modifier la T° a laquelle ils sont a 1’état liquide.
L’hydrogénation totale entraine une diminution de sa T° de solidification, le corps gras
pourrait étre solide déja a T° ambiante. En revanche, I’hydrogénation partielle de ces huiles ne
les rend pas totalement solides, a T° ambiante ces corps gras partiellement hydrogénés ne
coulent plus mais ils gardent une grande plasticité (état du beurre ou de la margarine).

Le type d’AG ainsi que leur position sur la molécule de TG sont importants pour la
production de la margarine car ils déterminent le point de fusion. Les TG présentent un
polymorphisme complexe qui permet de distinguer plusieurs variétés cristallines : la forme o

(maille hexagonale), § (mailletriclinique) et B’ (type orthorhombique) (Cansell, 2005).
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La cristallisation est tout particulicrement une étape importante voire déterminante de la

qualité des margarines et des corps gras en général (Patel et al., 2016).

La margarine est constituée par I’émulsion d’une phase aqueuse dans une phase grasse
qui représente 82% du produit final. Le processus de la fabrication nécessite tout d’abord la
préparation de la phase grasse (1 étape). En effet, le choix des matiéres grasses alimentaires
dans les formulations industrielles ou culinaires est le résultat d’un compromis optimis¢ entre
texture, comportement technologique, résistance a la chaleur et stabilité¢ a 1’oxydation d’une
part, et intérét nutritionnel, gott, flaveur et texture du produit fini, d’une autre part (Himed &
Barkat, 2014).

La phase grasse contribue au comportement polymorphe de la margarine qui est un
mélange d’huiles et de graisses végétales et animales, d’antioxydants et d’émulsifiants. Parmi
les différentes huiles et graisses utilisées dans la margarine, on retrouve les huiles végétales
(fluides a température ambiante) comme le colza, le tournesol et le soja en particulier, les
graisses végétales comme 1’huile de palme et 1’huile de coprah et les graisses animales

comme le saindoux, le poisson ou le beurre.

Avant toute opération, les huiles végétales doivent subir un pré-traitement. Les
maticres grasses végétales sont a I’état liquide a température ambiante. Afin de garantir une
meilleure stabilité de structure de la margarine, le point de fusion de tout ou d’une partie des
AGI doit étre augmenté (Cansell, 2005).

Les graisses inter-estérifiées sont devenues plus largement utilisées dans la fabrication
de margarines (Berry, 2009). L’inter-estérification est une technologie de modification des
graisses qui peut étre utilisée a la place de I’hydrogénation partielle et qui permet de modifier
le point de fusion des graisses traitées. Le processus consiste a effectuer une hydrolyse et a
reformer ensuite les liaisons esters entre les AG et les molécules de glycérol des graisses
(Laventurier, 2013). Cette technique permet de modifier la structure des AG. Tous les TG
naturels présentent une distribution particuliére des AG sur le glycérol estérifié. Elle a pour
avantage de modifier le comportement de la fusion d’une huile ou d’une graisse sans modifier
la composition en AG, afin d’améliorer leurs texture et leur stabilit¢ et modifier leur
comportement de fusion (Berry, 2009).

Les huiles végétales sont totalement hydrogénées comme I’huile de palme puis sont
mélangées avec d’autres huiles (tournesol, colza, olive). Le processus chimique ou

enzymatique est ensuite appliqué (Dhaka ef al., 2011). Apres la préparation de la phase
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grasse, la 2°™ étape consiste 4 la préparation de la phase aqueuse qui est constituée d’eau, de

sels et de conservateurs, s’ensuit le mélange des deux phases et la constitution de 1’émulsion.

Les systemes d’émulsion a base de margarine ou d’eau dans I’huile en utilisant des
mélanges d’huiles de palme/stéarine de palme en tant que phases continues sont stabilisés par
le monoacide glycol (90% monoester) comme émulsifiant (Saadi et al., 2012). Une fois
I’émulsion faite, celle-ci doit étre maintenue de facon durable pour compléter ainsi I’action
des émulsifiants. Pour cela, le mélange est refroidi (souvent a I’azote liquide par échange de
chaleur) a de trés basses températures entrainant la cristallisation de la phase grasse, celle-ci
permet la conservation de la structure de la margarine (Saadi ef al., 2012). La margarine est
ensuite pompée a haute pression puis conditionnée. Elle est mise en carton puis en palettes et
stockée. Selon le produit, la margarine subira un temps de stockage plus ou moins long.
L’¢évaluation de la qualit¢ de la margarine pendant le stockage est effectuée par les
caractéristiques de la dureté, la propagation, la plasticité, la consistance et la texture (Sturza et
al., 2006). Pendant le temps de stockage, les changements de la taille des cristaux présentent
une variation des propriétés physico-chimiques de la margarine et a chaque fois qu’un
nouveau type de margarine est formé, il est indispensable de vérifier ces variables (Saadi et
al., 2012).

Les huiles partiellement hydrogénées peuvent contenir jusqu’a 30 a 50% d’AGT
(Vahmani et al., 2015). Ces AGT ont un ou plus de double (s) liaison (s). Ils forment des
structures cristallines plates et serrées a peu pres les mémes comme celles des graisses

saturées et ont une température de fusion relativement élevée (Patel et al., 2016).

1.3.2. Procédé d’extraction des huiles de poisson

Les principaux producteurs des huiles de poissons a I’échelle mondiale sont le Japon,
le Chili, les Etats-Unis, la Norveége et le Pérou (Andrieux, 2003 ; Nichols et al., 2016). Les
huiles de poissons sont extraites a partir de petits pélagiques d’eau froide tels que la sardine,
I’anchois, le capelan, le hareng et le menhaden (Linder et al., 2004). En général, le procédé
d’extraction industriel des huiles de poisson s’effectue essentiellement a partir des co-produits
(téte, viscéres, peau et arétes) de la péche, de I’aquaculture et des industries de transformation.

L’extraction classique des huiles de poissons préserve au mieux la qualité de ces
longues chaines insaturées. Elle consiste a des étapes de cuisson-pressage basées sur un
traitement thermique de la matieére premiere (poissons entiers) (Grosdemange, 2010) (Fig. 6).

Cette méthode nécessite des températures superieures a 95°C qui sont ‘obtenues directement
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ou indirectement par injection de vapeur, voire par ébullition ou cuisson du poisson
entrainant, une coagulation des protéines (Crowther et al., 2000). La matiére premiere est
placée dans des presses de géométrie pour séparer 1’huile de la phase aqueuse protéique apres
décantation. Les eaux d’égouttage et de presse sont ensuite traitées a I’aide de vapeur pour
une meilleure séparation de la phase grasse sur décanteur horizontal centrifuge (Bouchez,

1992).
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Fig. 6. Méthode d’obtention des huiles de poissons (Grosdemange, 2010).

Chantachum e al., (2000) ont rapporté qu’une cuisson a 85°C permet une meilleure
libération des huiles a partir des tétes de thons mais qui serait freinée lors d’une cuisson a plus
haute température par la coagulation des protéines. Une pré-cuisson des tétes semble
augmenter la proportion de DHA dans I’huile, en raison d’une meilleure extraction des PL,

plus riche en AGPI-LC.
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2. Obésité et complications CV
2.1. Définition de I’obésité

L’obésité est définie comme une accumulation excessive de la masse grasse corporelle
résultant d’un déséquilibre entre les apports et les dépenses énergétiques de I’individu
(Bocarsly et al., 2015). Elle est associée en partie au style de vie (Dhalwani et al., 2016). En
effet, les mauvaises habitudes alimentaires (surconsommation d’aliments gras et sucrés)
influent sur divers facteurs de risque cardio-métaboliques (RCM), y compris non seulement,
le C-LDL mais aussi les chiffres tensionnels, 1’homéostasie glucose-insuline (Mozaffarian,
2017) et la lipotoxicité des AG (Arnlov et al., 2010). Elle est actuellement un défi majeur de
santé publique qui repose sur un mélange de comportements et de facteurs génétiques
(Aminde et al., 2017), en raison de sa progression rapide a travers le monde, et de ses effets
déléteres qui lui sont généralement associés tels que le diabete type 2 (DT2), ’hypertension

artérielle (HTA), les cancers et les maladies neuro-dégénératives (Besnard, 2016).

L’obésité peut é&tre sous-cutanée ou intra-abdominale (souvent gynoide) ou
splanchnique (type androide), un facteur de risque majeur des MCV et des maladies
métaboliques. Chez ’Homme, 1’indice de masse corporel (IMC) permet de mesurer et
d’évaluer le degré d’obésité. Il est I’indice le plus couramment utilisé (Eguaras ef al., 2015).
Chez I’animal, 1’obésité est estimée soit par le gain de poids, soit par ’indice de Lee, un
critere similaire a I’IMC (Malafaia et al., 2013). Il est calculé par la racine cubique du PC (g)
divisée par la longueur naso-anal (cm) et multipli¢ par 1000. Des valeurs supérieures a 310

sont considérées comme indicateur d’une obésité.

Chez ’Homme, il existe deux types majeurs de TA, le TA blanc et le TA brun.
Anatomiquement, le TA blanc comprend deux dépots majeurs, sous-cutané et viscérale autour
des organes internes. Le TA brun est constitué¢ d’adipocytes bruns qui sont capables d’oxyder
rapidement les AG et de produire de la chaleur en réponse a des situations physiologiques
particulieres (Cinti, 2011). Les principales fonctions physiologiques de TA blanc sous cutané
sont I’isolation et le stockage de 1’énergie. Il constitue un régulateur critique de 1’homéostasie
de I’énergie, alors que le TA blanc viscéral est étroitement 1i¢ aux complications métaboliques
et impliqué dans la majoration du RCV (Choe et al., 2016). En cas d’excés de lipides, le TA
blanc stocke les nutriments sous forme de lipides neutres, alors que dans les conditions de
déficit nutritif, il fournit des nutriments a d’autres tissus via la voie de la lipolyse (Birsoy et

al., 2013).
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Quant aux rongeurs, ils possédent un TA gonadique considéré comme une partie du
TA viscéral. Les femelles ont souvent un TA sous cutané plus abondant, alors que les males

ont plutdt plus de TA viscéral (Bjorndal et al., 2011).

2.2. Désordres métaboliques et oxydatifs au cours de ’obésité
2.2.1. Perturbations des hormones de la balance énergétique

Les mécanismes de la régulation de la prise alimentaire dépendent du systéme nerveux
central. L’hypothalamus est rapidement informé de la nourriture par I’intermédiaire de
signaux régulateurs, d’un coté issus du systeme digestif et de I’autre issus du métabolisme des
nutriments ingérés, lui permettant de réguler la sensation de faim et donc de satiété

(Portovedo et al., 2015).

Chez I’Homme, en situation physiologique normale, le TA blanc est désormais
reconnu comme un organe endocrine majeur (Segovia et al., 2014). Il sécrete des hormones,
comme la leptine (une protéine adipocytaire) qui controle la prise alimentaire, et
I’adiponectine qui exerce un effet insulino-sensibilisateur. Ces deux hormones ont des effets
bénéfiques sur I’homéostasie énergétique (Kang et al., 2016; Selen Alpergin et al., 2017). De
nombreuses hormones réguleraient le niveau de la leptine. L’insuline inhibe toutes les
hormones orexigénes comme le cortisol qui a un effet lipolytique stimulant 1’appétit
(Cojocaru et al., 2013). En revanche, 1’adiponectine permet de réguler le taux glucose au
niveau du foie, en diminuant les enzymes clés de la néoglucogénese (phosphoénol pyruvate
carboxykinase et glucose 6 phosphatase) (Kang et al., 2016). L’action majeure de
I’adiponectine sur le métabolisme lipidique est de favoriser I’oxydation des AG (Ruan &
Dong, 2016).

Les altérations du métabolisme énergétique chez I’Homme modifient le TA par des
changements du nombre et/ou la taille des adipocytes (Choe et al., 2016). La graisse
abdominale provoque, une accumulation de cellules inflammatoires, une perturbation de la
sécrétion d’adipokines, y compris la réduction du taux d’adiponectine, une élévation de la
glycémie et des niveaux d’AGNE sanguins (Yu et al., 2016).

La figure 7 résume les roles spécifiques de l’adiponectine au cours de 1’obésité

associée I’'IR.
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Fig. 7. Roles spécifiques de I’adiponectine au cours de I’obésité et I’'IR d’aprés
Sberna et al., (2017).

Chez I’Homme comme chez les rongeurs, 1’obésité est caractérisée par une production
accrue de leptine contrastant avec une diminution de la production d’adiponectine (Vatarescu
et al., 2017). Une consommation accrue de graisses alimentaires induit une réponse
inflammatoire dans I’hypothalamus, ce qui favorise le développement de la résistance a la
leptine et a 1’adipogénese (De Git & Adan, 2015). En revanche, la ghréline (hormone
synthétisée et sécrétée a la fois dans 1’estomac et ’intestin) stimule la prise alimentaire
(Wiedemann et al., 2016). De méme, la concentration de ghréline est élevée apres la prise
alimentaire, stimulant ainsi 1’appétit (Hooper et al., 2010). Son niveau normal est
généralement abaissé apres les repas (Rezaie et al., 2015 ; Wiedemann et al., 2016).

Chez les rongeurs, I’administration de la ghréline entraine une hyperphagie et une
prise de poids indépendamment de 1’hormone de croissance (Pereira-Lancha, 2012). La
ghréline permet le stockage lipidique, réduit la dépense énergétique et I’utilisation des lipides,
et inhibe I’insulino-sécrétion (Disse, 2011). Plusieurs études rapportent chez I’Homme
comme chez le rongeur, une altération de la sensibilit¢ a I’insuline en réponse a

I’administration de ghréline (Beck et al., 2009 ; Disse, 2011).
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2.2.2. Anomalies du métabolisme des lipides

Chez ’Homme, I’intestin est responsable de 1’absorption et la modification des lipides
et peut contribuer a la dyslipidémie postprandiale qui semble jouer un rdle prépondérant dans
I’apparition et I’aggravation des maladies métaboliques (Xiao & Lewis, 2012).

Chez les souris rendues obéses, une altération de la perméabilité intestinale a été
constatée avec un régime HL (Genser et al., 2016). De méme, chez les rongeurs, les régimes
hypergras provoquent une augmentation de la perméabilité intestinale, de la masse du TA et
des altérations métaboliques conduisant a 1’obésité et au développement du RCV (Shuster et

al.,, 2012).

La quantité de TG stockée dans le TA dépend de la mise en réserve mais également de
la mobilisation des AG. Cette mobilisation nécessite la lipolyse (Tang, 2016). Une altération
importante de 1’homéostasie lipidique avec une concentration anormalement élevée des
lipides dans le sang a ét¢ démontrée lors de 1’obésité androide. Cette altération implique une
surproduction de chylomicrons, des VLDL athérogeénes riches en TG, des concentrations
plasmatiques élevées en apo B et en AGNE, une augmentation en C-LDL, et en particulier en
LDL petites et denses, plus sensibles a I’oxydation et moins bien captées par leur récepteurs
spécifiques aussi qu’une baisse du C-HDL (Lubkowska et al., 2015 ; Zhang et al., 2017). Au
taux de 60 mg/dL ou plus, le C-HDL est considéré comme un marqueur anti-athérogene
(Chang et al., 2013 ; Zhan et al., 2014). Les HDL forment un complexe avec le cholestérol

déposé sur les parois des artéres pour transporter celui-ci vers le foie ou il pourra étre €liminé.

Chez le sujet obese, ces HDL se chargent plus préférentiellement en TG, favorisant
ainsi leur catabolisme (Lubkowska et al., 2015). Une diminution de 1’expression et I’activité
des récepteurs des LDL, de I’excrétion du cholestérol biliaire et de 1’activité de la LPL ont été

aussi constatés (Upadhyay et al., 2015).

Chez les souris rendues obéses, les anomalies lipidiques sont I’augmentation de la
cholestérolémie ou de la triglycéridémie (Nascimento et al., 2016). De méme, une lipolyse
périphérique dysfonctionnelle et une altération de la clairance des VLDL sont notées avec
I’hypertriglycéridémie (Zhang et al., 2017). Des taux élevés de TG peuvent causer un trouble
hépatique chronique fréquent et développer une stéatose hépatique et donc un RCV plus élevé
(Zhang et al., 2017). Chez la souris, I’accumulation de TG dans des cellules adipeuses et non
adipeuses pourrait participer aux complications de 1’obésité via des phénomenes lipotoxiques

(Selen-Alpergin et al., 2017). La dysregulation de I’insuline au niveau de I’adipocyte, entraine
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une lipolyse accrue, provoquant une utilisation préférentielle des AGNE et induit une IR (Al-

Jada & Ahmad, 2016) (Fig. 8).
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Fig. 8. Régulation du métabolisme des lipides hépatiques par ’insuline
(Samuel & Shulman, 2016).

Chez les rongeurs, la masse des TA rétropéritonéal et épididymal par rapport aux
graisses mésentérique et sous-cutanée, semble représenter la masse graisse viscérale associée
a une hyperlipidémie (Festuccia et al., 2006). Chez le rat, ’administration d’un régime HL
avec seulement 21% de graisse induit un état obésogene apres 8 semaines, causant plusieurs
troubles métaboliques tels que I’hypertriglycéridémie et des altérations au niveau de certains
tissus (pancréas et foie) et une stéatose hépatique (Auberval ef al., 2014).

Une importante lipogenése a aussi €té¢ observée chez le rat dans le foie et le TA (Axen
et al., 2013). L activité lipolytique au niveau du TA viscéral est élevée et permet de libérer de
grandes quantités d’AGNE vers le foie, une synthése accrue d’apo B-100 (liée aux fractions

athérogenes) et une hypersécrétion de VLDL (Zhukova et al., 2014) (Fig. 9).

2.2.3. Résistine, insulino-résistance et obésité

Chez I’Homme, la résistance a I’insuline est significativement associée a I’'IMC, au
pourcentage de graisse corporelle et au tour de taille (Al-Jada & Ahmad, 2016). De plus,
I’accumulation de lipides ectopiques chez I’Homme peut contribuer a des 1ésions organiques
et des dysfonctionnements qui altérent la signalisation de I’insuline menant a I’IR (Ruan &

Dong, 2016).
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Fig. 9. Contribution respective du tissu adipeux viscéral et sous cutané a la genése
des perturbations métaboliques au cours de I’obésité, chez I’Homme (Després, 2007).

Chez le rat, I’IR est caractérisée par une sensibilité réduite a 1’insuline par les tissus
cibles, y compris les tissus musculaires, lipidiques et hépatiques. Elle conduit a terme au DT2,
qui associe un défaut de sensibilité a I’insuline a un défaut de sécrétion d’insuline (Yu et al.,

2016).

Le r6le des adipokines du TA dans la résistance a I’insuline associée a I’obésité a été
exploré dans les études chez ’Homme et I’animal (Kang et al., 2016 ; Vatarescu et al., 2017)
et ces dernicres rapportent que I’augmentation des taux de résistine est associ¢e a I’IR, au
diabéte et aux MCV (Park et al., 2017). Chez ’Homme, la résistine est essentiellement
produite par les macrophages avec des taux faibles provenant du TA blanc (Montazerifar et
al., 2016). Les macrophages s’assemblent en couronnes autour de certains adipocytes chez les
sujets obeses. Ils exercent une activité phagocytaire vis-a-vis de ces adipocytes nécrosés et
contribuent a la sécrétion de résistine (Park ef al., 2017). L’augmentation de la sécrétion des
médiateurs inflammatoires observée dans la graisse viscérale obese refléte I’inflammation
chronique provoquant une adiposopathie qui est un dysfonctionnement du TA (Bays, 2014 ;
Tang, 2016). Par conséquent, I’activation des voies inflammatoires dans les adipocytes
augmente la libération d’AGNE (Gomes et al., 2016). Chez les rongeurs, cette hormone est
produite durant I’adipogenese et secrétée par les adipocytes (Park & Ahima, 2013) et
provoque une IR hépatique sévere (Park et al., 2017).
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De méme, chez les animaux obéses, 1’expression de la résistine est augmentée dans le
sérum ou le TA et son administration chez des animaux normaux provoque une IR (Féve &
Bastard, 2007).

L’effet toxique d’une hyperglycémie provoque I’aggravation de I’IR dans le muscle
squelettique et le foie et aggravant ainsi les défauts sécrétoires du pancréas (Samuel &
Shulman, 2016). L’accélération de la néoglucogenese et la diminution de I’utilisation du
glucose par le muscle aggrave la résistance a I’insuline et la fonction des cellules B entrainant

ainsi une hyperglycémie progressive (Yu et al., 2016) (Fig. 10).
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Fig. 10. Complications hyperglycémiques et IR
(Samuel & Shulman, 2016).

2.2.4. Obésité et stress oxydant

Le lien entre 1’obésité et le stress oxydatif est la conséquence d’une dyslipidémie
associée a une oxydabilité accrue des LDL, d’une hyperglycémie, des taux élevés d’AGNE,
d’une diminution des défenses antioxydantes et d’une inflammation chronique (Lubkowska et
al., 2015). De plus, I'obésité est une perturbation causant un stress tissulaire et un
dysfonctionnement endothélial (Andersen et al., 2016). La perturbation de I’homéostasie
cellulaire engendrée par le stress oxydant génére des intermédiaires toxiques (Liu et al.,
2017). De méme, des anomalies métaboliques contribuant a un état pro-oxydant ont été
observées chez des sujets obeses (Kesh ef al., 2016 ; Siersbak et al., 2017). Toutefois, les
antioxydants du plasma ont des propriétés antioxydantes/anti-inflammatoires et sont associés
a un risque plus faible de MCV (Wang et al., 2013). En effet, la défense antioxydante controle

les réactions déléteres des ERO via certains antioxydants endogenes (comme 1’albumine), les
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protéines (ferritine) (Wang et al., 2013), et exogénes (tocophérols, caroténoides et vitamine
O).

Les cellules possédent une variété de cellules primaires et secondaires de défenses
contre la peroxydation lipidique. Les défenses primaires préventives, qui dépendent de
I’élimination/inactivation des ERO ou des ions métalliques avant que la peroxydation
lipidique a lieu. Ils comprennent la glutathion peroxydase (GSH-Px), la superoxyde dismutase
(SOD) (qui éliminer I’anion superoxyde) et le peroxyde d’hydrogéne a faible concentration, et
ensuite, la conversion de H,O, en H,O par la GSH-Px, ou de la catalase (CAT) (Qu & Han,
2016). Une augmentation de la production de radicaux libres (RL) nécessitant 1’augmentation
de I’activité de la SOD est une conséquence de I’obésité (Sfar et al., 2013).

Des apports ¢élevés en lipides et en glucides sont responsables de 1’augmentation de la
production des espéces réactives oxygénées (ERO), en raison de la saturation de la chaine de
transport d’électrons (Suganya et al., 2017). Au cours de I’obésité, les AGNE au niveau du
foie provoquent chez I’Homme des dommages hépatocytaires conduisant a la stéatose
hépatique (Neuschwander-Tetri, 2010). Les ERO sont un élément clé dans le processus
adipogénique. Il est possible que leur augmentation excessive puisse contribuer a I’apparition
de I’obésité par une stimulation de 1’adipogenése (Chang & Deckelbaum, 2013). De plus, un
stress oxydatif accru associé a I’obésité conduit a 1’oxydation des protéines, des lipides et de
I’ADN (Sekhon et al., 2010) et éventuellement, a des modifications dans la modulation de
I’expression génique et des voies de signalisation et a 1’apparition de I’IR (Styskal ef al.,
2013). L’exceés de graisse accumulé au niveau du TA inhibe sa fonction endocrinienne
normale, entrainant un dysfonctionnement dans I’expression des facteurs sécrétés, une
formation d’ERO accrue, une fonction mitochondriale altérée, une défense antioxydante
cellulaire inadéquate et un développement du stress oxydatif (Manna & Jain, 2015).

Il est bien établi que le C-HDL est un marqueur important du stress oxydatif par sa
capacité a faciliter la métabolisation du cholestérol. Toutefois, une diminution du C-HDL est
observée au cours de I’obésité (Kabamba et al., 2014). Le C-HDL a aussi un role athéro-
protecteur en raison de ses propriétés antioxydantes grace a l’action de la paraoxonase
(PONT1) et sa capacité a moduler le stress oxydatif (Fig. 11) (Ikhlef et al., 2017).

En effet, la PON1 joue un role majeur dans la prévention des Iésions
athérosclérotiques. Les LDL oxydés sont captés par les macrophages, ce qui entraine la
formation de cellules spumeuses et le développement des 1ésions athérosclérotiques. La PON1

peut hydrolyser les lipides oxydés captés par les macrophages et ainsi diminuer la formation
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de cellules spumeuses (Aviram et al., 2000). Elle peut hydrolyser les lipides oxydés dans les
LDL et régénérer des LDL normales (Gugliucci et al., 2015). De plus, la présence de PON1
sur le HDL favorise une protection accrue face a la peroxydation lipidique, et celle des
lipoprotéines ; améliore I’efflux du cholestérol et son transport inverse vers le foie, empéchant

ainsi la formation de cellules spumeuses et la réaction inflammatoire (Peng et al., 2010).

En revanche, en ’absence de la PONI, la fonction antioxydante des HDL semble
défectueuse et le transport inverse du cholestérol pourrait étre lui aussi affecté, ce qui induit a
une diminution de I’expression du récepteur scavenger class B type I (SR-BI), impliqué dans
la voie anti-athérogéne du cholestérol, et a une diminution de la liaison du HDL aux

macrophages (Peng et al., 2010) (Fig. 11).
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Fig. 11. Action de la PON1 dans les sous-classes HDL
d’apreés Gugliucci et al., (2015).
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2.3. Les modéles d’obésité nutritionnelle

Chez ’Homme, I’obésité nutritionnelle a un impact négatif sur la santé car elle est
associée a des changements métaboliques qui augmentent de fagon significative le RCV
(Siersbak et al., 2017). Les régimes occidentaux caractérisés par une richesse en sucre et en
graisses saturées, contribuent de facon cruciale a 1’incidence alarmante de I’obésité et de ses
morbidités associées (De Git & Adan, 2015). Un apport excessif de graisses alimentaires peut
entrainer un dysfonctionnement au niveau de plusieurs organes notamment le TA, le foie et le

pancréas (Zhang et al., 2018).

Afin de mieux comprendre la pathogénicité de 1’obésit¢ et par lesquels cette
pathologie induit des troubles physiologiques, le modéle animal est souvent nécessaire (en
particulier les rongeurs) et il présente de nombreux avantages (coft, leur taux de reproduction
rapide et élevé) (Guerre-Millo, 2012). De plus, ces animaux apprécient la nourriture dense en
calories enrichie en graisses et en glucides ou de type cafeteria. Le plus approprié est
I’utilisation de souches consanguines de souris ou de rats qui développent une obésité par la
manipulation de I’environnement (obésité nutritionnelle) (Kuyinu et al., 2016).

L’obésité induite par I’alimentation chez les espéces de rongeurs est provoquée de
diverses fagons en variant I’apport alimentaire ou la composition des régimes alimentaires
(Fernandes et al., 2016). L’obésité induite chez les animaux par augmentation de 1’apport
global provoque un gain de poids (Fernandes et al., 2016). L’augmentation de 1’apport
calorique de certains macronutriments, comme les graisses et les glucides semble plus

efficace pour déclencher une obésité (Ventura et al., 2017).

En plus de la composition du régime, la souche, le sexe et 1’age de 1’animal chez
lequel 1’obésité est induite est importante. Les femelles ont tendance a étre moins sensibles
aux effets néfastes du régime HL. Par contre, les males ont un gain de poids absolu plus élevé
que les femelles ce qui est associ¢ a une plus grande tolérance au glucose (Estrany et al.,
2011).

Chez les rongeurs, les régimes hypergras entrainent une augmentation de la masse des
adipocytes, par augmentation du nombre (hyperplasie) et du volume (hypertrophie) (Jang et
al., 2016). Cette hyperplasie du TA viscéral dépendrait de la richesse en lipides du régime
alimentaire (Jo et al., 2009 ; MacLean et al., 2015) ; et une accumulation des lipides dans le
foie, le muscle squelettique et le ceeur (Xu et al., 2010) associé a une hyperglycémie et une IR

(Crescenzo et al., 2015).
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Chez le rat rendu obése par un régime HL, les travaux de Kleiner et al., (2005) et
Desmarchelier (2012) ont montré la présence de dépdt de lipides micro-vésiculaires
caractérisant la stéatose hépatique. Les régimes a base de lard entrainent chez le rat une
augmentation de la prise alimentaire, du PC, du TA viscéral et une hypertriglycéridémie
(Viggiano et al., 2016). Des effets similaires chez le rat soumis a un régime HL contenant de
la graisse de mouton ont aussi €té observés (Besbes ef al., 2013 ; Chabane et al., 2013 ;

Affane et al., 2018 a,b).

Chez ’'Homme, la composition en AG des graisses alimentaires plus que sa quantité,
affecte principalement la composition des AG de la membrane cellulaire et par conséquent sa
fonction et peut provoquer une IR (Al-Jada & Ahmad, 2016), en diminuant 1’expression des

récepteurs du glucose (GLUT 4) (Yu et al., 2016).

D’autres ¢études expérimentales ont induit a la fois 1’hyperglycémie et
I’hyperinsulinémie chez le rat en seulement 7 semaines de consommation d’un régime HL
(30% de graisses) (De las Heras ef al., 2013). De plus, Auberval et al., (2014) a démontré une
hyperplasie des ilots § en réponse a I’hyperinsulinémie dans le pancréas des rats ingérant un
régime HL a 21% de graisses pendant 8 semaines. Des effet similaires sont notés chez la
souris avec un régime a 60% de graisses durant 12 semaines (Reimer et al., 2002 ; Ahren et
al., 2010) et chez les rats (Matveyenko et al., 2009) pendant 10 semaines. De méme, un
régime riche en matieres grasses (45% de lipides) pendant 12 semaines induit une obésité et
une résistance a l’insuline, chez les rats (McNeilly et al., 2011). D’autres auteurs (Yki-
Jarvinen et al., 2000) ont montré qu’un régime riche en AGS provoque la formation de
cellules graisseuses volumineuses avec moins de récepteurs spécifiques a I’insuline et peuvent
ainsi stocker de plus grandes quantités de graisses et augmenter ainsi le risque d’obésité, chez
le rat.

De méme, il a été rapporté que le régime HL provoque chez le rat un stress oxydant en
augmentant les quantités d’anions superoxyde dans le tissu pancréatique et hépatique comparé
au rat ingérant un régime normolipidique (Auberval ef al., 2014). Une peroxydation lipidique
au niveau du plasma apres 8 ou 10 semaines de régime hypergras (32% et 36%) a aussi été

observée chez le rat (Elmarakby & Imig, 2010 ; Meli et al., 2013).
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3. Impact des graisses naturelle ou industrielle sur le risque cardio-métabolique

Les effets des graisses alimentaires sur la santé a fait 1’objet de recherches intensives
et de débat au cours des 10 derni¢res années (Missmer et al., 2010 ; Bandali et al., 2015 ;

Kubant et al., 2015 ; Lima et al., 2016 ; Ventura et al., 2017).

Les graisses saturées (et le cholestérol alimentaire) peuvent modifier considérablement
les processus métaboliques au niveau hépatique, affecter le métabolisme lipidique, la
biosynthese des AG et la synthése des lipoprotéines (Green & Hodson, 2014). Les effets des
graisses saturées sur les lipides et des lipoprotéines peuvent étre modulés par le contenu et/ou
la disponibilité des AGPI de telle sorte que, les AGS peuvent affecter seulement le C-LDL
(Chiu et al., 2017).

La margarine connait un regain d’intérét chez certains consommateurs de plus en plus
soucieux de leur santé. Bien qu’elle soit d’origine végétale et semble €tre une alternative
intéressante, le procédé industriel de I’hydrogénation des huiles réside dans la destruction des
AG indispensables. Les configurations cis que 1’on trouve normalement sont alors
transformées en configurations trans d’ou leur emploi de plus en plus limité dans les
margarines car de plus en plus critiqués (Salemi & Pooya, 2012 ; Morin & Pages-Xatart-
Pares, 2012).

Ainsi des quantités relativement faibles d’AGT contenues dans la margarine n’ont pas
d’effets néfastes sur les concentrations de lipides et de lipoprotéines sériques (Chisholm et al.,
1996). En revanche, des taux élevés d’AGT d’origine technologique (plus de 1,5% et 2% de
I’AET) est associ¢ a un RCV accru (ANSES, 2011).

Une margarine riche en AGPI induit une réduction de 6% du C-LDL et de 3% du C-
HDL (Ratnayake et al., 2003 ; Ritvanen et al., 2012). De méme, Dhibi et al., (2016) ont
observé une réduction de la cholestérolémie alors que le C-HDL n’est pas affecté. Sa
consommation chez le rat exerce un effet positif sur les marqueurs du stress oxydatif (Dhibi et
al., 2016).

En revanche, chez le rats, les régimes riches en matiéres grasses (contenant différents
taux d’AGT allant de <1%, <2% et >2% d’huile de soja ou de margarine pendant une période
4 semaines) induisent une augmentation des teneurs sériques en TG, CT, C-LDL et du rapport
C-LDL/C-HDL par rapport aux rats témoins (Vargas-Bello-Pérez & Garnsworthy, 2013). De
plus, il a été rapporté que la réponse inflammatoire induite par la margarine contenant 2%

d’AGT entraine des lésions athérosclérotiques et augmente la mortalit¢ CV (Vargas-Bello-
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Pérez & Garnsworthy, 2013) (Fig. 12). A I’inverse, les AGT d’origine naturelle (comme le
cas du beurre) ne semblent pas accroitre le RCV (Scholz et al., 2016) car ils sont produits
naturellement par les ruminants et se retrouvent notamment dans le lait et les produits laitiers
(Vargas-Bello-Pérez & Garnsworthy, 2013). En effet, il a été rapporté que la matiére grasse
laitiere peut atténuer 1’adiposité, I’inflammation et le stress oxydant, en raison de son role

protecteur (Benyahia-mostefaoui et al., 2012 ; 2014).

Variation de la mortalité %%

0 1 2 3 4 5

Pourcentage d'énergie provenant de différents types de matiéres grasses

Fig. 12. Variation de la mortalité globale chez ’Homme associée a différents
types de graisses (Wang et al., 2016).

De nombreuses études réalisées chez I’Homme et les modeles animaux ont démontré
I’intérét de la consommation des poissons et leurs huiles dans le cadre de la prévention et le
traitement des MCV (Saravanan et al., 2010 ; Botelho ef al., 2013 ; Usher et al., 2015).

Le principal intérét nutritionnel des huiles de poisson réside dans la présence d’AGPI
n-3 et n-6 (Yang et al., 2017) tels que ’EPA et le DHA et leur apport alimentaire est
inversement associé au risque CV (Damsgaard et al., 2016).

L’huile de foie de morue naturellement riche en vitamines A et D, ou I’huile de foie de
requin riche en squaléne et alkylglycérols, sont connues pour leurs vertus thérapeutiques
depuis le moyen-age dans les pays scandinaves et d’Extréme-Orient (Borch-Jensen et al.,

1997).
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Une consommation ¢levée en mati€res grasses insaturées et un rapport élevé en AGPI
n-6/n-3 de 30/1, est associée a une augmentation de I’incidence de I’obésité, du diabéete et des
MCYV chez I’Homme (Yang et al., 2017). En effet, les AGPI n-3 affectent le développement
du TA, aussi bien au niveau de son métabolisme que de sa fonction sécrétrice, car il constitue
le principal site de stockage des AGPI, dont les AGPI n-3 (Schuchardt & Hahn, 2013). Un
faible rapport d’AGPI n-6/n-3 peut étre plus important et bénéfique pour la santé¢ que la
quantité totale d’AGPI n-3 (Taha ef al., 2014). Le rapport entre les oméga-6/oméga-3 devrait
étre de 4/1(Yang et al., 2017).

L’EPA et le DHA ont une action anti-adipogénique et peuvent a la fois réduire
I’adiposité existante et prévenir 1’obésité induite par un régime riche en graisses (Kalupahana
et al, 2010). De plus, il est bien démontré que ces 2 AG ont un potentiel anti-inflammatoire
puissant (Viggiano et al., 2016). En effet, ils peuvent ralentir le processus athéromateux en
agissant sur le TA, le muscle squelettique et la fonction hépatique (Oliver et al., 2012 ;

Wiktorowska-Owczarek et al., 2015).

Chez I’animal, la majorité des études expérimentales utilisent les rongeurs (rats,
souris, hamster) comme mod¢les pour identifier le role des AGPI n-3 issus des poissons sur

les fonctions physiologiques (Lavialle & Layé, 2010; Siscovick et al., 2017).

Une diminution du CT, des TG et des PL sériques est observée chez des rats de souche
wistar ou chez des lapins soumis a un régime a 10% d’huile de sardine ou d’huile d’arachide
associ¢e a une réduction des concentrations au niveau des fractions VLDL et LDL et une
augmentation de ces composants lipidiques dans la fraction HDL (Anil & Sudhakaran,1995).

D’autres auteurs, ont rapporté que 1’huile de poisson (17%) par rapport a I’huile de
noix (17%) induit une diminution du cholestérol hépatique chez le rat (Mohamed et al., 2002).
De méme, I’huile de poisson exerce des effets bénéfiques sur ’homéostasie des lipides par
I’amélioration de la dysrégulation lipidique dans le foie, le plasma et les feces chez le rat
soumis a un régime hypergras (Chiu et al., 2017) entralnant une augmentation de la
conversion des VLDL en IDL et LDL par stimulation de 1’activité¢ de la LPL (Chan et al.,
2002). L’¢tude de Hosomi et al., (2013) a démontré chez le rat que 1’huile de poisson
comparée a I’huile de soja pourrait prévenir I’obésité en augmentant I’activité enzymatique
hépatique.

Les AGPI oméga-3 des huiles de poisson protégent contre I’accumulation des graisses

et des TG hépatiques (Chiu et al., 2017). Ils favorisent la B-oxydation dans le foie par la
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diminution des enzymes de synthése de TG hépatiques (Mikami et al., 2012) et peuvent
inhiber la lipogenése hépatique chez la souris (Nakatani et al., 2003 ; Chiu et al., 2017). Par
conséquent, ces AGPI n-3 semble exercer un effet protecteur contre la stéatose hépatique en
dirigeant les AG vers I’oxydation, en améliorant la conversion du glucose en glycogéne (Bae

etal., 2017).

Chez le rat, un régime riche en AGPI n-6 consommé pendant 8 semaines induit, une
réduction du TA abdominal sous-cutané et améliore la sensibilité a 1’insuline. De plus, la
fluidit¢ membranaire est plus élevée par rapport aux rats nourris avec un régime riche en AGS
(Al-Jada & Ahmad, 2016). En effet, la longueur de leur chaine poly-carbonée des AGS
influence nettement leurs effets en termes d’impact sur la sant¢ comme I’ac. palmitique,
laurique et myristique qui sont impliqués dans 1’augmentation du C-LDL, a 1’exception de
I’acide stéarique pour lequel aucun effet négatif n’a ét¢ démontré (Lamarche & Couture,
2014), alors que les AGS a chaines courtes et moyennes semblent n’étre ni

hypercholestérolémiants ni associés au RCV (Dallongeville, 2015).

De plus, il a été rapporté que ’EPA et le DHA exercent un effet protecteur contre I’IR
et le DT2 dans un mod¢le de rat hypertriglycéridémique et insulino-résistant (avec 1’apport
d’ac. a-linolénique seul et/ou avec ses métabolites, ’EPA et DHA) (Guelzim et al., 2014 ; Al-
Jada & Ahmad, 2016).

La masse du TA peut augmenter soit par hypertrophie soit par hyperplasie des
adipocytes. En effet, 1’augmentation de ces AGPI dans I’alimentation ou par injection
hypothalamique directe de ces AG peut réduire I’inflammation hypothalamique liée a
I’obésité (Nascimento et al., 2016). L’EPA et le DHA peuvent également agir au niveau du
stress oxydant en diminuant les ERO en stimulant la défense antioxydante (Balakumar &

Taneja, 2012).

4. Effets des remplacements des graisses alimentaires ou leurs AG sur le RCV

Lorsque la margarine est remplacée par le beurre, les concentrations sériques de CT et
de C-LDL sont réduites mais aucun effet n’a été observé sur le niveau de C-HDL (Kris-
Etherton, 1999).

De nombreuses €études ont rapporté que le remplacement des AGS par les graisses
insaturées réduit significativement le risque d’événements CV et de mortalité (Schwab et al.,

2014 ; Siri-Tarino et al., 2015 ; Li et al., 2015 ; Hooper et al., 2015). En effet, lorsque les
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AGS sont remplacés par des AGMI ou des AGPI, le CT et le C-LDL sont significativement
plus faibles apres 4 mois de régime (Micha & Mozaffarian, 2010; Vafeiadou et al., 2015).
D’autres études ont montré que le remplacement des AGS par les AGPI sont un meilleur
substitut car ils améliorent le métabolisme lipidique et la sensibilité a 1’insuline (Mozaffarian

et al., 2010; Lamping et al., 2013).

Ramsden et al., (2010) ont montré chez I’Homme, que le remplacement d’un mélange
de graisses saturées contenant des AGT par des AGPI n-6 conduit a un risque accru de déces.
Les graisses alimentaires peuvent également affecter la sensibilité a 1’insuline (Nettleton et
al., 2016). La substitution des AGS par des AGI dans 1’alimentation a des effets bénéfiques
sur la modulation de I’inflammation dans 1’obésité par une interaction entre 1’insuline et / ou
la résistance a la leptine (Viggiano et al., 2016).

D’autres études ont rapporté que les AGMI et les AGPI réduisent le rapport CT/C-
HDL (Siri-Tarino et al., 2015). Aucun effet significatif sur le risque de maladies
coronariennes n’a été¢ trouvé lorsque les AGMI sont remplacés par les AGS (Micha et al.,
2014). En revanche, le remplacement des AGS par des AGT augmente le C-LDL, diminue le
C-HDL et augmente le rapport CT/C-HDL (Siri-Tarino et al., 2015).

Une étude a montré que le remplacement d’un régime HL (lard) par une huile riche en
AGPI pendant 8 semaines induit chez la souris une réduction du PC et augmente la sensibilité
a I'insuline. Cette substitution induit une augmentation du taux des résolvines (nouvelle
famille de molécules issues des oméga-3) dans I’hypothalamus qui s’accompagne d’une
réduction des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL1B) dans I’hypothalamus (Pascoal et
al., 2017). D’autres études ont rapporté chez des souris soumis a un régime HL que la
substitution de seulement 9% des lipides alimentaires par un mélange d’EPA/DHA prévenait

I’accumulation des graisses avec une réduction préférentielle du TA abdominal (Ruzickova et

al., 2004 ; Flachs et al., 2005).

36



Matériel et méthodes

1. Animaux et régimes
1.1. Induction de I’obésité

Des rats méles de souche Wistar (Institut Pasteur d’Alger), agés de 5 semaines et
pesant 120+10 g sont utilisés dans cette étude. Les animaux sont maintenus dans une
animalerie a une température de 24°C, un cycle circadien jour/nuit de 12h et une hygrométrie
moyenne de 55%. Les conseils pour la protection et 1’utilisation des animaux de laboratoire
sont suivis (Council of European Communities, 1987).

Les rats sont rendus obéses avec un régime HL élaboré a partir d’un régime standard
commercialisé par I’Office National de I’Aliment de Bétail (ONAB, Sidi Bel Abbes, Algérie)
et contenant 20% de graisse de mouton (Photo 1). Apres cette phase, 1’obésité est confirmée
par le gain de poids corporel (PC) et la mesure de quelques marqueurs de risque associés a
I’obésité (hyperlipidémie et hyperglycémie) sur du sang frais prélevé au niveau de la veine
caudale, chez les animaux apres 12h de jelne. Le dosage du cholestérol total (CT) et des
triglycérides (TG) est réalisé sur du sérum apres centrifugation du sang par des méthodes
colorimétriques enzymatiques (kits CHOD-POD Spinreact, Espagne). La glycémie est
mesurée a 1’aide des bandelettes (Accu-Chek® active, Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany). Les principes des méthodes sont décrits en détail dans la partie analyses

biochimiques.
-y ¢ .
L) A ‘:ﬁ
"‘\ v ?rm;{d
.L pLad
Rat normopondéral —  Régime hypergras —» Rat rendu obese
3 mois
de consommation
alimentaire

Photo 1. Induction de I’obésité chez le rat wistar.
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1.2. Elaboration des régimes expérimentaux
1.2.1. Choix de la sardine et extraction de son huile

La sardine (Sardina pilchardus) a été choisie dans cette étude en raison, de sa
consommation plus importante par rapport aux autres poissons par la population algérienne
notamment, dans certaines régions du pays (Oran, Alger, Annaba, Constantine) et de son co(t
relativement plus faible par rapport a d’autres espéces. Néanmoins, ces derniéres années SOn
prix a connu une hausse trés importante jusqu’a 700 a 900 DA le kg.

Les sardines fraiches ont été achetées en automne 2011 dans un marché publique
(localité Es sénia). L’huile de sardine est extraite selon un principe qui consiste a séparer 1’ecau
et I’huile de la matiére séche par pressage et cuisson selon la technique de Guillaume et al.,
(1999). Les sardines sont eviscérées et lavées. Elles sont ensuite malaxées manuellement et
placées dans une étuve (Tan Steril, Italy) pour subir une cuisson pendant 20 min entre 80-
85°C. A ce niveau, une séparation a lieu entre une phase solide (protéines coagulées) et une
phase liquide (eau et huile) (Fig. 13). Le magma (gateau) obtenu est pressé et I’eau de presse
est laissée decanter puis centrifuger (Eppendorf, centrifuge 5702, Germany) afin de séparer
I’huile. La composition de I’huile en AG est analysée par chromatographie phase gazeuse
(CPG) au Laboratoire de Génie Enzymatique et Microbiologique de I’Université de Sfax
(Tunisie) selon la technique décrite par Morrison & Smith (1964).

1.2.2. Choix de la margarine et sa provenance

La margarine (LaBelle) a été achetée dans le commerce. C’est un produit trés prisé par
tous les ménages et considéré comme un élément de base de la cuisine quotidienne des
algériens. Son co(t est relativement bas par rapport aux autres huiles disponibles sur le
marché. La margarine est 100% d’origine végétale élaborée a partir d’un mélange de
différentes huiles végétales hydrogénées et fluides. Les caractéristiques de la margarine sont
présentées dans le Tableau I11.

L’analyse de la composition en AG de la margarine a été réalisée au niveau du
Laboratoire du Centre Algérien de Control de la Qualit¢é et de I’Emballage d’Oran
(CACQUE).
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Sardines fraiches

!

Eviscération et lavage

!

Hachage, cuisson (80-85°C, pendant 20 min)

v

Pressage

Phase solide
(protéines non purifiées)

v

Phase liquide

!

Décantation

!

Eau de presse

!

Centrifugations successives a
1000 x g (20 min a 20 'C)

[ Analyse de la composition en AG par CPG ] «—

l

Huile de sardine l

Fig. 13. Procédé d’extraction de I’huile de sardine (Guillaume et al., 1999).

Sur les 200 Kg de sardines achetées, 120 Kg de filet + peau ont permis d’obtenir 6 Kg d’huile

et ont été utilisé dans cette étude.
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Tableau I11. Composition pondérale et énergétique des régimest

Régimes Régime
hyperlipidiques normolipidique
Ingrédients Huile de sardine Margarine Huile de tournesol
g/Kg MJ/Kg a/Kg MJ/Kg o/Kg MJ/Kg
Caséine? 200 3,65 200 3,65 200 3,56
Amidon de mais® 450 7,53 450 7,53 600 10,68
Saccharose® 40 0,67 40 0,67 40 0,71
Huile de sardine® 200 7,20 - - - -
Margarine® - - 200 7,20 - -
Huile végétale’ - - - - 50 1,80
Cellulose® 50 - 50 - 50 -
Minéraux® 40 - 40 - 40 -
Vitamines!? 20 - 20 - 20 -
Total 1000 19,06 1000 19,06 1000 17,80

!Les régimes sont préparés quotidiennement au LNCM. lls sont hyperlipidiques (19,06 MJ/Kg de
régime) ou normolipidique (17,80 MJ/Kg de régime) et donnés sous forme de poudre. 2Prolabo,
Fontenay sous bois, France. *°ONAB, Sidi Bel Abbgs, Algérie. “Cévital SPA, Bejaia, Algérie.
SExtraite au laboratoire (LNCM). ®"LaBelle" (Algérie) (huiles végétales hydrogénées et fluides,
émulsifiant (E471), lécithine de soja (E322), ardbme, béta-carotene (E160), alpha tocophérol
(E307), sel, ac. sorbique (E200), ac. citrique (E330) et eau, des Vit A, D, E, sans cholestérol).
"Huile de tournesol (15% AGS, 25% AGMI, 60% AGPI) Cévital SPA, Bejaia, Algérie. ®Prolabo,
Fontenay sous-bois, France. “UAR 205 B (Villemoisson, 91360, Epinay/S/Orge, France),
Mélange minéral (mg/kg de régime) CaHPO4, 17200 ; KCI, 4000 ; NaCl, 4000 ; MgO., 420 ;
MgSQs, 2000 ; Fex03, 120 ; FeSO4, 7H20, 200 ; MnSQO4, H2SO4, H20, 98 ; CuSO4, 5H-0, 20 ;
ZnS04, 7H20 80 ; CuSO4 7H.0 ; KI, 0,32. UAR 200 (Villemoisson, 91360, Epinay/S/Orge,
France), melange vitaminique (mg/kg de régime) : Vit A, 39600 Ul ; Vit D3, 5000Ul, Vit B1, 40 ;
Vit B2, 30 ; Vit B3, 140 ; Vit B6, 20 ; Vit B7, 300 ; Vit B12, 0,1 ; Vit C, 1600 ; Vit E, 340 ; Vit
K, 3,80 ; Vit PP, 200 ; Choline, 2720 ; Acide folique, 10 Acide para-amino-benzoique, 180 ;
Biotine, 0,6 ; cellulose, gsp, 20 g.
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1.3. Protocol nutritionnel

Les rats répondeurs au régime HL (n=36) ont un PC de 400+10g, une
hypercholestérolémie de 2,80+0,60 mmol.L:, une hypertriglycéridémie de 1,34+0,05
mmol.L? et une hyperglycémie de 11+0,6 mmol.L™ par rapport aux valeurs basales notées au
début de 1’expérimentation (CT=1,02+0,09 mmol.L?, TG=0,69+0,03 mmol.L? et glycémie

4,7+0,2 mmol.L™?). Les rats obéses sont ensuite répartis en six groupes homogenes :

-Deux groupes contréles consomment respectivement pendant 1 et 2 mois, 20% de caséine
(Cas) combinée a 20% d’huile de sardine (HS) (HS j30 et HS j60).

-Deux groupes contréles consomment respectivement pendant 1 et 2 mois, 20% de Cas
combinée a 20% de margarine (Mg) (Mg j30 et Mg j60).

-Deux groupes sont soumis & une phase de remplacement :

-Le groupe HS-Mg consomme I’huile de sardine le 1¥'mois puis de la margarine le 2°™ mois.
-Le groupe Mg-HS consomme la margarine le 1¥'mois puis I’huile de sardine le 2°™ mois.
-Le 7°™groupe de rats normopondéral (n=6) consomme un régime standard contenant 20% de
Cas combinée a 5% d’huile de tournesol durant 2 mois et sert de référence (groupe témoin).

Apres 1 (J30) ou 2 mois (J60) d’expérimentation nutritionnelle, les animaux sont
sacrifiés.

L’eau et la nourriture en poudre sont données a volonté durant tout le protocol
nutritionnel. Pendant les trois derniers jours de I’expérimentation, les animaux sont placés
dans des cages a métabolisme et les urines sont recueillies sur un antiseptique (thymol-
isopropanol a 10%) puis filtrées et conservées a 4°C.

La composition pondérale et énergétique des régimes semi synthétiques est présentée

dans le Tableau I11.

1.4. Préléevement du sang et des différents organes

Apresl et 2 mois d’expérimentation nutritionnelle et 12h de jelne, les rats sont peses
puis anesthésiés par injection intrapéritonéale d’une solution de pentobarbital sodique
(60my100g de PC) (Coopération. Pharmaceutique Francaise, 77000, Melun), ils sont ensuite
sacrifiés, le sang est prélevé par ponction de 1’aorte abdominale et centrifugé a 1000 x g
pendant 20 min a 4°C (Centrifugeuse Sigma, 4K10 Bioblock Scientific, Germany). Les
sérums sont conservés dans de ’EDTA-Nay (éthylene diamine tétra-acétique disodique)
(Merck, Germany) a 0,1% (P/V).

41



Matériel et méthodes

Une fraction du sérum est stockée sans conservateur pour mesurer I’activité enzymatique de la
Iécithine : cholestérol acyltransférase (LCAT). Les érythrocytes sont lavés avec du NaCl a
0,9% (P/V) puis a 1 volume d’érythrocytes, 4 volumes d’eau distillée sont rajoutés. La

solution est maintenue 10 min a froid puis centrifugée a 1000 x g pendant 10min a 4°C.

Les différents organes (foie, coeur, cerveau, muscle gastrocnémien, TA (viscéral et
épididymere) et aorte) sont préleves, rincés avec une solution de NaCl a froid a 0,9% séchés
puis pesés. Le poids relatif des organes (poids de 1’organe/PC du rat x100) qui renseigne sur
la croissance pondérale de 1’organe par rapport a celle de I’organisme entier est calculé. Les

sérums, érythrocytes et organes sont conservés a -70°C jusqu’aux analyses.

2. Analyses biochimiques

2.1. Détermination de quelques hormones impliquées dans la balance énergétique
2.1.1. Dosage de la ghréline sérique

La teneur de la ghréline sérique est estimée par kit (Spi-Bio Bertin group, Montigny le
Bretonneux, France). Le dosage s’effectue par une technique immuno-enzymatique basée sur
le complexe double-anticorps. Les puits de la plaque fournie avec le kit sont revétus d’un
anticorps  monoclonal spécifique de la partie C-terminale de la ghréline.
L’acétylcholinestérase (AChE) est également ajoutée aux puits. Cette étape permet la
formation d’un complexe en se liant sur différentes parties de la ghréline non acylée de rat. Le
complexe est immobilisé sur la plaque de sorte que les réactifs en exces peuvent étre éliminés
par lavage. La concentration en ghréline non acylée de rat est ensuite déterminée en mesurant
I’activité enzymatique de I’AChE inhibée a ’aide du réactif d’Ellman. La lecture se fait a
I’aide du lecteur Elisa (Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom, Cambridge, UK) a une longueur
d’onde A = 405 nm. La concentration de la ghréline est calculée a partir d’'une gamme étalon

de ghréline désacylée de rat dont la solution mére est a 250 pg.mL ™.

2.1.2. Dosage de I’adiponectine sérique

L’adiponectine est dosée par une technique immuno-enzymatique (kit Elisa,
Biovendor, Czech Republic). Les échantillons dilués sont incubés dans des puits en présence
d’anticorps. Un anticorps polyclonal anti-adiponectine conjugué a la peroxydase: Horseradish
peroxidase (HRP) apres lavage, le conjugué HRP lié a I’adiponectine est immobilisé sur les
puits et réagit avec le substrat. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la quantité

d’adiponectine, elle est estimée a 1’aide du lecteur Elisa a une longueur d’onde A = 450 nm.
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2.1.3. Dosage de la résistine

La concentration de la résistine serique est déterminée par une méthode immuno-
enzymatique (kit Spi Bio, France). Une liaison est formée entre un anticorps monoclonal
spécifique de la résistine avec 1’échantillon en présence d’un étalon. Apres un lavage intensif
pour éliminer les composés non liés, la résistine est reconnue aprés 1’addition d’un anticorps
polyclonal biotinylé spécifique (anticorps de détection). Aprés 1’élimination de 1’exces
d’anticorps biotinyl¢, un marqueur HRP streptavidine est ajouté. L’intensité de la réaction
colorée est mesurée a I’aide du lecteur Elisa (A = 450 nm), elle est proportionnelle a la

concentration en résistine sérique dans 1’échantillon.

2.2. Exploration du profil lipidique et lipoprotéique
2.2.1. Dosage du cholestérol total, libre et estérifié au niveau sérique

La teneur sérique en CT est déterminée par une méthode colorimétrique enzymatique
(kit CHOD-POD Spinreact, Espagne). Le CT présent dans I’échantillon donne, aprés
hydrolyse enzymatique et oxydation, un complexe coloré. L’indicateur, la quinonéimine est
formé a partir du H20- et du 4-amino-antipyrine, en présence du phénol et de la peroxydase.
La lecture se fait & une longueur d’onde A = 505 nm (spectrophotométre Jenway 7305,
Royaume-Uni).

La teneur sérique en cholestérol libre (CL) est mesurée par une méthode enzymatique
colorimétrique (kit CHOD-PAP Biolabo, France). L’indicateur colorimétrique est la
quinonéimine formée a partir du 4-amino-antipyrine, le phénol et le peroxyde d’hydrogéne en
présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne se combine au phénol et a I’amino-4. La
lecture se fait par spectrophotométrie (A = 500 nm). Les esters de cholestérol (EC) sont
ensuite calculés, ils correspondent au cholestérol estérifié (CE) (obtenu par la différence entre
le CT et le CL) et multiplié par 1,67 (poids moléculaire moyen d’un AG qui estérifie le

cholestérol).
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2.2.2. Dosage des triglycérides sériques

La teneur des TG sériques est déterminée par une méthode enzymatique
colorimétrique (kit GPO-POD Spinreact, Espagne). Les TG présents dans 1’échantillon
donnent aprés hydrolyse enzymatique et oxydation, un complexe coloré. L’indicateur, la
quinonéimine est formé a partir du H2O; et du 4-amino-antipyrine en présence du 4-
chlorophénol sous 1’action de la peroxydase. La lecture se fait a I’aide du spectrophotometre a

la longueur d’onde A =505 nm.

2.2.3. Dosage des phospholipides sériques

La teneur des phospholipides (PL) du sérum est déterminée par une méthode
enzymatique colorimétrique (kit CHOD-POD Biolabo, France). Les PL sont hydrolyses par la
phospholipase D. La choline libérée est ensuite oxydée par I’oxydase de choline (CHO) en
peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier oxyde le phénol et le 4-amino-antipyrine grace a la

peroxydase (POD). La lecture se fait a une longueur d’onde A = 505 nm.

2.2.4. Teneurs et composition des lipoprotéines sériques en lipides et en protéines
2.2.4.1. Séparation et purification des différentes fractions de lipoprotéines

La séparation des différentes lipoprotéines est réalisée par précipitation selon la
technique de Burstein et al., (1970 ; 1989). Les agents précipitants different selon la densité

de chaque classe de lipoprotéines.

Les lipoprotéines de faible densité (d) VLDL (d<1,006) et LDL-HDL; (1,006<d<1,075)
sont précipitées par du phosphotungstate (Sigma-Aldrich Chemie, Germany) et du MgCl»
(Merck).

Les lipoprotéines de haute densité HDL (1,085<d<1,121) et HDL3s (1,121<d<1,210) sont
précipitées par du sulfate de dextran (poids moyen 500 000, Sigma Chemical Company, St
Louis) et du MgCl,. Toutes les centrifugations sont effectuées a 1000 x g pendant 30 min a
20°C apres 30 min d’incubation.

Afin de minimiser la contamination par les protéines sériques, les différentes fractions
de lipoprotéines sont solubilisées dans une solution contenant du citrate trisodique et du NaCl
a 0,01M. Elles sont ensuite purifiées par des lavages successifs. Les VLDL et les LDL+HDL
sont purifiées par du sulfate de dextran 0,05% et du MgCl> a 0,05 M et les HDL> et HDLs

avec de I’oxalate de potassium a 0,5M et 1M, respectivement.
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2.2.4.2. Détermination des contenus des lipoprotéines seriques en protéines et en différents
lipides

Les contenus des protéines (apolipoprotéines totales (apo)) et des différents lipides
(CT, TG, CL, EC et PL) des différentes fractions sont determinés selon les méthodes décrites

précédemment. La masse des différentes fractions de lipoprotéines est estimée par la somme

des contenus des constituants lipidiques et protéique, elle est exprimée en g.L™2.

2.3. Exploration de I’homéostasie glucidique

2.3.1. Mesure de la glycémie

La glycémie est mesurée le jour méme du sacrifice a 1’aide des bandelettes réactives
Accu-Chek Active (Accu-Chek® active, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Cette
méthode semi-quantitative peut étre rendue quantitative a 1’aide d’un lecteur spécifique. Le
code de la boite des bandelettes doit étre sélectionnée sur le clavier de I’appareil et une goutte
de sang frais est deposée sur la zone réactive de la bandelette et est introduite dans le

glucométre. L appareil affiche la concentration en glucose, le plus souvent en mg.dL ™,

2.3.2. Dosage de I’hémoglobine glyquée

La mesure du degré de glycosylation de 1’hémoglobine (HbALc) est réalisée par
chromatographie échangeuse de cations sur micro-colonnes (kit Bio Systems, Costa Brava,
Espagne). Les hémoglobines sont retenues par une résine échangeuse de cations. Durant ce
temps, I’Hb est liée a la résine. L’HbA ¢ est éluée de fagon spécifique, apres élimination par
lavage de I’Hb Ala+n (HbAla+p). La concentration relative de ’HbA lc est estimée par rapport
a la concentration d’hémoglobine totale, et elle est quantifiée par spectrophotométrie a une

longueur d’onde A =415 nm.

2.3.3. Dosage de I’insuline sérique

Le dosage de I’insuline s’effectue selon une technique immuno-enzymatique (EIA Kkit,
Spi-Bio, Bertin group, Montigny Le Bretonneux, France) qui est basée sur la compétition
entre I’insuline libre et 1’acétylcholinestérase (AChE) li¢ a 1’insuline chez le rat (marqueur),
sur des sites spécifiques de I’insuline contenant I’antisérum du cochon d’inde. Le complexe
formé d’anticorps de cochon d’inde-insuline libre se lie avec I’anticorps anti-cochon d’inde
(de la chevre) fixé sur les puits. La plaque est ensuite lavee avec un tampon de lavage. Le
réactif d’Ellman (contenant le substrat enzymatique de I’AChE et un chromogene) est ajouté

aux puits. L’AchE réagit avec le réactif d’Ellman et induit la formation d’un chromogene

45



Matériel et méthodes

jaune. L’intensité de cette coloration est déterminée par spectrophotométrie (A =405 nm), celle-
ci est proportionnelle a la quantité de marqueurs fixés sur les puits, elle est inversement

proportionnelle a la quantité d’insuline libre du rat.
2.3.4. Indice d’insulino-résistance (IR)
L’indice d’insulino-résistance (HOMA-IR : Homeostasis Model Assessment) est

calculé pour déterminer I’IR globale chez le rat selon la formule (Cacho et al ., 2008) :

HOMA-IR= Glycémie (mmol.L%) x insulinémie (WULmL%)/22,5%

* Facteur de normalisation spécifique d’un sujet sain, a savoir insulinémie normal de

5 pULmL™ x glycémie normale de 4,5 mmol.L* = 22,5.

2.4. Evaluation du statut pro-oxydant/antioxydant
2.4.1. Détermination de ’attaque radicalaire
2.4.1.1. Dosage des hydroperoxydes (LPO) sériques et tissulaires

Les teneurs des LPO sont estimées a I’aide d’un kit enzymatique (Cayman, USA). La
peroxydation lipidique résulte dans la formation des LPO hautement réactifs et instables a la
fois des lipides saturés et insaturés. Ce dosage permet de mesurer les LPO en utilisant
directement les réactions d’oxydo-réduction avec les ions ferreux. La mesure de 1’absorbance

s’effectue a 500 nm.

2.4.1.2. Mesure des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) du sérum,

des lipoprotéines et des tissus

Chaque molécule de malondialdéhyde (MDA) issue de la lipoperoxydation réagit avec
2 molécules d’acide thiobarbiturique. La réaction s’effectue en milieu acide a la température
moyenne de 100°C et conduit a la formation d’un complexe de couleur rose. D’autres

aldéhydes issus de la lipopéroxydation reagissent de la méme maniére.
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-Au niveau sérique et lipoprotéique

Les teneurs des TBARS du sérum et des différentes fractions de lipoprotéines (VLDL,
LDL-HDL;, HDL; et HDL3) sont déterminées par la méthode de Quitanilha et al., (1982).
Cent pL d’échantillon sont dilués dans 0,9 mL de NaCl puis a cette solution, 20 uL de buthyl-
hydroxy toluéne (BHT 2% dans de 1’éthanol) (Sigma-Aldrich Chemie, Germany) et 1ImL de
TBA (Sigma-Aldrich Chemie, Germany) (TBA 0,375% dans du HCI a 0,5N en concentration
finale d’acide trichloroacétique (TCA a 15%) sont rajoutés. Aprés incubation a 85°C pendant
30 min et refroidissement dans de la glace, les échantillons sont centrifugés a 2000 x g
pendant 10 min, & 4°C (Sigma, 4K10 Bioblock Scientific, Germany). La lecture se fait par
spectrophotométrie a une longueur d’onde A =535 nm. Le MDA est utilisé pour établir une

courbe d’étalonnage.

-Au niveau tissulaire

Les concentrations des TBARS tissulaires sont estimées selon la technique d’Ohkawa
et al., (1979). Pour ce faire, 100 mg de tissu sont broyés dans un ultraturax dans 0,9 mL de
KCI a 1,15%. Le milieu réactionnel contient 0,2 mL d’homogénat tissulaire. 0,2 mL d’une
solution contenant du SDS a 8,1% et 1,5 mL d’acide acétique a 20% (pH 3,5) et 1,5 mL de
TBA a 0,8% sont rajoutés, le volume final est ajusté avec 4 mL d’eau distillée. Le mélange est
ensuite vortexé pendant 30 sec puis chauffé a 95°C pendant 1 h dans un bain marie. 1 mL
d’eau distillée et 5 mL d’un mélange butanol : pyridine (15/1 ; V/V) sont additionnés. Les
tubes sont agités vigoureusement et centrifugés a 1000 x g pendant 10 min. Les concentrations

des TBARS tissulaires sont estimées par spectrophotométrie a A = 532 nm.

2.4.1.3. Détermination des concentrations des isoprostanes (I1soPs) au niveau sérique et

urinaire

Les IsoPs résultent de 1’attaque directe des especes réactives oxygénées (ERO) sur
I’acide arachidonique des PL, suivie d’une libération par une phospholipase. Les IsoPs sont
des composeés stables et spécifiques de la peroxydation lipidique et reconnus comme étant les
plus fiables, en particulier les F>-1soPs. Les teneurs des IsoPs sériques et urinaires sont
déterminées par une méthode immuno-enzymatique compétitive (kit Cayman, USA). Ce kit
est basé sur la compétition entre le 8-1soPs et 8-1soPs-acetylcholinesterase (AChE). La lecture
se fait a I’aide du lecteur Elisa (A = 420 nm).
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2.4.1.4. Dosage des dérives carbonylés seriques et tissulaires

La mesure de I’oxydation protéique est réalisée par le dosage des dérivés carbonylés
selon la méthode de Levine et al., (1990). Cent pL de sérum ou d’homogénat tissulaire (125
mg de tissu dans 3mL de tampon phosphate) sont déposés dans 2 tubes, 0,5 mL HCI 2,5 M
(blanc échantillon) et 0,5 mL de dinitrophénylhydrazine (DNPH) a 10 mM (échantillon) sont
rajoutés. Les tubes sont ensuite placés a I’obscurité pendant 1h a 25°C, une agitation est
effectuée toutes les 10-15 min. Cing cent uL de TCA a 20% sont additionneés, le mélange est
vortexé et le surnageant est éliminé. Le culot est lave 3 fois avec un melange éthanol/acétate
d’¢éthyle (1/1 ; V/IV) et le surnageant est éliminé & chaque lavage. Les protéines précipitées
sont redissoutes dans 0,6 mL de guanidine et la solution est incubée pendant 15 min a 37°C.
Une centrifugation a 11000 x g durant 15 min permet d’éliminer les débris insolubles. Un
spectre d’absorption est réalisé entre 250 et 300 nm pour obtenir les dérivés aldéhydes ainsi
que les cétones et la concentration de ces derniers est calculée par différence d’absorbance entre
le blanc et 1’échantillon selon la formule :

C = absorption/ ¢

(e=22000/10 °nmol.mL? pour une longueur d’onde spécifique de 380 nm).

¢ : coefficient d’extinction molaire spécifique a la longueur d’onde choisie.
2.4.2. Evaluation du statut antioxydant
2.4.2.1. Détermination de la défense antioxydante non enzymatique

2.4.2.1.1. Dosage de I’albumine sérique

Le dosage de I’albumine sérique est réalisé par une methode quantitative (kit Biolabo,
France). En milieu tamponné (pH 4,2), I’albumine présente dans 1’échantillon donne apreés sa
liaison avec le vert de bromocrésol, un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie
dont I’absorbance est mesurée a A = 630 nm et celle-ci est proportionnelle a la concentration

en albumine dans 1’échantillon.

2.4.2.1.2. Dosage de I’acide urique (AcU)

La concentration sérique en AcU est déterminée par une méthode colorimétrique

enzymatique (kit Spinreact, Spain). L’AcU présent dans 1’échantillon donne en présence
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d’uricase, un indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie. La lecture se fait a une

longueur d’onde A = 520 nm.

2.4.2.1.3. Dosage du fer serique

La teneur sérique en fer est déterminée par une méthode colorimétrique enzymatique
(kit Biolabo, Paris, France). Les ions fer réduits forment un complexe coloré avec la
bathophénanthroline disulfonée. La lecture se fait par spectrophotométrie & une longueur
d’onde A = 535 nm.

2.4.2.2. Détermination de la défense antioxydante enzymatique
2.4.2.2.1. Activité de la superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD (EC 1.15.1.1) sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation des
ions superoxydes en molécules de peroxydes d’hydrogéne et oxygéne. Le dosage de I’activité
enzymatique de la SOD au niveau des érythrocytes et des différents tissus est réalisé par une
méthode colorimétrique (kit Cayman Chemical Superoxide Dismutase Assay, USA) qui
utilise un sel de tétrazolium pour la détection des radicaux superoxydes générés par la
xanthine oxydase et I’hypoxanthine. Une unité de SOD est définie comme la quantité
d’enzyme nécessaire pour la dismutation de 50% du radical superoxyde.

Les tissus sont rincés avec du tampon phosphate salin (PBS) (contenant 0,16 mg.mL™*
d’héparine). 1 g de tissu est homogénéisé avec 5 mL de tampon Hepes 20 mM, (pH 7,2) et
contenant 1 mM EDTA, 210 mM de mannitol et 70 mM de sucrose. Le mélange est ensuite
centrifugé a 1000 x g pendant 15 min & 4°C. Le dosage s’effectue sur le surnageant obtenu et

la lecture est réalisée a I’aide du lecteur Elisa a A = 450 nm.

2.4.2.2.2. Activité de la glutathion réductase (GSSH-Red)

L’activité enzymatique de la GSSH-Red (EC 1.6.4.2) est déterminée par la mesure du
taux d’oxydation du NADPH, en présence de glutathion oxydé (kit Cayman Chemical, USA).
L’unité d’activité de cette enzyme est définie comme la quantité d’enzyme capable d’oxyder 1
mmol de NADPH par minute. Les tissus sont rincés avec du PBS. 1 g de tissu est
homogénéisé avec 5 mL de tampon potassium phosphate 50 mM, pH 7,5 et contenant 1 mM
d'EDTA. Le mélange est ensuite centrifuge a 1000 x g pendant 15 min a 4°C et le dosage
s’effectue sur le surnageant obtenu. Cette activité est mesurée par spectrophotomeétre par

rapport a I’activité d’'une GSSH-Red de référence a A = 340 nm.
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2.4.2.2.3. Activité de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

L’activité enzymatique de la GSH-Px (EC 1.11.1.9) est dosée par une méthode
colorimétrique enzymatique (kit Cayman Chemical, USA). Cette activité permet de mesurer
indirectement I’activité de la GSH-Px par une réaction couplée a la glutathion réductase
(GSSH-Red). Le glutathion oxydé (GSSH), produit aprés réduction du LPO par la GSH-Px
est recyclé sous sa forme réduite par la GSSH-Red et le NADPH. Ce principe est basé sur la
cinétique de I’oxydation du NADPH en NADP" a A = 340 nm. L’ensemble des GSH-Px
catalyse la réduction des LPO minéraux (H202) ou organiques (LPO lipidiques) en molécules
d’eau ou alcool couplée a I’oxydation d’un substrat comportant une fonction thiol
(glutathion). Les tissus sont rincés avec du PBS. 1 g de tissu est homogénéisé avec 5 mL de
tampon Tris HCI 50 mM, pH 7,5 et contenant 5 mM EDTA. Le mélange est ensuite centrifugé

a 1000 x g pendant 15 min a 4°C et le dosage s’effectue sur le surnageant obtenu.

2.4.2.2.4. Activité de la catalase (CAT)

L’activité enzymatique de la CAT (EC 1.11.1.6) est évaluée en mesurant le taux de
décomposition du H2O; selon la méthode décrite par Aebi (1974). En présence de la CAT, la
décomposition du H202 conduit a une diminution de I’absorption de la solution de H202 en
fonction du temps. Les tissus sont rincés avec du PBS. 1 g de tissu est homogénéisé avec 5
mL de tampon potassium phosphate 50 mM, (pH 7) et contenant 1 mM d’EDTA. Le mélange
est ensuite centrifugé a 1000 x g pendant 15 min & 4°C, le dosage s’effectue sur le surnageant
obtenu. Aprés une incubation de 5 min, le réactif Titanium oxyde sulfate (TiOSO4) (Sigma-

aldrich Chemie, Germany) est ajouté. La lecture se fait par spectrophotométrie a A = 420 nm.

2.4.2.2.5. Dosage de I’activité de la paraoxonase (PON) 1

L’activité enzymatique de la PON1 est déterminée selon la technique de Kuo & La
Du., (1995). Cette méthode permet d’hydrolyser I’acétate de phényle en phénol. La vitesse
d’apparition du phénol est mesurable en suivant 1’évolution de 1’absorbance a A = 270 nm.
Pour cette mesure, 10 puL de sérum est ajout¢ a 1 mL d’une solution contenant 10 mM
d’acétate de phényle dans 20 mM de tris/HCI (pH 8,0) et 1 mM CaCly. L’activité enzymatique

est calculée par rapport au coefficient d’extinction molaire du phénol (1310 M. cm™).
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2.4.2.2.6. Détermination de I’activité enzymatique de la LCAT

L’activité enzymatique de la LCAT (EC 2.3.1.43) est estimée par une méthode
endogene selon la technique de Chen & Lacko (1986) sur du sérum frais. Cette technique est
basee sur la disparition des molécules du CE sous I’action de la LCAT aprés 4 h d’incubation a
37°C, a partir d’'un AG et de la lécithine. Le CL est dosé par méthode enzymatique

colorimétrique (kit Wako, Germany).

L’activité de la LCAT est exprimée en nm de cholestérol estérifié.h"t.mL™ de sérum.

Elle est calculée selon la formule :

Activité LCAT = (CL to h — CL t4 h)/4 h d’incubation

2.4.2.2.7. Evaluation de la capacité antioxydante sérique (CA0X)

La CAox sérique est déterminée a 1’aide d’un kit (Cayman, USA). Elle représente la
capacité du serum a neutraliser les RL générés. Le test repose sur la capacité d’antioxydants
dans I’échantillon pour inhiber 1I’oxydation. La capacité du produit & piéger les RL et donc a
ralentir ou inhiber aussi bien, les phases d’initiation que de propagation, implique la création
de radicaux. Durant une période d’induction, I’oxydation est inhibée par I’ensemble des
substances antioxydantes du sérum. Afin de permettre la quantification de cette CAO0X,
I’utilisation des antioxydants (Trolox, Vit C) purifiés a des concentrations connues permet

I’étalonnage.

3. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de Moyenne + Erreur Standard (M * ES) de six
rats par groupe. Aprés analyse de variance (ANOVA), la classification des moyennes est
effectuée par le test de rang de multiple de Duncan (1955) (Logiciel Statistica, Version 10,
Statsoft 97).

Les moyennes portant des lettres (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes

(P<0,05). La comparaison des moyennes est faite comme suit:
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1- Effets individuels des huiles compareés au témoin

HS jGO} o
i versus témoin
Mg j60

2- Effets des 2 remplacements par rapport a leurs controles respectifs

HS j30
HS-Mg versus
HS j60

Mg j30

Mg-HS versus {
Mg j60

3- Effets des 2 remplacements par rapport au témoin

HS-Mg o
Versus temoin
Mg-HS
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Résultats

1. Composition de I’huile de sardine et de la margarine en AG

La répartition des lipides en AG montre que les AGS, AGMI et AGPI de I'huile de
sardine et de la margarine est sensiblement identique (Tableau IV). La proportion de 1’ac
palmitique (C16:0) dans les AGS représente 23% dans 1’huile de sardine contre 31% dans
la margarine, alors que les ac. myristique (C14:0) et stéarique (C18:0) sont respectivement
plus élevés (7,2% vs 2,3% et 5% vs 2,3%). Globalement, I’huile de sardine contient le
méme pourcentage en AGMI que la margarine. Toutefois, le contenu en ac. oléique
(C18:1n-9) est d’environ 16%, alors qu’il n’a pas ét¢ détecté dans la margarine. En
revanche, le pourcentage de 1’ac. vaccénique (C18:1n-7) dans la margarine est de 29%,
alors qu’il est quasiment absent dans 1’huile de sardine (Tableau IV). Les AGPI dans la
margarine sont représentés majoritairement par I’ac. linoléique (C18:2n-6) avec 30%. En
revanche, I’huile de sardine est riche en AGPI n-3 avec essentiellement de I’EPA (C20:5n-

3) et du DHA (C22:6n-3) (12,5% et 8,6%, respectivement) (Tableau IV).

2. Poids corporel et nourriture ingérée

Durant toute I’expérimentation nutritionnelle, la croissance pondérale des rats
obeses consommant 1’huile de sardine ou la margarine aprés 1 ou 2 mois est similaire. De
méme, la substitution des graisses n’a aucun effet sur le PC. Toutefois, le PC des 4 groupes
obéses (HS j60, Mg j60, HS-Mg et Mg-HS) est 1,3-fois plus élevé comparé a celui des rats
normopondéraux (Fig. 14).

En revanche, aucune différence significative n’est notée dans la prise de nourriture

entre les différents groupes étudiés (Fig. 14).

3. Poids des organes absolu et relatif

Le poids absolu du foie, muscle, cceur et cerveau est similaire chez les groupes
quelle que soit I’origine de 1’huile ou la substitution considérée. En revanche, le poids du
TA reste élevé chez les groupes HS j60 (+48%) et Mg j60 (+74%) par rapport a celui des
rats témoins.

Lorsque la substitution HS-Mg est comparée a ses controles respectifs HS j30 et HS
j60, le poids de I’aorte et du TA est respectivement plus important (+71% et +54%). En
revanche, chez le groupe Mg-HS comparé a Mg j30 et Mg j60 celui du TA et de 1’aorte est
respectivement réduit (-43% et -50%) (Tableau V). Lorsque les 2 substitutions sont
comparées au régime normopondéral, le poids absolu du TA et du cceur est respectivement

plus élevé chez le groupe HS-Mg (+76% et +31%) et Mg-HS (+71% et 29%) (Tableau V).

53



Résultats

Tableau IV. Composition en AG de ’huile de sardine et de la margarine'

Nom commun de ’AG Nomenclature Huile de sardine = Margarine
Saturés

Ac. Myristique C14:0 7,2 2,3
Ac. Pentadecylique C15:0 ND’ ND
Ac. Palmitique Cl16:0 233 31,1
Ac. Stéarique C18:0 5,0 2,3
Ac. Arachidique C20:0 ND 0,2
Ac. Behenique C22:0 ND 0,2
Autres /! 2,0 2.9
Total 37,5 39
Monoinsaturés

Ac. Palmitoléique C16:1n-7 9,7 ND
Ac.Vaccénique C18:1n-7 ND 29
Ac. Oléique C18:1n-9 16,3 ND
Ac. Gadoléique C20:1n-9 3,2 0,1
Ac. Erucique C22:1n-9 0,8 ND
Autres // 0,4 1,6
Total 30,4 30,7
Polyinsaturés

Ac.Linoléique C18:2n-6 0,7 30,1
Ac. a-linolénique C18:3n-3 ND 0,1
Ac. Eicosatetraénoique C20:4n-3 1,1 0,1
Ac. Arachidonique C20:4n-6 0,5 ND
Ac. Eicosapentaénoique (EPA) C20:5n-3 12,5 ND
Ac. Docosapentaenoique C22:5n-3 1,4 ND
Ac. Docosahexaenoique (DHA) C22:6n-3 8,6 ND
Autres /! 7,3 /!
Total 32,1 30,3

'les résultats sont exprimés en pourcentage des AG totaux
*ND non détecté

Une augmentation du poids relatif du TA est notée chez le groupe HS-Mg comparé
au groupe HS j60 (+54%). En revanche, chez le groupe Mg-HS, le poids relatif du TA et
de ’aorte est respectivement plus faible comparé¢ a celui des groupes Mg j30 (-39%) et Mg
j60 (-42%), alors que celui des autres organes est identique (Tableau V).

Le poids relatif du foie, muscle, cerveau et aorte reste relativement plus faible chez
le groupe HS-Mg (-22%, -50%, -27% et -57%) et Mg-HS (-32%, -45%, -30%, -43%)
comparés respectivement a celui des rats témoins. En revanche, celui du TA est plus élevé

chez les groupes HS-Mg (+60%) et Mg-HS (+54%) (Tableau V).
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Fig. 14. Croissance pondérale et nourriture ingérée.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des

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

55



Résultats

Tableau V. Poids corporel (PC) et poids absolu et relatif des organes

Groupes HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
PC 380+10,38"  397,17+11,05° 399,17+19,85* 405,67+24,84" 427,67+17,78° 408,33+30,72°  326+13°
Poids absolu (g)

Foie 11,40+0,47° 10,45+1,61°  11,09+1,16® 11,53+1,49° 9,37+1,38% 9,55+1,18"  8,45+0,66°
Tissu adipeux 14,88+1,54° 6,31+1,00 13,98+1,08° 20,06+0,65° 12,73+4,00™ 11,4840,40°  3,28+1,02°
Muscle 1,63+0,17 1,74+0,25 1,41£0,60 1,50+0,20 1,42+0,28 1,55+0,22 1,70+0,27
Ceeur 1,11£0,10° 0,99+0,10° 1,03+0,14° 1,01£0,07° 1,07+0,26® 1,01+0,09*  0,71%0,11°
Cerveau 2,09+0,10° 2,25+0,21° 2,16£0,18% 2,27+0,98" 2,11£0,10° 2,02+0,14° 1,76£0,22"
Aorte 0,04+0,02¢ 0,13+0,05° 0,14+0,05° 0,13+0,05" 0,30+0,02° 0,15+0,06°  0,16+0,02°
Poids relatif

(2.100"'g PC)

Foie 3,03+0,20™ 2,63+0,40 2,7240,28° 2,80+0,37% 2,1940,32° 2,39+0,30°  3,52+0,30°
Tissu adipeux 3,92+0,49° 1,59+0,60 3,50+0,10° 4,94+0,80° 2,98+1,04° 3,00+0,10° 1,37+0,44°
Muscle 0,43+0,05° 0,44+0,06° 0,35+0,15° 0,37+0,05° 0,33+0,07° 0,39+0,06° 0,71+0,10°
Ceeur 0,29+0,03 0,25+0,03 0,25+0,03 0,25+0,02 0,25+0,06 0,25+0,02 0,30+0,04
Cerveau 0,55+0,07" 0,57+0,05" 0,53+0,04° 0,56+0,10° 0,49+0,02° 0,51+0,04°  0,73+0,09°
Aorte 0,021+0,01° 0,03+0,01° 0,03+0,01° 0,03+0,01° 0,07+0,01° 0,04+0,01°  0,07+0,01°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ES de six rats par groupe. Apreés analyse de variance, la classification des moyennes est effectuée
par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des lettres
différentes (a, b, c, d, e) sont significativement différentes (P<0,05)
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4. Teneurs sériques en adiponectine, ghréline et résistine

Aprés 2 mois de consommation, la margarine et I’huile de sardine induisent une
diminution de la teneur en adiponectine (-58%) par rapport a celle des rats ingérant le régime
normolipidique. En revanche, chez les groupes substitué¢s (HS-Mg et Mg-HS), 1’adiponectine
est similaire a celle des contrdles respectifs (HS j30 et HS j60, Mg j30 et Mg j60) mais elle est
réduite comparée a celle du témoin (P<0,05) (Fig. 15).

La teneur sérique en ghréline est élevée respectivement chez Mg j60 et HS j60 (+50%
et +26%) comparée a celle des témoins. Lorsque les substitutions sont considérées, la valeur
de la ghréline est augmentée de 63% et 41% chez HS-Mg comparée respectivement aux
groupes HS j30 et HS j60. De méme, chez le groupe Mg-HS, cette hormone est plus élevée
comparée a celle du groupe Mg j30 (+23%) mais elle est abaissée par rapport a celle du
groupe Mg j60 (-25%). Lorsque les 2 substitutions sont comparées a la valeur du témoin, les
résultats montrent une augmentation de la ghréline chez HS-Mg (+56%) et Mg-HS (+32%).

Quelle que soit I’origine de 1’huile, la résistine est plus élevée chez les groupes Mg j60
et HS j60 (+24% et +34%) comparée respectivement a celle du témoin, alors qu’elle est
similaire chez les groupes HS-Mg et Mg-HS comparée a celles des contrdles respectifs (HS
330 et HS j60, Mg j30 et Mg j60) mais reste élevée comparée a la valeur du témoin (HS-
Mg, +38% ; et Mg-HS,+22%) (Fig. 15).

5. Profil lipidique et lipoprotéique
5.1. Teneurs sériques en différents lipides

L’¢étude de I’effet individuel des huiles montre qu’aprés 2 mois de consommation, la
margarine entraine une augmentation de la cholestérolémie (+34%) chez les rats obéses
comparée a celle des rats témoins, alors que celle-ci reste similaire chez les rats ingérant
I’huile de sardine.

Lorsque les remplacements sont considérés, nos résultats montrent que les valeurs du
CT sérique sont identiques chez le groupe HS-Mg comparé au controles respectifs HS j30 et
HS j60, alors que chez le groupe Mg-HS, la cholestérolémie est réduite (-34% et -36%)
comparativement a celle des groupes Mg j30 et Mg j60, respectivement.

Comparé au témoin, la cholestérolémie devient identique chez les 2 groupes soumis

aux remplacements HS-Mg et Mg-HS (Fig. 16).
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Fig. 15. Teneurs sériques en adiponectine, ghréline et résistine.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, c, d, e, f, g) sont significativement différentes (P<0,05).
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Fig. 16. Teneurs sériques en différents lipides.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P<0,05).
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Les valeurs du CL sérique sont diminuées chez le groupe HS-Mg comparées a celles
des groupes HS j30 (-11%) et HS j60 (-14%) mais sont respectivement plus élevées chez Mg-
HS vs Mg j30 (+29%) et Mg j60 (+26%). Lorsque les substitutions sont comparées aux rats
ingérant le régime normolipidique, la teneur en CL est élevée chez les 2 groupes HS-Mg
(+89%) et Mg-HS (+91%).

Lorsque les substitutions sont considérées, la teneur sérique en EC est identique chez
le groupe HS-Mg comparé a ses controles respectifs HS j30 et HS j60. En revanche, cette
valeur est diminuée de 64% chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg j60 (Fig. 16).

La triglycéridémie aprés 2 mois de consommation est réduite chez les groupes Mg j60
(-25%) et HS j60 (-41%) comparée a celles des rats témoins. Lorsque les substitutions sont
considérées, les concentrations sériques en TG sont identiques chez le groupe HS-Mg
comparé a HS j30 mais augmentées (+45%) compar¢ a HS j60. En revanche, ces valeurs sont
respectivement plus faibles chez le groupe Mg-HS comparées a celles des groupes Mg j30 et
Mg j60 (-61% et -20%). Comparé au témoin, les TG sériques sont identiques chez le groupe
HS-Mg mais réduits chez le groupe Mg-HS (-40%) (Fig. 16).

Les teneurs des PL sériques sont élevées chez le groupe HS-Mg comparées
respectivement aux valeurs du groupe HS j30 (+36%) et HS j60 (+41%). A I’inverse, chez le
groupe Mg-HS, cette valeur est relativement plus faible (-28%) comparée a celle du groupe
Mg j60. De méme, comparés a la valeur du groupe témoin, les PL sont abaissés chez le

groupe Mg-HS (-21%), alors qu’elles deviennent similaires chez le groupe HS-Mg (Fig. 16).

5.2. Répartition du CT et des TG entre les différentes fractions de lipoprotéines
5.2.1. Répartition du CT

La distribution du CT entre les différentes fractions de lipoprotéines montre que la
plus grande part de cholestérol est portée par la fraction HDL3 chez tous les groupes (Tableau
VI).

Apres deux mois de consommation, la margarine et I’huile de sardine induisent, une
diminution du C-VLDL chez le groupe Mg j60 (-81%) et HS j60 (-89%) comparé a celui des
rats témoins. En revanche, le C-LDL-HDL, et le C-HDL, sont respectivement plus élevés
chez Mg j60 (+27% et +40%), alors qu’ils sont abaissés chez HS j60 (-80% et -61%). En
revanche, une augmentation du C-HDLj3 est notée chez le groupe Mg j60 (+58%) et HS j60

(+26%) comparé a celui des rats témoins (Tableau VI).
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Tableau VI. Répartition du cholestérol total (CT) et des triglycérides (TG) entre les différentes fractions de lipoprotéines

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Cholestérol
C-VLDL 0,15+£0,001°  0,06+0,01% 0,19+0,01¢ 0,73+0,08" 0,10+0,01" 0,30+0,01° 0,55+0,04°
(9%) (5%) (12%) (26%) (4%) (16%) (29%)
C- LDL-HDL; | 0,08+0,009°  0,08+0,02° 0,10+0,01¢ 0,6030,04 0,55+0,08" 0,15+0,01° 0,40+0,09°
(4%) (6%) (6%) (22%) (20%) (8%) (21%)
C-HDL, 0,08+0,01°  0,05+0,01% 0,07+0,02° 0,12+0,015° 0,22+0,03*  0,08+0,02°  0,13+0,03°
5% (4%) (5%) (5%) (8%) (5%) (7%)
C-HDL; 1,36+0,01° 1,09+£0,01¢ 1,24+0,09° 1,31+0,04° 1,94+0,023*  1,30+0,04° 0,800,06°
(82%) (85%) (77%) (47%) (68%) (71%) (43%)
Triglycérides
TG-VLDL 0,14+0,001° 0,025+0,0002°¢  0,12+0,012°  0,319+£0,073%  0,048+0,013° 0,021+0,003¢  0,2740,05°
(18%) (5%) (15%) (25%) (8%) (4%) (32%)
TG-LDL-HDL; | 0,04+0,009% 0,027+0,003°  0,12+0,0002°  0,4+0,034° 0,21+0,05°  0,035+0,015¢ 0,2 +0,04°
(5%) (6%) (14%) (31%) (32%) (7%) (24%)
TG-HDL, 0,01£0,002°  0,05+£0,002°  0,05+0,004°  0,043+0,002°  0,15+0,01*  0,029+0,003¢  0,1440,01°
(1%) (10%) (5%) (3%) (24%) (6%) (16%)
TG-HDL; 0,61£0,01*  0,39+0,041¢9  0,59+0,002°  0,56+0,002°  0,23+0,003° 0,45+ 0,02°  0,24+0,02°
(76%) (79%) (66%) (43%) (36%) (83%) (28%)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes est
effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes

portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f, g) sont significativement différentes (P<0,05).
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Lorsque les substitutions sont considérées par rapport a leurs controles respectifs, nos
résultats montrent que le C-VLDL est plus €levé chez le groupe HS-Mg comparé a celui des
groupes HS j30 (+21%) et HS j60 (+68%). De méme, chez le groupe Mg-HS, le C-VLDL est
augmenté de 66% par rapport a Mg j60, alors qu’il est plus faible (-59%) comparé a Mg j30
(Tableau VI).

Le C-LDL-HDL,; est ¢levé de fagon similaire chez le groupe HS-Mg comparé aux
groupes HS j30 et HS j60 (+20%), alors qu’il est diminué chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 (-
75%) et vs Mg j60 (-72%) (Tableau VI).

En revanche, aucune différence significative n’est notée chez le groupe HS-Mg vs HS
330 et HS j60 pour le C-HDL,, alors que cette valeur est plus faible chez le groupe Mg-HS vs
Mg j30 (-32%) et Mg j60 (-63%) (Tableau VI).

Nos résultats montrent par ailleurs que le C-HDL;3 est augmenté de 12% chez le
groupe HS-Mg vs HS j60 mais il est abaissé¢ de 33% chez le groupe Mg-HS vs Mg j60
(Tableau VI).

Lorsque la comparaison est faite avec les rats témoins, nos résultats montrent que les
valeurs du C-VLDL, C-LDL-HDL; et C-HDL, restent respectivement plus faibles chez le
groupe HS-Mg (-65%, -75% et -46%) et Mg-HS (-45%, -62%, -38%). En revanche, le C-
HDL; est respectivement plus élevé chez le groupe HS-Mg et Mg-HS (+35% et +38%)
(Tableau VI).

5.2.2. Répartition des TG

La répartition des TG entre les différentes fractions de lipoprotéines montre que la
plus grande part de TG est portée par la fraction HDL3 chez les groupes consommant 1’huile
de sardine, la margarine ou leurs substitutions, alors que chez le groupe témoin, ces TG sont
portés principalement par les VLDL (Tableau VI).

La margarine et I’huile de sardine induisent aprés 2 mois de consommation, une
diminution des teneurs en TG-VLDL chez le groupe Mg j60 (-82%) et HS j60 (-90%) par
rapport a celles des rats témoins. De méme, les TG-LDL-HDL; et TG-HDL, sont
respectivement diminués chez le groupe HS j60 (-86% et -64%) mais deviennent similaires
chez le groupe Mg j60 comparées aux valeurs des témoins. En revanche, chez le groupe HS
J60 comparé aux témoins, les TG-HDL3 sont élevés (+38%), alors qu’ils sont similaires chez

le groupe Mg j60 (Tableau VI).
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Lorsqu’on compare les 2 substitutions par rapport a leurs contrdles respectifs, nos
résultats montrent que chez le groupe HS-Mg, les valeurs des TG-VLDL sont identiques
comparées a celles du groupe HS j30, alors qu’elles sont plus élevées par rapport a celles du
groupe HS j60 (+79%).

Chez le groupe HS-Mg comparés a HS j30 et HS j60, les TG-LDL-HDL,;sont
respectivement plus ¢élevés (+65% et +76%). De méme, une augmentation des TG-HDL, de
80% est notée chez le groupe HS-Mg par rapport a HS j30, alors qu’ils deviennent semblables
a ceux du groupe HS j60.

En revanche, dans la fraction HDL3, les TG sont similaires chez le groupe HS-Mg et
HS j30 mais ils sont plus élevés (+34%) comparés a ceux du groupe HS j60 (Tableau VI).

Chez le groupe Mg-HS vs Mg 30, les TG portés par les VLDL, LDL-HDL,, HDL, et
HDL; sont respectivement diminués de 93%, 84%, 39% et 19%. De méme, comparé a Mg
j60, les TG-VLDL, LDL-HDL, et HDL, sont respectivement abaissés (-56%, -81% et -81%),
alors que les TG-HDLj sont élevés (+48%) (Tableau I'V).

Comparés aux rats témoins, les contenus des VLDL, LDL-HDL,; et HDL, en TG sont
respectivement diminués chez le groupe HS-Mg (-55%, -40% et -64%) et Mg-HS (-92%, -
82% et -79%). En revanche, les TG-HDL3 sont respectivement plus élevés chez le groupe HS-
Mg (+59%) et Mg-HS (+46%) (Tableau IV).

5.3. Teneurs et composition des lipoprotéines en lipides et en protéines
5.3.1. Teneurs et composition des VLDL

Quantitativement, la masse des VLDL est diminuée chez le groupe HS-Mg vs HS j30
(1,4-fois) et HS j60 (1,2-fois). De méme, chez le groupe Mg-HS, celle-ci est réduite comparée
respectivement a celle des groupes Mg j30 et Mg j60 (1,7- et 1,4-fois). Par contre, par rapport
au témoin, la masse des VLDL est plus importante chez le groupe HS-Mg (1,9-fois) mais
devient semblable chez le groupe Mg-HS (Fig. 17).

Qualitativement, une réduction dans les teneurs en apo-VLDL est notée chez le groupe
HS-Mg comparé a HS j30 (1,5-fois). De méme, chez le groupe HS-Mg vs HS j60, les EC-
VLDL et les PL-VLDL sont abaissés (2,3- et 1,4-fois), respectivement. En revanche, le
contenu en TG-VLDL est plus élevé chez le groupe HS-Mg vs HS j60 (4,8-fois) (Fig. 17).

Les teneurs en TG-VLDL sont réduites chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg j60
(15- et 2,2-fois) ainsi que celles des EC-VLDL (6,1- et 3-fois), respectivement. En revanche,
les PL-VLDL sont plus important comparativement a ceux du groupe Mg j30 (1,6-fois) mais
ils sont abaissés par rapport a ceux du groupe Mg j60 (1,1-fois) (Fig. 17).

63



Résultats

VLDL
= =S 30
B HS i60
- E Hs-»
6 - Masse 6 Apo Dilisg;%
1 Mg i60
1a 4 - O Mg HS
™ 4 a a ™ adp b b 1 Témoin
o , | c d d o'n2 | |_T_‘ T b b b
0 A IH T l! ||l‘ 1 0 A T T l! Iﬂ 1
2 - TG
2 - CL
5 5
s 1 = 1 -
E =]
- b b a a g a a "2 a @
d c € a llﬂ
0 I_|_||:I T T ||—-LI 0 __I:-ID : ID ||j .
2 -
EC 2 4 PL
5 5
-Ei 1 a %'1 i
S b = a c d b
e € . d ¢ £ ° f
= R - |_T_| . 0 -

Fig. 17. Teneurs et composition des VLDL en lipides et en protéines.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Apres analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement differentes (P<0,05).
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Comparé¢ au témoin, les teneurs des TG-VLDL, EC-VLDL et PL-VLDL sont plus faibles
chez le groupe HS-Mg (2,2-, 3- et 1,2-fois) et Mg-HS (12-, 2- et 1,2-fois), respectivement (Fig.
17).

5.3.2. Teneurs et composition des LDL-HDL;

Chez le groupe HS-Mg comparé respectivement a HS j30 et HS j60, la masse des
LDL-HDL; est plus ¢levée (1,8- et 2-fois). De méme que les concentrations des TG-LDL-
HDL, sont augmentées (2,7- et 4-fois) ainsi que celles du CL-LDL-HDL, (2,2- et 2,6-fois);
EC-LDL-HDL,; (2,7-, 3,2-fois) et PL-LDL-HDL, (2,7- et 2,9-fois) (Fig. 18).

Chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg j60 respectivement, une diminution de la
masse des LDL-HDL, (2,3- et 3,2-fois), des teneurs des apo-LDL-HDL, (1,6- et 1,8-fois) et
du contenu en lipides [TG-LDL-HDL, (7,3- et 6,3-fois) ; EC-LDL-HDL,(1,3- et 3,2-fois);
PL-LDL-HDL,(3,2- et 4,2-fois)] est notée. De méme, les teneurs des CL-LDL-HDL,; sont
diminuées chez le groupe Mg-HS comparé a Mg j60 (3,6-fois) (Fig. 18).

Comparée a la valeur du groupe témoin, la masse des LDL-HDL, chez les groupes
HS-Mg et Mg-HS est respectivement plus ¢€levée (3,3-et 1,2-fois). Les teneurs du CL-LDL-
HDL, sont aussi 2-fois plus élevées chez le groupe HS-Mg mais similaires chez Mg-HS. Les
EC-LDL-HDL, sont 3,7- et 1,8-fois plus importants chez les 2 groupes HS-Mg et Mg-HS. De
méme, les PL-LDL-HDL, sont 2-fois plus élevés chez le groupe HS-Mg mais réduits chez
Mg-HS (-20%). Les valeurs des TG-LDL-HDL, sont 1,6- et 6-fois plus faibles chez HS-Mg
et Mg-HS (Fig. 18).

5.3.3. Teneurs et composition des HDL,

Chez le groupe HS-Mg comparé respectivement aux groupes HS j30 et HS j60, une
diminution est constatée dans la masse des HDL, (2,6- et 1,7-fois) et des concentrations des
apo-HDL, (2,7- et 1,7-fois) et des EC-HDL, (1,2-fois), alors que le CL-HDL,; est plus faible
(1,3-fois) comparé seulement a HS j30. A I’inverse, les PL-HDL; et les TG-HDL, sont
respectivement plus élevés (1,6-fois et 2,4-fois) chez le groupe HS-Mg comparé a HS j30
(Fig. 19).

Chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg j60, respectivement, une réduction de la
masse des HDL, (1,5- et 2-fois), des apo-HDL, (1,2- et 1,7-fois), des TG-HDL, (1,6- et 5,3-
fois) ainsi que du CL-HDL,; (2,2- et 2-fois), des EC-HDL,; (2,7- et 1,7-fois) et des PL-HDL,
(2,7- et 1,8-fois) est notée (Fig. 19).
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Fig. 18. Teneurs et composition des LDL-HDL, en lipides et en protéines.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).
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Fig. 19. Teneurs et composition des HDL, en lipides et en protéines.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement differentes (P<0,05).
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Lorsque les 2 substitutions sont comparées au groupe témoin, les teneurs des TG-
HDL,; et des EC-HDL,; sont respectivement plus faibles chez le groupe HS-Mg (4,3- et 1,5-
fois) et Mg-HS (5,4- et 1,7-fois). De méme, les PL-HDL, sont plus faibles chez le groupe Mg-
HS vs témoin (1,2-fois). En revanche, les concentrations du CL-HDL, chez le groupe HS-Mg
et Mg-HS restent respectivement plus élevées (1,6- et 1,7-fois) (Fig. 19).

5.3.4. Teneurs et composition des HDL;3

Une diminution de la masse des HDL3 (1,5-fois) est notée chez le groupe HS-Mg
comparé a celle du groupe HS j30, alors que cette valeur reste identique a celle du groupe HS
j60 (Fig. 20).

Les concentrations des apo-HDLj sont diminuées chez le groupe HS-Mg comparé aux
groupes HS j30 (1,6-fois) et HS j60 (1,3-fois), alors que les teneurs des TG-HDL3 sont
similaires chez le groupe HS-Mg comparé a HS j30 mais plus importantes comparées a HS
j60 (1,5-fois). En revanche, les valeurs du CL-HDL; et des PL-HDL; sont respectivement plus
faibles (2,9- et 3,1-fois) chez le groupe HS-Mg vs HS j30. Les EC-HDL; sont plus élevés (1,2-
et 1,4-fois) comparés a ceux des groupes HS j30 et HS j60, respectivement (Fig. 20).

Chez le groupe Mg-HS comparé a Mg j60, la masse des HDLj; est 1,2-fois plus faible,
alors que les apo-HDLj sont 1,6-fois plus élevées. De méme, les teneurs des TG-HDL; sont
diminuées chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 (1,2-fois) mais sont élevées par rapport a Mg j60
(1,9-fois).

Les valeurs du CL-HDL; sont respectivement diminuées (1,8- et 1,7-fois) comparées a
celles des groupes Mg j30 et Mg j60. En revanche, le contenu des EC-HDLj3 est plus
important chez le groupe Mg-HS comparé a celui du groupe Mg j30 (1,2-fois). Toutefois, une
réduction de cette valeur est observée comparée a celle du groupe Mg j60 (1,4-fois) (Fig. 20).

Comparée aux valeurs du groupe témoin, la masse des HDL3 et son contenu en
protéines sont respectivement plus €élevés chez le groupe HS-Mg (1,8- et 6-fois) et Mg-HS (2-
et 6,5-fois). De méme, les TG-HDL; et EC-HDL3 sont respectivement plus élevées chez le
groupe HS-Mg (3.4- et 5,3-fois) et Mg-HS (2,6- et 6,5-fois). En revanche, les valeurs du CL-
HDL; deviennent similaires chez le groupe HS-Mg mais s’abaissent chez le groupe Mg-HS
(1,4-fois) et il en est de méme pour les PL-HDL;3; chez HS-Mg et Mg-HS puisque ces derniers
sont diminués (4,4- et 4,7-fois) (Fig. 20).
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Fig. 20. Teneurs et composition des HDL; en lipides et en protéines.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, c, d, e, [, g) sont significativement différentes (P<0,05).
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6. Equilibre glycémique
6.1. Glycémie

Quelle que soit I’origine de I’huile ou lorsque les substitutions sont considérées et
comparées a leurs contrdles respectifs, la valeur de la glycémie est identique. Toutefois, elle

reste €levée chez tous les groupes obeses par rapport au témoin (+23%) (Fig. 21).

6.2. Taux d’HbAlc

La margarine et I’huile de sardine induisent aprés 2 mois d’expérimentation, une
augmentation du taux d’HbAlc (+75% et +61%) comparées respectivement au régime
témoin.

De méme, lorsque les remplacements sont considérés, I’HbAlc est élevé chez le
groupe HS-Mg comparé a leurs contrdles respectifs HS j30 (+13%) et HS j60 (+24%). En
revanche, chez le groupe Mg-HS, I’HbAlc est diminué¢ de 21% comparé a Mg j30 et de 36%
comparé a Mg j60.

La comparaison entre les 2 substitutions (HS-Mg et Mg-HS) révele que I’HbA 1c reste

respectivement plus élevée par rapport a celles des témoins (+71% et +60%) (Fig. 21).

6.3. HOMA-IR et insulinémie

Aprés 2 mois, la margarine (Mg j60) et I’huile de sardine (HS j60) augmentent
respectivement I’insulinémie (+83% et +64%) et ’indice de HOMA-IR (+83% et +66%).

L’¢étude des substitutions montre que chez le groupe HS-Mg, I’insulinémie et 1’indice
de HOMA-IR sont ¢levés et de fagon similaire (+38%) par rapport a HS j30 mais sont réduits
comparés respectivement aux valeurs du groupe HS j60 (-10% et -13%).

A T’inverse, les valeurs de I’insuline et de 1’indice de HOMA-IR sont respectivement
plus importantes chez le groupe Mg-HS comparé au contrdle respectif Mg j30 (+43% et
+42%) mais sont diminuées comparées a Mg j60 (-65% et -66%).

La comparaison des 2 substitutions avec le témoin, montre que l’insulinémie et
I’indice de HOMA-IR sont respectivement plus élevés chez HS-Mg (+60% et +61%) et Mg-
HS (+51% et +52%) (Fig. 21).
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Fig. 21. Glycémie, teneur sérique en insuline, HbAlc et indice de HOMA-IR.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des

lettres différentes (a, b, ¢, d, e, [, g) sont significativement différentes (P<0,05).

71



Résultats

7. Statut Redox
7.1. Peroxydation lipidique et oxydation protéique
7.1.1. Teneurs sériques et tissulaires en LPO

Au niveau sérique, la margarine et ’huile de sardine induisent aprés 2 mois de
consommation, une augmentation des valeurs des LPO sériques chez les groupes Mg j60
(+50%) et HS j60 (+31%) par rapport a celles des rats témoins. Lorsque la substitution HS-
Mg est comparée a ses contrdles respectifs, une augmentation similaire des teneurs des LPO
sériques est trouvée chez HS j30 et HS j60 (+16%). En revanche, ces valeurs sont plus faibles
seulement chez le groupe Mg-HS vs Mg j60 (-13%). Comparées au témoin, les deux

substitutions induisent une augmentation similaire des LPO (+50%) (Fig. 22).

Au niveau tissulaire, les LPO sont respectivement élevés au niveau du foie (+87% et
+88%), TA (+82% et +83%), muscle (+88% et +89%), cceur (+89% et +84%), cerveau (+97%
et +94%) et aorte (+91% et +92%) chez les groupes Mg j60 et HS j60 vs témoin (Fig. 22).

Lorsque les effets des substitutions sont interprétés, nos résultats montrent que chez le
groupe HS-Mg, les teneurs des LPO du foie sont identiques comparées a celles des groupes
HS j30 et HS j60, alors que ces concentrations sont respectivement abaissées au niveau du
TA, muscle et cceur (-44%, -25% et -17%) par rapport aux valeurs du groupe HS ;30.
Lorsqu’elles sont comparées a celles du groupe HS j60, elles sont identiques dans le TA et le
muscle mais élevées dans le ceeur (+21%) et I’aorte (+54%) (Fig. 22).

Chez le groupe Mg-HS comparé respectivement aux groupes Mg j30 et Mg j60, les
LPO sont augmentés au niveau du muscle (+16% et +22%), alors qu’une réduction est
trouvée au niveau du cceur (-22% et -24%) et du cerveau (-46% et -57%). Seules les valeurs
des LPO du TA et de ’aorte sont élevées (+23% et +19%) chez le groupe Mg-HS vs Mg j30
et deviennent similaires a celles du groupe Mg j60. De méme, ces teneurs deviennent
identiques au niveau du foie comparées a celles des groupes Mg j30 et Mg j60 (Fig. 22).

Lorsque les substitutions sont comparées au groupe ingérant le régime normolipidique,
les valeurs des LPO sont respectivement plus élevées chez les groupes HS-Mg et Mg-HS dans
le foie (+89%), le TA (+82% et +83%), le muscle (+90% et +91%), le coeur (+88% et +86%),
le cerveau (+95% et +93%) et 'aorte (+96% et +92%) par rapport aux valeurs trouvées chez

les rats témoins (Fig. 22).
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Fig. 22. Concentrations sériques et tissulaires en LPO.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.1.2. Teneurs sériques et tissulaires en TBARS

Au niveau sérique, la margarine et I’huile de sardine induisent aprés 2 mois
d’expérimentation une augmentation des valeurs des TBARS au niveau sérique chez les
groupes Mg j60 (+63%) et HS j60 (+25%). Lorsque les substitutions sont comparées a leurs
contrdles respectifs, les concentrations des TBARS sériques sont augmentées chez le groupe
HS-Mg vs HS j30 (+43%) mais deviennent similaires a celles du groupe HS j60. En revanche,
chez le groupe Mg-HS, ces valeurs sont respectivement plus faibles (-32% et -60%)
comparativement a Mg j30 et Mg j60. Comparées aux valeurs des rats témoins, les teneurs des
TBARS sériques sont élevées chez le groupe HS-Mg (+26%), alors qu’elles sont similaires

chez le groupe Mg-HS (Fig. 23).

Au niveau tissulaire, les valeurs des TBARS sont respectivement élevées chez les
groupes Mg j60 et HS j60 au niveau du foie (+37% et +83%), TA (+83% et +92%), muscle
(+37% et +67%), cceur (+41% et +47%) et cerveau (+75% et +70%) par rapport a celles des
rats témoins (Fig.23).

Lorsque les 2 substitutions sont considérées, une réduction des valeurs des TBARS est
trouvée chez le groupe HS-Mg comparé a ses controles respectifs (HS j30 et HS j60) au
niveau du foie (-23% et -74%). De méme, les TBARS du TA et du muscle sont réduits
comparés seulement a HS j60 (-55% et -26%), alors que ces valeurs sont augmentées au
niveau du cceur (+29%) par rapport a celles du groupe HS j60, et de I"aorte (+46% et +45%)
par rapport a HS j30 et HS 60, respectivement (Fig. 23).

Chez le groupe Mg-HS, les valeurs des TBARS sont abaissées au niveau du foie (-
52% et -49%), TA (-18% et -15%), cceur (-49% et -37%) et aorte (-74% et -35%) comparées
respectivement a celles des groupes Mg j30 et Mg j60. Seules les valeurs des TBARS au
niveau du cerveau sont réduites de 69% comparées a celles du groupe Mg j30 (Fig. 23).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées au groupe témoin, les résultats montrent
que chez le groupe HS-Mg et Mg-HS, les valeurs des TBARS sont respectivement plus
importantes au niveau du TA (+82% et +80%), muscle (+56% et +34%), cerveau (+55% et
+46%) et aorte (+83% et +61%). De méme, chez le groupe HS-Mg, les valeurs des TBARS
sont plus importantes dans le foie (+35%) et le cceur (+63%) ; a ’inverse, chez le groupe Mg-
HS, elles sont diminuées au niveau du foie (-18%) mais deviennent similaires au niveau du

ceeur (Fig. 23).
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Fig. 23. Teneurs sériques et tissulaires en TBARS.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.1.3. Teneurs des lipoprotéines en TBARS

Dans les lipoprotéines, la margarine et ’huile de sardine induisent apres 2 mois de
consommation une augmentation des valeurs des TBARS-VLDL (+41% et +40%), TBARS-
LDL-HDL,; (+90% et +87%) et TBARS-HDL, (+28% et +38%) par rapport au groupe témoin
(Fig.24).

Lorsque I’on considere les 2 substitutions par rapport a leurs contrdles, les valeurs des
TBARS sont ¢élevées dans les LDL-HDL, chez le groupe HS-Mg vs HS j30 (+26%) ainsi que
dans les HDL, et HDL3 (+41%), alors qu’aucune différence significative n’est trouvée dans
les fractions VLDL, LDL-HDL,;, HDL, et HDL; lorsqu’elles sont comparées a celles du
groupe HS j60 (Fig.24).

En revanche, les valeurs des TBARS dans les VLDL et HDL, sont plus faibles chez le
groupe Mg-HS comparé au groupe Mg j30 (-18% et -28%), respectivement. Comparées aux
valeurs du groupe Mg j60, les TBARS sont abaissés dans les LDL-HDL,; (-18%), alors
qu’aucune différence significative n’est trouvée dans les autres fractions (Fig. 24).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées a celles du groupe témoin, les TBARS des
VLDL-LDL-HDL; et HDL, restent plus élevées chez les groupes HS-Mg (+37%, +87% et
+36%) et Mg-HS (+41%, +88% et +24%). En revanche, les TBARS-HDL; sont réduits chez
le groupe HS-Mg (-29%) et Mg-HS (-30%) (Fig.24).

7.1.4. Teneurs sériques et urinaires en isoprostanes

Apres 2 mois de consommation, la margarine et 1’huile de sardine par rapport au
régime témoin, induisent une élévation des IsoPs sériques (+87% et +84%) et urinaire (+94%
et +83%), respectivement (Fig. 25). Par ailleurs, les teneurs des IsoPs sériques et urinaires
sont plus importantes chez le groupe HS-Mg comparées a celles des groupes HS j30 (+37% et
+40%) et HS j60 (+35% et +58%). En revanche, chez le groupe Mg-HS, ces concentrations
sont réduites par rapport a celles de leurs controles Mg j30 (-30% et -74%) et Mg j60 (-41% et
-70%). Comparées aux valeurs des rats témoins, ces dernieres restent €élevées chez HS-Mg

(+89% et +93%) et Mg-HS (+78% et +46%) (Fig. 25).
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Fig. 24. Teneurs des lipoprotéines en TBARS.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de

variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P<0,05).
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Fig. 25. Teneurs des IsoPs sériques et urinaires.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.1.5. Teneurs sériques et tissulaires en carbonyles

Au niveau sérique, les teneurs des carbonyles sont réduites de fagon similaire chez les
groupes Mg j60 et HS j60 (-33%) par rapport aux valeurs du groupe témoin. Lorsque la
substitution Mg-HS est comparée a ses contrdles respectifs, les carbonyles sont plus faibles
par rapport a Mg j30 (-35%) et Mg j60 (-41%). En revanche, une élévation de 23% et 20%
des valeurs des carbonyles est notée respectivement chez le groupe HS-Mg comparé aux 2
groupes HS j30 et HS j60.

Comparé aux valeurs du groupe témoin, les carbonyles sériques sont similaires chez le

groupe HS-Mg mais plus faibles chez le groupe Mg-HS (-60%) (Fig. 26).

Au niveau tissulaire, chez les groupes Mg j60 et HS j60, les carbonyles sont
respectivement augmentés dans le muscle (+87% et +76%), cceur (+86% et +83%) cerveau
(+27% et +38%) et aorte (+47% et +44%) par rapport aux valeurs du groupe témoin. Au
niveau du foie les valeurs des carbonyles sont élevées chez le groupe Mg j60 (+48%) mais
réduites chez HS j60 (-18%) (Fig. 26).

Lorsque la substitution HS-Mg est considérée, aucune différence n’est notée dans les
carbonyles hépatiques comparée a HS j30, alors qu’une élévation de 27% est constatée par
rapport @ HS j60. Dans le muscle, les valeurs des carbonyles sont ¢levées comparées a celles
du groupe HS j30 (+63%) mais restent identiques a ceux du groupe HS j60. De méme, dans le
cceur, ces valeurs sont similaires a celles du groupe HS j30 mais sont diminuées (-20%)
comparées a celles du groupe HS j60 (Fig. 26).

En revanche, chez le groupe Mg-HS comparé¢ a ses controles respectifs Mg j30 et Mg
760, une diminution des carbonyles est notée dans le foie (-52% et -63%), le muscle (-50% et -
59%) et le coeur (-31% et -38%), respectivement.

Aucune différence n’est notée dans les carbonyles du cerveau et de I’aorte chez les 2
groupes HS-Mg et Mg-HS comparés a leurs controles respectifs (Fig. 26).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées au groupe témoin, les valeurs des
carbonyles sont élevées, chez le groupe HS-Mg et Mg-HS respectivement en particulier au
niveau du muscle (+78% et +70%), coeur (+78%), cerveau (+35% et +24%) et aorte (+39% et
+36%) (Fig. 26).
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Fig. 26. Teneurs sériques et tissulaires en carbonyles

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2. Défense antioxydante
7.2.1. Défense antioxydante non enzymatique
7.2.1.1. Teneurs sériques en albumine

La margarine ou I’huile de sardine aprés 2 mois de consommation réduit
respectivement la teneur en albumine comparée a celle des rats témoins (-29% et -26%) (Fig.
27). Lorsque les 2 substitutions sont considérées par rapport a leurs controles respectifs, nos
résultats montrent que la teneur sérique en albumine est diminuée chez le groupe HS-Mg
comparée a HS j30 (-15%). En revanche, cette valeur est augmentée de fagcon similaire chez le
groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg j60 (+30%). Comparé a la valeur du témoin, 1’albumine
sérique est diminuée chez le groupe HS-Mg (-29%), alors qu’elle devient similaire chez Mg-

HS (Fig. 27).

7.2.1.2. Teneurs sériques en acide urique

Aprées 2 mois, la margarine ¢éléve la teneur de I’AcU sérique (+23%) alors que 1’huile
de sardine la diminue (-58%) comparée au régime témoin (Fig. 27). Lorsque les substitutions
sont considérées, 1’uricémie est plus faible chez le groupe HS-Mg comparée aux valeurs des
groupes HS j30 (-53%) et HS j60 (-29%), a I'inverse cette valeur est plus importante chez le
groupe Mg-HS vs Mg j30 (+35%) mais abaissée de 52% par rapport a la valeur notée chez
Mg j60. Comparé au témoin, ce parameétre reste plus faible chez les groupes HS-Mg (-70%) et
Mg-HS (-37%) (Fig. 27).

7.2.1.3. Teneurs sériques en fer

La margarine et 1’huile de sardine sur 2 mois de consommation ne modifient pas la
teneur sérique en fer. De méme, la substitution de I’huile de sardine (HS-Mg) ou de la
margarine (Mg-HS) n’induit aucun changement dans la teneur sérique en fer comparée aux
valeurs de leurs contrdles respectifs. Toutefois, elles tendent a se rapprocher de celles des rats

témoins (Fig. 27).
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Fig. 27. Teneurs sériques en albumine, acide urique et en fer.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Apres analyse de

variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, c, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2.2. Défense antioxydante enzymatique au niveau des érythrocytes et des différents
tissus

7.2.2.1. Activité de la SOD

Au niveau érythrocytaire, quelle que soit I’origine de I’huile consommée, apres 2
mois, 1’activité de la SOD devient similaire a celle des rats témoins. Lorsque les substitutions
sont comparées a leurs contrdles, 1’activité de la SOD est réduite chez le groupe HS-Mg vs HS
730 (-49%), alors qu’aucune différence n’est trouvée chez le groupe Mg-HS vs Mg j30 et Mg
j60. Comparée a la valeur des rats témoins, la SOD est abaissée de 28% chez le groupe HS-

Mg mais devient similaire chez le groupe Mg-HS (Fig. 28).

Au niveau tissulaire, 1’activit¢ de la SOD est respectivement plus élevée chez les
groupes Mg j60 et HS j60 au niveau du TA (+73% et +74%), muscle (+63% et +69%),
cerveau (+31% et +62%) et aorte (+25% et +55%) comparée a celle du groupe témoin. En
revanche, la SOD hépatique est identique chez Mg j60 vs témoin mais abaissée chez HS j60 (-
31%) (Fig. 28).

Chez le groupe HS-Mg, D’activité de la SOD est diminuée au niveau du foie (-34%)
comparée a HS j30, alors qu’elle est élevée comparée a celle du groupe HS j60 (+51%). Un
effet inverse est constaté au niveau du TA, puisque la SOD est élevée lorsqu’elle est
comparée a celle du groupe HS j30 (+48%) mais diminuée par rapport a HS j60 (-54%). Au
niveau du ceeur, la SOD est augmentée chez le groupe HS-Mg vs HSj30 (+66%) mais elle
reste similaire comparée a HS j60. En revanche, chez le groupe HS-Mg cette activité est
diminuée au niveau du cerveau comparée a celle du groupe HS j60 (-53%) et au niveau de
I’aorte comparée a celles des groupes HS j30 (-33%) et HS j60 (-14%) (Fig. 28).

Lorsque la substitution Mg-HS est comparée a ses controles respectifs (Mg j30 et Mg
j60), aucune différence n’est trouvée dans ’activité de la SOD au niveau du foie et du cceur,
alors que celle-ci est diminuée au niveau du TA comparée a celle trouvée chez le groupe Mg
330 (-11%). En revanche, une augmentation de cette activité est notée au niveau du muscle
(+22% et +31%), du cerveau (+38% et 26%) et de I’aorte (+32% et +27%) chez le groupe
Mg-HS comparé respectivement aux activités trouvées chez les groupes Mg j30 et Mg j60
(Fig. 28).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées aux témoins, 1’activit¢ de la SOD est
respectivement plus élevée chez HS-Mg et Mg-HS dans le TA (+51% et +76%), muscle
(+58% et +74%), cerveau (+20% et +49%) et aorte (+48% et +45%), alors qu’une diminution
est notée au niveau du cceur (-49% et -42%) (Fig. 28).
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Fig. 28. Activité de l1a SOD au niveau tissulaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2.2.2. Activité de la GSSH-Red

Au niveau des érythrocytes, I’huile de sardine et la margarine, consommeées durant 2
mois comparées au régime témoins ne modifient pas I’activité de la GSSH-Red. En revanche,
lorsque les 2 substitutions sont considérées par rapport a leurs contrdles respectifs, I’activité
de la GSSH-Red est plus faible chez le groupe HS-Mg comparé a celle des groupes HS j30 (-
52%) et HS j60 (-54%). Chez le groupe Mg-HS, celle-ci est élevée de 16% comparée a Mg
730, alors qu’elle est réduite comparée a Mg j60 (-48%).

Comparée a la valeur des rats témoins, la GSSH-Red érythrocytaire est réduite chez

les groupes HS-Mg (-60%) et Mg-HS (-56%) (Fig. 29).

Au niveau des autres tissus, I’activit¢ de la GSSH-Red est respectivement plus
importante chez les groupes Mg j60 et HS j60 au niveau du TA (+21% et +54%) comparée a
celle des témoins. En revanche, dans le foie, muscle, cerveau et aorte, cette activité est réduite
chez Mg j60 (-39%, -17%, -35% et -40%) et élevée chez HS j60 (+11%, +39%, +59% et
+35%), respectivement (Fig. 29).

Lorsque les 2 substitutions sont étudiées, 1’activité de la GSSH-Red est plus
importante chez le groupe HS-Mg au niveau du foie (+55% et +12%) et du TA (+46% et
+17%) comparée aux contrdles respectifs (HS j30 et HS j60), alors que ces valeurs sont
réduites au niveau du muscle (-35% et -38%), coeur (-38% et -55%) et aorte (-22% et -60%).
De méme, ’activité de la GSSH-Red est abaissée seulement dans le cerveau chez le groupe

HS-Mg comparée a HS j60 (-73%) (Fig. 29).

Chez le groupe Mg-HS comparé respectivement aux controles respectifs Mg j30 et Mg
j60, cette enzyme est plus importante au niveau du TA (+44% et +51%), muscle (+22% et
+29%), ceeur (+35% et +11%) et cerveau (+66% et +70%) et seulement dans le foie et 1’aorte

comparée a Mg j30 (+72%) et Mg j60 (+50%) (Fig. 29).

Comparé¢ au groupe témoin, ’activité de la GSSH-Red chez les groupes HS-Mg et
Mg-HS est élevée de facon similaire au niveau du TA (+62%). De méme, au niveau du foie,
celle-ci est plus importante chez le groupe HS-Mg (+22%) mais elle est réduite chez le groupe
Mg-HS (-32%). Au niveau du cceur, cerveau et aorte, cette activité est respectivement plus
faible chez le groupe HS-Mg (-49%, -33% et -39%), alors qu’une augmentation est notée chez
le groupe Mg-HS dans le cceur (+30%) et le cerveau (+54%) (Fig. 29).
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Fig. 29. Activité de la GSSH-Red au niveau tissulaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2.2.3. Activité de la GSH-Px

Dans les érythrocytes, quelle que soit 1’origine de I’huile aprés 2 mois de
consommation comparée a celle des rats témoins, la margarine (Mg j60) n’induit aucun
changement dans I’activit¢ de la GSH-Px, alors que I’huile de sardine (HS j60) I’augmente
(+51%) (Fig. 30).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées a leurs controles respectifs, ’activité de la
GSH-Px est abaissée chez le groupe HS-Mg comparé aux groupes HS j30 (-55%) et HS 60 (-
63%). A D’inverse, cette activité est plus importante chez le groupe Mg-HS comparé au
groupe Mg j60 (+48%), alors qu’elle est similaire a celle du groupe Mg j30. Les 2

substitutions n’induisent aucun changement par rapport au régime témoin (Fig. 30).

Dans les tissus, la margarine (Mg j60) et I’huile de sardine (HS j60) augmentent
I’activité de la GSH-Px dans le cceur (+86% et +85%), cerveau (+60% et +63%) et aorte
(+25% et +48%), respectivement. L’huile de sardine augmente aussi cette activité
respectivement dans le foie, le TA et le muscle (+53%, +66%, +16%), alors que celle-ci
diminue avec la margarine dans le muscle (-34%) et devient similaire dans le foie et le TA par
rapport celle du groupe témoin (Fig. 30).

Dans les autres tissus, cette enzyme est réduite chez le groupe HS-Mg au niveau du
foie (-38% et -40%),TA (-51% et -23%), muscle (-33%), cerveau (-65% et -23%) et aorte (-
44% et -61%) comparée a celle des groupes HS j30 et HS j60 et seulement de 50% dans le
cceur par rapport a HS j60 (Fig. 30).

Lorsque la substitution Mg-HS est considérée, la GSH-Px est plus importante au
niveau du muscle (+17%) comparé a celle des groupes Mg j30 et Mg j60 ; au niveau du foie
et du TA (+48% et +44%) lorsqu’elle est comparée a Mg j60 ; et au niveau de 1’aorte (+62%)
et du cceur (+17%) par rapport a Mg j30. En revanche, une diminution est trouvée dans le
cceur lorsque cette substitution est comparée a Mg j60 (-54%) (Fig. 30).

Comparé au témoin, 1’activité de la GSH-Px chez les groupes HS-Mg et Mg-HS est
respectivement plus élevée au niveau du foie (+20% et +49%), TA (+56% et +37%), cceur
(+70%) et seulement de 16% dans ’aorte chez le groupe Mg-HS. Au niveau du cerveau,
celle-ci est plus importante chez le groupe HS-Mg (+52%) mais elle devient similaire chez le
groupe Mg-HS. En revanche, cette activité est respectivement plus faible dans le muscle chez

les groupes HS-Mg et Mg-HS (-21%) vs témoin (Fig. 30).
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Fig. 30. Activité de la GSH-Px au niveau tissulaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Apres analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, c, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2.2.4. Activité de la CAT

Au niveau des érythrocytes, la consommation de I’huile de sardine ou de la margarine
durant 2 mois de n’influe pas sur I’activit¢ de la CAT comparée a celle des témoins. En
revanche, cette activité s’éléve dans le cerveau (+65% et +58%) et seulement dans le foie
(+43%) avec la margarine.

Lorsque les 2 substitutions sont comparées aux controles, nos résultats montrent
qu’aucune différence significative n’est retrouvée dans I’activité de la CAT chez les groupes
HS-Mg et Mg-HS. De méme, comparé au groupe témoin, 1’activité de la CAT reste similaire

chez les groupes HS-Mg et Mg-HS (Fig. 31).

Au niveau tissulaire, une élévation I’activité¢ de la CAT est retrouvée chez le groupe
HS j60 dans le muscle et le cceur (+8% et +46%), alors que chez Mg j60 celle-ci est
respectivement réduite (-26% et -49%) comparée a celle du groupe témoin, alors que dans
I’aorte cette enzyme est réduite de fagon similaire chez Mg j60 et HS j60 (-45%) (Fig. 31).

Lorsque les substitutions sont considérées, I’activité enzymatique de la CAT est ¢levée
chez le groupe HS-Mg au niveau du foie (+35% et +22%) comparées aux contrdles respectifs
HS ;30 et HS j60. En revanche, celle-ci est diminuée respectivement au niveau du TA,
cerveau et aorte (-23%, -17% et -14%) comparée a celle du groupe HS j30, de méme au
niveau du muscle (-16% et -21%) et du cceur (-25% et -67%) comparée a celles des groupes
HS j30 et HS j60, respectivement (Fig. 31).

Lorsqu’on considére la substitution Mg-HS, P’activité de la CAT est respectivement
plus élevée au niveau du muscle (+31% et 29%), ceeur (+35% et +28%), cerveau (+11%) et
aorte (+13% et +26%) comparée aux valeurs des groupes Mg j30 et Mg j60. En revanche, au
niveau du foie et du TA, cette valeur est respectivement plus faible comparée a celle du
groupe Mg j30 (-12% et -10%) mais devient semblable comparée a celle du groupe Mg j60
(Fig. 31).

Comparée a la valeur des rats témoins, cette enzyme est respectivement plus élevée
chez les groupes HS-Mg et Mg-HS au niveau du foie (+43% et +45%) et du cerveau (+57% et
+69%). En revanche, dans le TA, cceur et aorte, une réduction est trouvée respectivement chez
les groupes HS-Mg (-37%, -39% et -40%) et Mg-HS (-29%, -29% et -25%) mais elle est
réduite seulement de 14% au niveau du muscle chez le groupe HS-Mg et devient similaire

chez le groupe Mg-HS (Fig. 31).
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Fig. 31. Activité de la CAT au niveau tissulaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, c, d, e, f) sont significativement difféerentes (P<0,05).
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7.2.2.5. Activité enzymatique de la paraoxonase (PON1)

L’activité de la PONI sérique est plus faible chez les 2 groupes Mg j60 et HS j60 (10-

et 5-fois), respectivement par rapport au groupe témoin. En revanche, la PONI-HDL, est

respectivement plus importante (2,1- et 4-fois) mais celle des HDL; est plus faible (2,6- et 1,6-
fois) comparée a celle des témoins (Fig. 32).

Chez le groupe HS-Mg, ’activité antioxydante de la PONT1 sérique est similaire a HS
J30 mais 1,6-fois plus faible comparée a celle du groupe HS j60. De méme, I’activité de la
PONI1-HDL,; est réduite comparée a celle des groupes HS j30 (1,5-fois) et HS j60 (1,7-fois)
ainsi que celle de la PON1-HDL;3; comparée a celle du groupe HS j60 (1,7-fois).

En revanche, cette enzyme est augmentée chez le groupe Mg-HS dans le sérum (3,8-
et 2,3-fois), les HDL, (3,2- et 2,4-fois) et les HDL3 (6,6- et 5,5-fois) comparée respectivement
a celles des groupes Mg j30 et Mg j60 (Fig. 32).

Comparé¢ au groupe témoin, 1’activité de la PON1 sérique est diminuée chez le groupe
HS-Mg (8-fois) et Mg-HS (4,6-fois). En revanche, celle des HDL, est respectivement plus
importante chez les groupes HS-Mg et Mg-HS (2,3- et 5,3-fois). Au niveau des HDLs, la
PONI1 est plus réduite chez le groupe HS-Mg (2,8-fois) mais augmentée chez le groupe Mg-
HS (1,9-fois) (Fig. 32).

7.2.2.6. Activité de la LCAT

La margarine ou I’huile de sardine consommée pendant 2 mois, induit une diminution
de l’activité de la LCAT (-71% et -67%) par rapport a celle des rats témoins. En revanche,
elle est augmentée chez le groupe HS-Mg comparé aux groupes HS j30 et HS j60 (+20% et
+34%), respectivement et chez le groupe Mg-HS (+74% et +66%) comparé aux groupes Mg
730 et Mg j60, respectivement (Fig. 32).

Lorsque les 2 substitutions sont comparées au témoin, 1’activité de la LCAT reste

faible chez le groupe HS-Mg (-56%) mais identique chez le groupe Mg-HS (Fig. 32).
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Fig. 32. Activité enzymatique de la LCAT et de la PON 1.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres differentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P<0,05).
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7.2.2.7. Capacité antioxydante du sérum

Apres 2 mois de consommation, la CAox sérique reste abaissée chez le groupe Mg j60
et HS j60 (-55% et -45%), respectivement comparée a celle du groupe témoin et chez le
groupe HS-Mg vs HS j60 (-23%). En revanche, celle-ci est plus importante chez le groupe
Mg-HS comparée a celles des groupes Mg j30 (+15%) et Mg j60 (+14%).

Compar¢ au groupe témoin, la CAox est diminuée chez les groupes HS-Mg (-58%) et
Mg-HS (-47%) (Fig. 33).
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Fig. 33. Capacité antioxydante sérique.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ES de six rats par groupe. Aprés analyse de
variance, la classification des moyennes est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)
(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes. Les moyennes portant des
lettres différentes (a, b, c) sont significativement différentes (P<0,05).
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Discussion

L’objectif principal de cette étude est de voir, chez le rat wistar rendu obése par
ingestion d’un régime riche en graisse animale, les effets potentiels du remplacement de 2
huiles, la margarine (produit industriel) et I’huile de sardine (extraite par cuisson) sur le poids
corporel, les marqueurs de la balance énergétique et les désordres cardio-métaboliques et
oxydatifs associés a 1’obésité d’une part, et de voir laquelle de ces substitutions pourrait
potentialiser au mieux ces effets, d’une autre part. L’effet individuel de ces huiles sur ces

marqueurs de RCV associés a I’obésité est aussi étudié parallelement.

Le rat wistar a été utilisé dans cette étude car c’est un bon modele pour élucider
certains mécanismes du métabolisme des lipides et des glucides notamment au cours de
I’obésité et de ses complications CV (Marques et al., 2015 ; Martins et al., 2015).

Pour induire expérimentalement 1’obésité nutritionnelle, nous avons opté pour un
régime HL élaboré a partir d’une graisse animale. La graisse choisie est la graisse de mouton
(car elle est caractérisée par une forte teneur en graisses saturées (59%) avec 30% d’ac.
palmitique, 25% d’ac. stéarique, 2% d’ac. palmitoléique et 2% d’ac. myristique) (Hamza-
Reguig et al., 2017).

Apres 3 mois de consommation du régime HL, une prise de poids, une hyperglycémie
et une hyperlipémie (hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie) sont notées comparées
aux valeurs biologiques des rats ingérant le régime normolipidique contenant 5% d’huile de
tournesol. Ces anomalies nous ont permis de confirmer la présence d’une obésité, chez nos
animaux répondeurs au régime HL. Nos résultats viennent confirmer ceux des travaux
précédents de 1’équipe (Boukhari et al., 2013; Chabane et al., 2013 ; Besbes et al., 2013) et
tout récemment ceux de Affane ef al., (2016, 2018 a,b) ainsi que les données de la littérature
qui démontrent I’implication des régimes hypergras dans le développement de 1’obésité.

En effet, Marques et al., (2016) ont montré que le régime hypergras entraine chez le
rat wistar, une augmentation de la prise alimentaire concomitante avec un gain de poids, une
augmentation de la masse grasse corporelle, de la taille des adipocytes mésentériques suite a
un dysfonctionnement des hormones impliquées dans la balance énergétique (adiponectine et
leptine) par rapport au régime normolipidique. De méme, le régime a base de graisse animale
(le lard) induit chez le rat une augmentation de la prise alimentaire, du PC, du TA viscéral et
une hypertriglycéridémie (Viggiano et al., 2016). D’autres études rapportent aussi d’autres
effets qui montrent que la consommation d’un régime HL (30% de lipides) en seulement 7
semaines induit a la fois, une hyperglycémie et une hyperinsulinémie, chez le rat (De las

Heras et al., 2013).
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Dans la premiére partie de ce travail, nous avons voulu mettre en évidence 1’impact de
I’huile de sardine et de la margarine incorporées en exces (20%) dans le régime sur les
parametres de croissance et de distinguer laquelle des substitutions pourrait réduire plus
efficacement la prise de poids et améliorer la balance énergétique, chez nos animaux.

L’effet satiétant de 1’alimentation sur le long terme, est en partie médiée par la leptine.
Comme la stimulation de la leptine par I’apport alimentaire est liée a 1’insuline, 1’énergie
apportée par les lipides stimule moins la sécrétion de leptine (Romon, 2001). De plus, les
lipides alimentaires sont dotés d’une grande palatabilité, ils sont peu rassasiant et peuvent
favoriser 1’augmentation de la prise alimentaire et donc de 1’apport calorique (Lecerf, 2008).
Les lipides ont un pouvoir satiétant aussi important que les glucides.

Par ailleurs, I’aspect qualitatif de la consommation de lipides alimentaires est aussi
important que I’aspect quantitatif dans le développement du surpoids et de I’obésité. L’exces
de lipides, leur origine et le type d’AG qu’ils les composent peuvent augmenter le RCM (de
Wit et al., 2012). En effet, il est bien établi que la consommation de graisses animales
drainant en exceés des AGS est associ€e a un risque accru de MCV (Jang et al., 2016). En
revanche, les huiles végétales et les poissons gras connues pour étre riches en AGMI et en
AGPI, réduisent ce risque (Bowen et al., 2016).

Dans notre étude réalisée sur 2 mois, les régimes a 20% de margarine (Mg j60) ou
20% d’huile de sardine (HS j60) entrainent une augmentation significative du PC et du poids
absolu du TA et du cerveau par rapport aux rats témoins consommant le régime
normolipidique bien que la nourriture ingérée soit similaire. De plus, la teneur sérique en
ghréline augmente alors que celle de I’adiponectine diminue. Toutefois, I’huile de sardine
semble mieux agir sur la ghrélinémie et 1’adipogeénese, en réduisant le taux circulant de la
ghréline et le poids du TA par rapport a la margarine.

Lorsque les huiles sont permutées, nos résultats révélent que le PC et le poids du TA
restent élevés par rapport a ceux des témoins. De plus, les 2 substitutions ne modifient pas la
teneur sérique en adiponectine par rapport a celle des rats normopondéraux car sa
concentration reste diminuée mais celle de la ghréline semble s’élever. Néanmoins, lorsque la
margarine est substituée par 1’huile de sardine, cette derniére réduit mieux le poids absolu et
relatif du TA d’autant plus que la ghréline est réduite et donc mieux régulée.

Nos résultats concordent avec certaines études. Ainsi, Saidpour et al., (2011) ont
étudié chez le rat wistar, 4 régimes HL contenant 21% d’huile de poisson, d’olive, de soja ou
de beurre comparés au contrdle (7% huile de soja). Aprés 8 semaines d’expérimentation, la

consommation alimentaire et le gain de poids chez les groupes consommant 1’huile de soja et
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le beurre étaient plus élevés par rapport aux autres groupes, seule 1’huile de poisson et 1’huile
d’olive ont eu I’effet stimulant le plus €élevé sur la sécrétion de la ghréline, aucun effet n’a été
constaté avec I’huile de soja et le beurre.

D’autres travaux (Hill ez al., 1993) ont révélé que I’huile de poisson entraine chez le
rat, moins de graisse corporelle, en particulier celle intra-abdominale comparé au rat
consommant un régime contenant du saindoux ou de 1’huile de mais. Dans une autre étude,
Louala ef al., (2013) ont rapporté que malgré que le régime HL soit constitué¢ d’huile végétale
(20% d’huile de tournesol), il entraine chez le rat, une obésité avec une hyperglycémie
associée a une augmentation de la résistance a I’insuline comparé a un régime normocalorique
a 5% d’huile de tournesol. De méme, des régimes HL a 15-21% d’huile de tournesol
consommée pendant 2 ou 3 mois provoquent une augmentation de la masse grasse corporelle
(Auberval et al., 2014 ; Huth et al., 2015).

Le TA constitue un véritable organe endocrine trés actif qui joue un role déterminant
dans la régulation de la balance énergétique faisant intervenir 1’hypothalamus et 1’adipocyte
ayant pour finalité le controle du PC et la prise alimentaire (Labayen ef al., 2011). La leptine,
I’adiponectine, I’insuline et la ghréline semblent jouer un role clé dans la régulation de la
balance énergétique et de ’appétit (Labayen et al, 2011). Une consommation accrue de
graisses alimentaires induit une réponse inflammatoire dans 1’hypothalamus ce qui favorise le
développement de la résistance a la leptine et a I’adipogénese (De Git & Adan, 2015). En
revanche, la ghréline (hormone synthétisée et sécrétée a la fois dans I’estomac et 1’intestin)
stimule la prise alimentaire (Wiedemann et al., 2016). De plus, son expression et sa sécrétion
semblent étre influencées par la teneur de la matiére grasse dans le régime (Uchida et al.,
2014). En effet, les mécanismes de ’effet obésogene du régime HL implique la ghréline, de
part son role essentiel dans la régulation des troubles métaboliques associés a 1’obésité
(Frangois et al., 2016).

La leptine (non dosée dans cette étude), régule la satiété et ’apport énergétique, sa
concentration dans le sang a tendance a augmenter au cours de 1’obésité et a diminuer apres la
perte de poids (Williams et al, 2009). Quant a I’adiponectine, elle exerce des effets
bénéfiques sur I’homéostasie énergétique en régulant le métabolisme des lipides et du glucose
(Selen-Alpergin et al., 2017).

Le régime HL induit chez le rat une hyperphagie, une libération d’hormones telles que
la cholésystokinine (CCK) et une inhibition de la ghréline (Duca et al., 2013 ; Sugiishi et al.,
2013). La ghréline est une hormone orexigeéne et adipogene circulante, d’origine gastrique.

Elle a un rdle primordial dans la régulation de la prise alimentaire. Cette hormone augmente
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la masse grasse en limitant la dépense d’énergie.

L’¢tude de El-Sayed Yassin El-Sayed Haggag et al., (2014) a montré qu’il n’a pas de
différences significatives dans la consommation alimentaire entre les groupes de rats
consommant différentes sources de graisses (beurre, margarine, huile de tournesol et 1’huile
de mais).

Chez les rongeurs, un régime HL enrichi en EPA et DHA, stimule I’expression de
I’adiponectine et augmente son taux circulant (Flachs et al., 2006). De méme, Tishinsky ef al.,
(2011) ont démontré une augmentation de la synthése et de la sécrétion d’adiponectine chez
les rats soumis a un régime riche en EPA et DHA. Les AGPI n-3 peuvent améliorer la
syntheése et réguler la production d’adiponectine par I’inhibition des récepteurs exprimés sur
les adipocytes (Sukumar ef al., 2012). D’autres données expérimentales suggerent aussi que
des métabolites dérivés de DHA spécifiques tels que les résolvines D1 et D2 peuvent
¢galement stimuler cette production (Claria ef al., 2013).

En dépit d’étre une matiére grasse végétale, la margarine utilisée dans notre étude
contient les mémes proportions d’AGS, AGMI et d’AGPI que I’huile de sardine mais la
composition en AG est qualitativement différente (Tableau IV). L’huile de sardine par sa
richesse en AG a longue chaine (C>10), en particulier les AGPI n-3 (ac. eicosatetraénoique
1,1% vs 0,1% dans la margarine, ac. docosapentaenoique 1,4% et non détecté dans la
margarine), et sa teneur ¢levée en EPA (12,5%) et du DHA (8,6%) peut expliquer la réduction
de cette adiposité. Nos résultats sont en accord avec ceux de Ruzickova ef al., (2004) et ceux
de Boukhari et al., (2013) qui ont montré que 1’huile de poisson favorise la diminution de
I’exces d’adiposité viscérale, chez le rat soumis a un régime HL.

En revanche, la margarine contient une faible quantité¢ d’ac a-linolénique mais une
quantité considérable d’ac. palmitique (31%) contre 23% dans I’huile de sardine et 30% d’ac.
linoléique vs 0,7% dans I’huile de sardine, leur exces drainé par la margarine semble étre un
facteur favorisant 1’adipogenése.

Raclot et al., (1997) a rapporté qu’un régime HL enrichi en ac. a-linolénique chez le
rat apres sevrage empéche le développement excessif du TA.

De méme, il a été rapporté chez la souris rendue obeése par un régime HL, riche en
AGS et AGMI, ou en AGPI n-3, ces derniers s’opposent a 1’accroissement du TA (Huber et
al., 2007).

Les AGS et les AGMI ont un rdle spécifique dans la prévalence de 1’obésité (Field et
al., 2007), alors que la consommation d’AGS a chaine courte et moyentie induit une moindre

prise de poids comparée a celle des AG-a longue chaine telle que 1’ac; linoléique (Nosaka et
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al., 2003) ou I’ac. oléique (St-Onge et al., 2008). Une autre étude a rapporté que la prise de
poids est inversement associ¢e a la consommation d’AGS et positivement associée au ratio
AGPI/AGS (Forouhi et al., 2016), en raison d’un catabolisme hépatique accru des AGS a
chaine courte et moyenne directement absorbés par la veine porte (St-Onge et al., 2008).

Sur le plan qualitatif, il apparait que tous les AGS n’ont pas le méme effet sur la prise
de poids, les AGS a chaine courte et moyenne (C<10) n’augmentent pas le PC, voire le
réduisent dans certaines conditions, 1’exceés d’ac. linoléique augmenterait le poids (ANSES,
2011). En revanche, I’ac. linoléique conjugué (ALC) réduirait I’accumulation de la graisse
corporelle chez plusieurs modeles animaux en augmentant la dépense énergétique (DeLany &

West, 2000).

Dans la deuxiéme partie de cette étude, nous avons voulu voir si les régimes HL a
20% d’huile de sardine ou de margarine ou leurs substitutions, pouvaient améliorer
(difféeremment ou de facon similaire) les voies anti-athérogénes du cholestérol et des
triglycérides, chez le rat rendu obése.

Bergouignan et al., (2010) et Xu et al., (2010) ont rapporté que le régime HL favorise
le stockage des lipides, qui sont essentiellement dirigés vers le TA et a une augmentation de la
taille des adipocytes. De méme, Crescenzo et al., (2015) ont noté une accumulation de la
masse grasse dans le TA et le cceur. En effet, au cours de I’obésité, I’augmentation de la
masse du TA viscéral est associée a des désordres métaboliques et au développement du RCV
(Shuster et al., 2012 ; Hwang et al., 2016).

L’accumulation des graisses viscérales est corrélée aux anomalies du métabolisme des
lipoprotéines (Bays ef al., 2013) et aux AGS entre 12 et 16 atomes de carbone (a savoir les ac.
laurique, myristique et palmitique), alors que le taux de C-LDL n’est pas influencé par 1’ac.
stéarique (C18: 0) (Yu et al., 1995; Salter, 2013).

Chez le rat, le régime HL représente un facteur lipogénique favorisant une
dyslipidémie athérogeéne qui est définie par une triade métabolique athérogéne, caractérisée
par une ¢€lévation des TG, une baisse du C-HDL, un exces de C-LDL (Kesh et al., 2016) et
une stéatose hépatique (Lecerf, 2017).

Chez le rat, la substitution de la margarine par une graisse animale naturelle (beurre)
réduit la cholestérolémie et le C-LDL mais ne modifie pas celui du C-HDL. La margarine a
base d’huiles de mais ou de tournesol contient beaucoup moins d’AGS que le beurre (EI-

Sayed Yassin El-Sayed Haggag et al., 2014).
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Lorsque les deux huiles sont considérées (Mg j6O et HS j60) par rapport au régime
normopondéral, la concentration du CT sérique est similaire avec 1’huile de sardine (HS j60)
mais élevé avec la margarine (Mg j60), alors que 1’activité de la LCAT est faible chez les 2
groupes comparée a celle du groupe témoin. L’activité de la LCAT avec ’huile de sardine
(HS j60) n’est pas assez suffisante pour permettre une bonne estérification puisque les
concentrations des EC-HDL, (produit de la réaction enzymatique) restent relativement plus
faibles. D’autres mécanismes pourraient étre impliqués. En effet, 1’utilisation des lipides est
probablement liée a la composition en AG de I’huile de sardine, cette derniére semble
améliorer I’absorption et assurer une bonne digestibilité des lipides. Ainsi, I’huile de sardine
diminuerait [’absorption du cholestérol par [’intestin et pourrait inhiber 1’absorption
intestinale des acides biliaires et des stéroides neutres en stimulant ’activité¢ de la 7a-
hydroxylase cholestérol hépatique (enzyme impliquée dans la synthese des acides biliaires),
inhiberait Dactivit¢ de I’hydroxy-méthyl-glutaryl-Coenzyme A réductase (HMG-CoA)
(impliquée dans la synthése endogeéne du cholestérol) et stimulerait 1’acyl-CoA cholestérol
acyltransférase (ACAT) (enzyme impliquée dans D’estérification du cholestérol au niveau
cellulaire) (Bérard et al., 2004 ; Yang et al., 2012).

En revanche, malgré une hypercholestérolémie notée avec la margarine (Mg j60) et un
taux élevé de C-LDL-HDL,, les produits d’estérification (EC-HDL,) sont similaires a ceux
des rats ingérant un régime normolipidique témoignant d’une estérification plus efficace par
rapport & I’huile de sardine (HS j60) mais insuffisante puisque 1’hypercholestérolémie
persiste. De plus, il apparait que le pourcentage ¢élevé de 1’ac. palmitique retrouvé dans la
margarine pourrait avoir un impact négatif sur sa répartition puisque les lipides athérogénes
sont ¢élevés. Chez ’Homme, une étude a montré que ’ac. palmitique retrouvé dans la
margarine induit une augmentation du C-LDL conduisant a des concentrations ¢élevées de CT
(Ohlsson, 2010).

Lorsque les substitutions (HS-Mg et Mg-HS) sont comparées au régime
normolipidique, ’activité de la LCAT est plus importante lorsque 1’huile de sardine remplace
la margarine. Néanmoins la réaction d’estérification n’est pas assez efficace puisque les EC-
HDL, sont faibles, alors que la cholestérolémie est semblable avec les 2 substitutions
comparée au témoin. De nombreux facteurs pourraient contribuer a cette différence de
réponse lipidique au régime bien que le patrimoine génétique influence 1’absorption des
lipides alimentaires et leur métabolisme (Ricoult & Manning, 2013).

Les études suggerent que I’environnement complexe intestinal et le microbiote joue un

role important dans la digestion des graisses, 1’absorption et le métabolisme (Niot et al.,
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2009 ; Li & Chiang, 2015). La composition en AG de la matiére grasse ingérée est de nature a
moduler la lipémie postprandiale en modifiant la taille des chylomicrons sécrétés qui seront
¢liminés de la circulation sanguine (Vors et al., 2016).

Par ailleurs, le degré de saturation des AG alimentaires joue un role important dans la
modulation de la cholestérolémie et la détermination du risque de MCV (Moreno & Mitjavila,
2003). Les AGS ont ét¢ identifiés comme étant le seul facteur alimentaire ayant le plus grand
effet néfaste sur les concentrations du C-LDL (Hu et al., 2001), les AGS a chaine moyenne
semblent avoir un effet neutre sur la cholestérolémie et les teneurs en C-LDL chez le hamster
(Woollett et al.,1992a). Les AGS a longue chaine comparés aux AG monoinsaturés (AGMI)
et aux AGPI élevent le taux de CT et de C-LDL mais ne modifient pas ou peu la teneur en C-
HDL chez le hamster (Woollett ef al., 1992b) et le rat (Ventura et al.,1989).

La qualité de certains AGS de la margarine peut étre incriminée dans 1’augmentation
des marqueurs pro-athérogénes. En effet, certains auteurs ont rapporté que 1’¢lévation du C-
LDL est variable selon les AGS, les plus hypercholestérolémiants étant par ordre décroissant
I’ac. myristique > ac. laurique > ac. palmitique > ac. stéarique (Lecerf, 2017). Etant donné
que la margarine contient 31% d’ac. palmitique et une moindre quantité d’ac. stéarique, c’est
I’ac. palmitique qui semblerait étre le plus incriminé dans cet effet hypocholestérolémiant.

Les données de la littérature suggerent de distinguer les AG athérogénes en cas
d’exces (ac. palmitique, myristique et laurique) des autres (AG a chaine courte et moyenne,
ac. stéarique). Ces derniers n’ont pas d’effet délétere (ANSES, 2011). Cette particularité peut
s’expliquer par le fait que chez I’animal, I’ac. stéarique est activement converti en ac. oléique
et donc considéré comme neutre (Ohlsson, 2010). Toutefois, I’ac. myristique posseéde un role
important en activant les A5 et A6 désaturases impliquées dans 1’incorporation des doubles
liaisons au cours de la syntheése des AGPI a partir de leur précurseur, 1’ac. linoléique pour les
n-6 et I’ac. a-linolénique pour les n-3 (Jan et al., 2004; Lecerf, 2017). De plus, 1’ac myristique
permet d’activer ’enzyme A4 désaturase (enzyme clé dans la biosynthése des sphingolipides
impliqués dans la croissance et la différentiation cellulaire, I’apoptose et la réponse au stress
soulignant I’importance de I’ac myristique (provenant principalement des produits laitiers).
Quant a I’ac. stéarique, il est considéré comme étant le meilleur substrat de la A9 désaturase, il
peut subir une élongation vers 1’ac. oléique (Lecerf, 2017).

La margarine dans notre étude contient 29% d’ac. vaccénique, alors qu’il est
quasiment absent dans I’huile de sardine. Il semble que cet AG serait responsable de la

diminution de la cholestérolémie lorsque les remplacements de graisses sont considérés.
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L’effet hypocholestérolémiant de I’ac. vaccénique a bien été démontré, chez le lapin
(Bauchart et al., 2007).

Il a été récemment rapporté qu’un régime riche en AGPI n-3, chez la souris peut
modifier significativement la distribution et la biodisponibilit¢ des AG et bloquer
I’absorption des AGS dans le tractus gastro-intestinal (Yang et al., 2017). De méme, plusieurs
¢tudes ont rapporté¢ que les AGPI n-3 d’origine marine affectent positivement le profil des
lipoprotéines plasmatiques et le métabolisme lipidique hépatique chez les rongeurs (Aguila et
al., 2002 ; Chiu et al., 2017 ; Shang et al., 2017) et chez I’ Homme (Shen et al., 2017 ; Zarate
et al., 2017). Les AGPI peuvent réduire le C-LDL, tandis que le C-HDL semble augmenter
légérement (Oscarsson & Hurt-Camejo, 2017).

Il existe un débat considérable concernant les AGT industrielles et leurs impact sur le
risque de MCV (Bauman et al., 2006). Tous les AG a double liaison dans la configuration
trans (y compris ceux provenant des produits de ruminants) font augmenter le rapport C-
LDL/C-HDL (Salter, 2013). Les AGT issus de I’hydrogénation des huiles lors de la
fabrication des margarines sont plus impliquées dans les effets déléteres sur les lipoprotéines
en augmentant le C-LDL que les AGS, alors qu’ils n’augmentent pas le C-HDL (Salter,
2013).

La margarine et I’huile de sardine entrainent chez le rat obése aprés 2 mois, une
hypotriglycéridémie par rapport aux rats consommant le régime normolipidique. Les huiles de
poisson sont des agents hypolipémiants, en raison de leurs richesse en composés bioactifs
(EPA et DHA) (Ruzickova et al., 2004). Chez les rongeurs, cet effet hypolipémiant dépend de
sa composition en AGPI n-3, plutét que de son contenu en AGPI n-3 (Banerjee et al., 1995).
En effet, les AGPI n-3 sont sélectivement métabolisés et I’EPA, a I’inverse du DHA, inhibe la
synthese et la sécrétion des TG par le foie (Willumsen et al., 1993). Chez le rat, ’EPA est ’'AG
hypotriglycéridémiant de I’huile de poisson qui augmente 1’oxydation mitochondriale des AG

(Willumsen et al., 1993).

L’effet hypotriglycéridémiant noté avec la margarine est en relation avec la teneur en
adiponectine. En effet, Berneis & Krauss, (2002) ont démontré que la sécrétion de
I’adiponectine induit I’activation de la LPL (non dosée dans ce travail) ce qui améliore la
clairance des VLDL et provoque une hypotriglycéridémie. D’autres auteurs ont démontré que
I’effet hypotriglycéridémiant semble étre négativement corrélé avec la teneur plasmatique en
adiponectine (Park ef al., 2012 ; Chen et al., 2015). Une autre étude a rapporté que la ghréline

active la lipogenese de novo et inhibe le catabolisme des lipides (Sangiao-Alvarellos et al.,
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2009). De méme, I’effet hypotriglycéridémiant noté avec la consommation de la margarine
chez le rat obese apreés 2 mois de régime serait en relation avec son contenu ¢€levé en ac.
vaccénique (23%). En effet, I’étude de Wang et al., (2008) a montré chez le rat ayant une
dyslipidémie, 1’ac. vaccénique exerce un effet hypotriglycéridémiant. Ce dernier agirait
comme un précurseur de la synthése endogeéne de I’ac. linoléique conjugué chez I’Homme et
I’animal. Il est possible que ces deux AG puissent réguler les voies lipogéniques hépatique ou
intestinale pour induire un effet hypolipémiant (Wang et al., 2008).

L’effet hypotriglycéridémiant plus marqué avec I’huile de sardine par rapport a la
margarine est concomitant avec les taux plus faibles en TG-VLDL et TG-LDL-HDL;. De
plus, lorsque les substitutions sont considérées, il semble que le remplacement de la margarine
par I’huile de sardine exerce aussi un effet favorable sur la triglycéridémie puisque les valeurs
de TG sériques deviennent plus faibles que celles des rats normolipidiques et concordent avec
la diminution du poids du TA. L’adiposité réduite serait probablement la conséquence d’une
régulation de 1’équilibre entre la synthése lipidique (lipogenése réduite) et le catabolisme
lipidique (lipolyse accrue).

L’effet hypotriglycéridémiant de 1’huile de sardine est 1’action la plus attendue des
AGPI n-3 grace a leurs effet inhibiteur sur la lipogenése (une réduction de la synthése de novo
des AG) qui ne s’exerce qu’a ce niveau (par I’inhibition de I’expression des enzymes de la
lipogenese (AG synthase en particulier) et a un accroissement de la lipolyse et I’augmentation
de ’oxydation des AG (Postic & Girard, 2008). Par contre dans le foie, I’effet inhibiteur de la
lipogenese par les AGPI n-3 n’est pas direct, puisqu’il y a une synthése d’eicosanoides par les
cyclo-oxygénases (Delarue et al., 20006).

Adiels et al., (2015) indiquent que les TG sont réduits avec la consommation de 1’huile
de poisson, en raison de la diminution de la synthése hépatique de VLDL enrichies en TG ou
au catabolisme accéléré de I’apo B-100 et des VLDL par I’augmentation de ’activité¢ de la
LPL. La capacité¢ des AGPI n-3 a diminuer les taux de TG est attribuée a leurs actions sur les
enzymes clés du métabolisme des lipides (lipoprotéines lipases) (Shearer et al., 2012). L’effet
anti-obésité des AGPI n-3 peut entrainer, au moins en partie, I’augmentation du catabolisme
des graisses et diminuer la lipogenése dans les adipocytes (Todorcevic & Hodson, 2016). En
effet, ’activité de la LPL est plus importante apres 1’ingestion d’un repas riche en AGPI n-3
compar¢ a un repas riche en graisses saturées (Shearer et al., 2010).

Shearer et al, (2012) ont démontré chez des sujets ayant une légere
hypertriglycéridémie qu’une dose de 3-4 g d’EPA / DHA des huiles de poisson par jour

favorise la réduction de la synthése d’environ 30% de TG-VLDL par un mécanisme

102



Discussion

d’inhibition de la diacylglycérol acyltransférase, les enzymes synthase des AG et des acétyl
CoA carboxylase, et en diminuant la sécrétion d’apolipoprotéines. Les AGPI n-3 peuvent
¢galement stimuler la voie de la protéolyse pré-sécrétoire du réticulum post-endoplasmique,
augmentant ainsi la dégradation de I’apo B nouvellement synthétisée (Mozaffarian & Wu,

2011).

Dans la 3°™ partie de cette étude, nous avons voulu mettre en évidence I’effet
potentiel individuel des régimes contenant 20% d’huile de sardine ou de margarine
consommés pendant 2 mois sur 1’équilibre glycémique et I’insulinémie, et voir laquelle de
ces substitutions était susceptible d’atténuer les perturbations de 1’homéostasie glucidique
induites par le régime obésogene.

L’obésité induit des désordres métaboliques, avec essentiellement une IR (Castro et
al., 2014). L’IR présente les caractéristiques suivantes : une hyperinsulinémie et une
hyperglycémie a jeun, une augmentation de I’HbAlc, une intolérance au glucose et a
I’insuline ainsi qu’une augmentation de la production hépatique de glucose (Ye, 2013).

Par ailleurs, il est bien établi que la composition du régime, en termes de qualité et de
quantité de graisses, joue un rdéle important dans I’homéostasie du glucose et la sensibilité a
I’insuline aussi bien chez ’Homme que chez 1’animal (Saidpour et al., 2011). En effet, la
variation de la composition en AG ou des graisses peut affecter I’action de 1’insuline et altérer
la sensibilité a I’insuline (Lovejoy, 2002).

Lecerf, (2017) a rapporté que le régime HL induit chez le rat une IR généralisée (au
niveau du foie, TA et du muscle). L’étude de Saidpour et al., (2012) a évaluer I’impact de
différentes sources de graisses alimentaires (20% d’huile de poisson, d’olive, de soja ou de
beurre comparés au controle (7% d’huile de soja) sur I’insuline plasmatique, chez le rat
wistar. Aprés 8 semaines de consommation, les huiles de poisson et d’olive réduisent le taux
d’insuline et '"THOMA-IR (qui permet de mettre en évidence une IR). L’HOMA-IR était plus
¢levé avec le beurre que dans I’huile de soja, de poisson ou d’olive). De plus, la concentration
d’insuline était plus faible avec 1’huile de poisson et d’olive comparativement aux régimes
beurre et huile de soja.

Dans notre étude, I’effet individuel des huiles et leurs remplacements par rapport au
régime normolipidique a 5% d’huile végétale, n’est pas en faveur d’un bon équilibre
glycémique puisque ’HbAlc, I’insulinémie et la résistine sont ¢levées. Toutefois, il apparait
que I’huile de sardine comparée a la margarine ou lorsqu’elle la remplace a tendance a réduire

ces marqueurs glucidiques.
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Viggiano et al., (2016) ont démontré chez le rat obése que la substitution des AGS
(huile de lard) par des AGPI ou des AGMI (huile de poisson) a des effets bénéfiques sur la
modulation de la résistance a I’insuline. Il semble que la réduction de I’insulinémie avec
I’huile de sardine par rapport a la margarine ou lorsqu’elle remplace la margarine est en
faveur d’une diminution du poids absolu du TA (notée dans la premicre partie). Margolis et
al., (2016) rejoignent notre hypothése en apportant que le poids du TA diminue par
augmentation du catabolisme résultant d’'une diminution en insuline et/ou en glucose dans
I’hépatocyte.

Par ailleurs, les adipocytokines (adiponectine et résistine) induisent des effets opposés
sur la régulation de la sensibilit¢ a I’insuline. L’adiponectine améliore la sensibilité¢ a
I’insuline alors que la résistine induit un état d’IR (Lee & Shao, 2012). En effet,
I’adiponectine exerce a la fois des effets anti-athérogéniques et insulino-sensibilisateurs
principalement dans le muscle et le foie (Selen-Alpergin et al., 2017). L’augmentation de la
concentration en adiponectine lors d’une perte de poids serait une conséquence de
I’augmentation de la sensibilité a I’insuline des adipocytes consécutive a la diminution de
I’adiposité (Selen-Alpergin et al., 2017). De méme, 1’expression de la résistine est augmentée
dans le sérum ou le TA et provoque une IR chez les animaux obéses (Féve & Bastard, 2007).
Chez la souris obése, les concentrations sériques de résistine sont augmentées. Chez ces
animaux, l’administration d’un anticorps anti-résistine corrige les niveaux de glucose
circulant et améliore la sensibilité a 1’insuline. La diminution de I’expression de la résistine
est associée a 1I’augmentation de la sensibilité a I’insuline (Wayet al., 2001).

La teneur en adiponectine sérique réduite notée aussi dans notre étude et
I’augmentation de la résistine avec la margarine seraient responsables de I’'I[R. En cas
d’obésité, la diminution de D’adiponectine induit une IR qui peut étre corrigée par
I’administration d’adiponectine (Labayen et al., 2011). Chen et al., (2015) ont démontré que

la teneur plasmatique en adiponectine est corrélée positivement a ’obésité. Par contre,

d’autres ¢tudes ont démontré que les taux [plasmatiques ¢I’adiponectine sont significativement

diminués en cas d’obésité (Nigro et al., 20147

De plus, dans notre étude bien que la margarine soit d’origine végétale, le procédé
industriel d’hydrogénation des huiles végétales utilisées lors de la formulation de cette
margarine générant probablement des AGT. A la différence ces molécules ne sont pas
formées lors de I’extraction de I’huile de sardine. Ces procédés différents techniquement
pourraient expliquer ces divergences. En effet, ’influence négative des AGT industriels

générés par hydrogénation ont été clairement montrés associés a un risque accru de MCV
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(Igbal, 2014). Saravanan et al., (2005) ont rapporté une augmentation de la résistine chez le
rat consommant des régimes riches en AGS et en AGT. Les AGS et AGT diminuent la
sensibilit¢ de I’insuline des TA, en régulant positivement ’expression des genes de la
résistine. En revanche, les AGPI n-3 principalement I’EPA pourrait favoriser une réduction de
I’expression de la résistine dans les adipocytes, chez les rats (Haugen et al., 2005).

La margarine en raison de son contenu élevé en ac. palmitique (AGS) et peut étre
certains AGT (non mis en évidence dans notre analyse) pourrait €tre responsable de la
diminution de la sensibilité a I’insuline. En outre, en dépit du méme pourcentage d’AGMI
retrouvé dans les deux graisses étudiées, I’huile de sardine contient 16% d’ac. oléique alors
qu’il n’est pas détecté dans la margarine suggérant que ces AGMI et AGPI de la série n-3 en
particulier ’EPA et DHA de I’huile de sardine peuvent contrecarrer le développement de I’IR
malgré un taux élevé en résistine. L’effet favorable de 1’huile de poisson riche en AGPI n-3
sur I’IR pourrait résulter de son action hypolipémiante par diminution des AGNE et réduction
de I’accumulation des TG du muscle, foie et TA qui sont les causes de I’IR pour restaurer la
sensibilité¢ a I’insuline (Samuel et al., 2004). Les AGPI n-3 présents dans 1’huile de sardine
pourraient réduire 1’acide arachidonique (AA) contenu dans les PL membranaires du TA et
que sa consommation affecterait la prolifération et la maturation des adipocytes en modifiant
la composition en PL de la membrane avec des changements dans la biosynthése des
eicosanoides dérivés de I’AA (Lefils ef al., 2010).

Les animaux recevant des régimes HL développent plusieurs réponses métaboliques
adaptatives, qui orientent les AG alimentaires vers les tissus non-adipeux (en vue de leur
oxydation) en modifiant le métabolisme du TA de facon a limiter un stockage excessif de
lipides (inhibition de la lipogenése de novo, diminution de la sensibilit¢ a 1’insuline et
diminution de P’activité LPL) (Moura et al., 2012). L’IR induit aussi une moindre activation
de la LPL, d’ou un moindre catabolisme des VLDL qui favorise les échanges avec les HDL et
les LDL conduisant a la génération de LDL athérogénes et a une diminution du C-HDL (Jung

& Choi, 2014).

Dans la derni¢re partie de notre étude, nous avons voulu voir lequel des régimes HL,
20% d’huile de sardine ou de margarine, ou leurs substitutions pouvaient mieux atténuer le
stress oxydant, en stimulant plus efficacement le systéme de défense antioxydant enzymatique
et non enzymatique, chez les rats obeses.

Plusieurs études (Yilmaz et al., 2007; Fernandez-Sanchez et al., 2011 ; Charradi et al.,

2013) ont confirmé que I’obésité était fortement associée a un stress oxydatif chez I’Homme
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et ’animal. Le régime HL semble affecter la balance pro/antioxydante en entrainant un stress
oxydatif accru et une lipotoxicité chez le rat (Bhandari et al., 2011 ; Kesh et al., 2016). 1l a été
récemment prouvé que la lipotoxicité et la glucotoxicité se conjuguent pour induire un stress
oxydant associé a I’obésité (Lecerf, 2017).

Dans notre étude, quelle que soit 1’origine de I’huile étudiée, nos résultats révelent une
augmentation des marqueurs pro-oxydants a savoir une augmentation des teneurs des TBARS
et des LPO au niveau sérique et tissulaire, des TBARS des lipoprotéines (VLDL, LDL-HDL,;,
HDL,), des IsoPs sériques et urinaires ainsi que des carbonyles tissulaires (muscle, cceur,
cerveau et aorte) par rapport a ceux des rats témoins.

L’¢étude de Noeman et al., (2011) réalisée chez le rat a montré que 1’obésité induite par
un régime riche en graisses s’accompagne d’une augmentation des taux de malondialdéhyde
(MDA) et d’hydroperoxdes (LPO) au niveau hépatique, cardiaque et rénal, caractérisée par
une réduction des activités antioxydantes. De méme, chez les souris obéses, un taux tres éleveé
de RL, du H,0, dans le TA et une augmentation de la peroxydation lipidique ont été constatés
(Furukawa et al., 2004).

El-Sayed Yassin El-Sayed Haggag et al., (2014) ont étudié chez les rats blancs albinos
différentes graisses alimentaires et huiles (différentes dans leur degré de saturation et
insaturation) (beurre, margarine, huile de tournesol et huile de mais) sur la peroxydation
lipidique et la défense antioxydante du sérum et du foie. Ces auteurs ont rapporté que bien que
les huiles de tournesol ou de mais soient riches en ac. linoléique qui est un AGPI essentiel,
elles réduisent la synthése du cholestérol et donc son niveau mais toutefois ces huiles sont
sensibles a ’attaque des RL, en raison de leurs fortes teneurs en AGPI. Ces AGPI sont plus
sensibles a la peroxydation lipidique que les AGS.

Les LPO constituent les produits primaires de la peroxydation lipidique. Ces
molécules oxydées peuvent se décomposer en produits secondaires et terminaux pour former
des endoperoxydes cycliques et finalement des aldéhydes comme le MDA, le 4-HNE ou les
isoprostanes (IsoPs). Ces derniers actuellement reconnue comme étant le marqueur du stress
oxydatif le plus pertinent et un marqueur potentiel de risque CV et que leur quantification
dans le sérum ou I’urine serait un indice précis et fiable (Milne et al., 2011).

L’¢élévation de la peroxydation lipidique et de I’oxydation protéique retrouvée avec les
2 huiles étudiées par rapport au régime normolipidique ne peut étre expliquée que par
I’impact de leurs exces dans le régime associé¢ a 1’obésité induite expérimentalement et qui
accentuerait cette lipoperoxydation induisant une réduction de la défense antioxydante. En

effet, nos résultats montrent une réduction de ’activité de certaines enzymes a savoir la PON1
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sérique, la SOD dans le cceur et la CAT au niveau de 1’aorte ainsi qu’une faible capacité
antioxydante (CAox). Cette dernicre représente 1’action cumulative de tous les antioxydants
présents dans le sérum et fournit un aper¢u de I’équilibre entre les oxydants et les
antioxydants (El-Sayed Yassin El-Sayed Haggag et al., 2014).

De plus, I’effet individuel des 2 huiles a montré que la margarine comparée a I’huile
de sardine semble accentuer la peroxydation lipidique puisque la margarine résulte d’un
traitement technologique qui a subi un processus d’hydrogénation des huiles qui la
composent.

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans la réduction des enzymes
antioxydantes chez les rats obeses soumis au régime contenant 20% de margarine, ou
lorsqu’elle remplace 1’huile de sardine. La peroxydation lipidique accrue peut provoquer une
accumulation accrue de superoxyde, H>O, et des radicaux hydroxyles qui vont stimuler
davantage la peroxydation lipidique ou bien la diminution de I’activit¢ des enzymes
antioxydantes peut étre due a la consommation accrue et I’épuisement du stockage des
enzymes dans la lutte contre les RL générés au cours de 1’obésité associ¢ a I’impact du
processus industriel de la margarine.

Scrinis (2014) a rapporté que le processus d’hydrogénation ¢limine de la margarine la
plupart des AG oméga-3 présents dans les huiles végétales pour augmenter ainsi sa stabilité et
sa durée de conservation. De plus, le processus initial d’extraction et de raffinage des huiles
végétales en utilisant des températures élevées peut produire des AGT de I’ordre de 1 4 4%
(Scrinis, 2014). 11 semble aussi que la quantité considérable (30%) d’ac. linoléique retrouvée
dans la margarine pourrait étre incriminée dans 1’augmentation des RL. De plus, I’¢lévation
de la peroxydation lipidique avec la margarine est concomitante avec la diminution de la
défense enzymatique antioxydante. En effet, une réduction de I’activit¢ de la GSH-Px
érythrocytaire et tissulaire, de la GSSH-Red au niveau de certains tissus (foie, TA, muscle,
cerveau et aorte) ainsi que la CAT (muscle et coeur) avec une CAox sérique réduite sont
observées. A I’inverse, bien que 1’apport en lipides soit élevé (20%) dans le régime suite a
I’ingestion de I’huile de sardine, le systetme de défense antioxydante enzymatique mis en
place semble agir plus efficacement puisque les activités de certaines enzymes antioxydantes
(au niveau des érythrocytes et des tissus) sont élevées par rapport a celles des rats
normopondéraux a savoir, 1’activité de la SOD (TA, muscle, cerveau et aorte), la GSSH-Red
et la GSH-Px (dans tous les tissus) et la CAT (muscle, cceur, cerveau).

De plus, lorsque les remplacements sont considérés, la substitution de la margarine par

I’huile de sardine atténue le stress oxydant, en réduisant les marqueuts de-la peroxydation
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lipidique et 1’oxydation protéique notamment les TBARS sériques et tissulaires, les LPO
(cceur, cerveau et aorte), les carbonyles sériques et musclaires et les IsoPs sériques et
urinaires. Cette diminution de la lipoperoxydation pourrait étre le résultat d’une modification
importante du statut redox cellulaire en faveur des antioxydants. L’huile de sardine riche en
composés bioactifs présents naturellement, en particulier ’EPA et DHA (Tableau IV) peut
limiter la production d’ERO, en stimulant la défense antioxydante enzymatique. Cette huile
semble exercer un effet positif en augmentant ’activité enzymatique de la SOD érythrocytaire
et tissulaire, la GSSH-Red tissulaire, la CAT des tissus. Ce qui indique que la capacité
antioxydante est élevée en raison d’un mécanisme d’autorégulation spécifique. En effet, une
meilleure CAox est notée par rapport a la substitution de 1’huile de sardine par la margarine.
Cette diminution de la lipoperoxydation est aussi associée a la réduction de la triglycéridemie.
En effet, hypertriglycéridémie peut contribuer a la modification de la balance oxydant/
antioxydant, ce qui suggere que l’augmentation de la biodisponibilit¢ des AGNE peut
augmenter la peroxydation lipidique (Amirkhizi et al., 2007). L’huile de poisson peut
diminuer la production de VLDL, I’hypertriglycéridémie, la stéatose et I’IR et par conséquent

réduire la lipotoxicité (Rossi ef al., 2005).

Il existe une relation entre 1’obésité, le stress oxydatif et la PONI1 chez les modéles
animaux d’obésité (Thomas-Moya et al., 2008 ; Ferretti et al., 2012).

La margarine comparée a 1’huile de sardine augmente les valeurs des TBARS dans la
fraction HDL,. Il semble que ce résultat est en relation avec la diminution de I’activité de la
PONI1-HDL, et PON1-HDLs. En effet, la margarine ne semble pas stimuler 1’activité de la
PONI1. En revanche, I’huile de sardine ou lorsque elle remplace la margarine, 1’activité de la
PONIlest plus efficace et protégerait mieux les HDL, de 1’oxydation grace aux propriétés
antioxydante, anti-inflammatoire et anti-athérogeéne des HDL.

La PONI a été incriminée dans la capacité antioxydante des HDL (Savini et al., 2013).
C’est une enzyme ayant une activité estérase et joue un rdle clé dans ’action des HDL en
faveur de la protection des lipoprotéines et de la membrane biologique contre les dommages
oxydatifs. Elle permet de retarder et/ou inhiber I’oxydation des LDL et HDL (Soran et al.,
2015). De plus, elle joue un role protecteur contre I’athérosclérose, en raison de son action sur
I’hydrolyse des peroxydes lipidiques et la prévention de 1’accumulation de PL dans les LDL
(Kota et al., 2013).

Nos résultats laissent suggérer que 1’huile de sardine ou lorsqu’elle remplace la

margarine, semble jouer un rdle plus protecteur contre 1’oxydation des HDL, et protéger
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favorablement la fraction anti-athérogéne HDL contre 1’attaque radicalaire, en stimulant
efficacement le systeme de défense antioxydante enzymatique via I’activité¢ de la PONI1, par
sa richesse en AGPI n-3 contrairement a la margarine bien que végétale mais ayant subit un
procédé industriel. En effet, la diminution de I’activit¢ de la PON 1 suite a une
lipoperoxydation plus importante avec la margarine serait probablement la conséquence d’un
stress oxydant plus élevé.

La défense antioxydante qui contrdle les réactions délétéres des ERO est aussi
constituée d’antioxydants endogenes comme [’albumine. Cette derniére représente un
antioxydant extracellulaire, empéchant ’activit¢ des RL en séquestrant le fer libre par
I’intermédiaire de la chélation dans le plasma ou directement en agissant comme extracteurs
(scavengers) des RL (Neupane et al., 2016). L’albumine est synthétisée par le foie et
représente 50% des protéines totales du sérum. Par ailleurs, I’AcU est I’un des plus importants
antioxydants capable d’¢liminer jusqu’a 60% des RL (Madero et al., 2009). Il subsiste
certains doutes quant a une réelle fonctionnalité antioxydante de I’AcU, dont 1’augmentation
peut aussi bien avoir des conséquences pro qu’antioxydantes (Gersch et al., 2009).

Nos résultats révelent que la margarine comparée a I’huile de sardine apres 2 mois de
consommation ou lorsque qu’elle la remplace réduit les taux d’albumine sérique par rapport a
ceux des rats ingérant un régime normolipidique. En revanche, lorsque la margarine est
remplacée par 1’huile de sardine, les valeurs de I’albumine se rapprochent de celles des rats
témoins. L’hypoalbuminémie trouvée avec la margarine résulte de la diminution de la
synthése hépatique et/ou de 1’augmentation du catabolisme et/ou probablement de
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et de la perte rénale et entérale (Arques, 2018) ou
résultant d’un stress oxydant généré par un besoin métabolique ¢élevé pour la réparation des
tissus et la neutralisation des radicaux libres engendrés par le régime HL et de sa toxicité
(Auberval et al., 2014).

Par ailleurs, I’effet individuel des 2 huiles montre que la margarine augmente la teneur
sérique en AcU, alors que I’huile de sardine et lorsqu’elle remplace la margarine semble
mieux atténuer ce risque puisque le taux d’uricémie devient plus faible comparé a celui des
rats normopondéraux. En effet, bien que I’AcU puisse agir comme un antioxydant, I’exces au
niveau sé€rique est souvent associ¢ aux MCV, et agirait comme un pro-oxydant (Heining &
Johnson, 2006).

Nos résultats montrent aussi que le taux du fer sérique reste similaire entre les groupes

expérimentaux obeses et les rats ingérant un régime normolipidique. Le fer est un cofacteur
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essentiel de D’activit¢ de la CAT retrouvé au niveau des hématies et des peroxysomes

hépatiques (Ganther, 1999).

Il ressort probablement de notre étude qu’en plus du régime HL consommé pendant 3
mois et qui a induit des perturbations métaboliques, le remplacement de ’huile de sardine par
la margarine (ayant subit I’hydrogénation et pourrait contenir quelques traces d’AGT) pourrait
étre responsables de I’accumulation des peroxydes lipidiques suggérant une augmentation du
stress oxydatif et d’une altération des activités des enzymes antioxydantes. Dans ce contexte,
Dhibi et al., (2011) ont observé une augmentation de la lipoperoxydation chez les rats nourris
avec un régime contenant des AGT. De méme, chez la souris, le régime riche en AGT (ac.
¢laidique) entraine une augmentation du taux des LDL oxydées, une production accrue de
superoxyde dans la paroi vasculaire et des ERO au niveau de 1’aorte comparé au régime
contenant 1’ac. oléique. Les ac. ¢laidiques s’accumulent dans divers tissus, y compris le foie et

le TA, ce qui est associé a un taux ¢élevé de cytokines inflammatoires (Monguchi et al., 2017).
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Conclusion & Perspectives

Ce travail nous a permis de mettre en évidence chez le rat rendu obése par un régime
hyperlipidique, les effets potentiels du remplacement de 2 huiles, 1’'une produite
industriellement (margarine), ’autre d’origine naturelle (huile de sardine), extraite par
cuisson, sur le poids corporel, les marqueurs de la balance énergétique et les désordres cardio-
métaboliques et oxydatifs associés a 1’obésité, et de voir laquelle de ces substitutions pouvait
potentialiser le mieux les anomalies métaboliques.

Leurs effets individuels sur ces désordres métaboliques ont aussi été explorés. Ces
effets ont ét¢ comparés a ceux d’un régime normolipidique contenant 5% d’huile de

tournesol, chez le rat normopondéral (groupe témoin).

Nos résultats montrent que chez les rats obéses, le poids corporel reste élevé, quelle
que soit I’origine de 1’huile en dépit, d’'une consommation alimentaire similaire. Néanmoins,
I’huile de sardine comparée a la margarine ou lorsqu’elle la remplace semble avoir, un
meilleur effet sur I’adipogenése en I’atténuant via une réduction du poids du tissu adipeux (en
particulier). La quantité considérable d’AG athérogénes contenue dans la margarine, tels que
I’ac. palmitique et les AGPI dont I’ac. linoléique sont probablement en faveur d’un processus
plus rapide de différenciation adipocytaire et donc une adipogenése plus importante,
favorisant une augmentation du poids du tissu adipeux.

Chez le rat obése, I’huile de sardine comparée a la margarine ou lorsqu’elle la
remplace, semble exercer un meilleur effet sur la dyslipidémie et les voies anti-athérogenes
des lipides en réduisant :

I’hypercholestérolémie (en inhibant 1’activit¢ de 'HMG-CoA réductase, enzyme
impliquée dans la synthése endogeéne du cholestérol) et/ou en stimulant 1’activité enzymatique
de la ACAT, enzyme impliquée dans I’estérification du cholestérol au niveau cellulaire) et/ou
en inhibant 1’absorption intestinale des acides biliaires et des stéroides neutres, en stimulant
I’activit¢ enzymatique de la 7o-hydroxylase, impliquée dans la synthése des acides
biliaires) et ;

I’hypertriglycéridémie en abaissant le contenu des lipoprotéines (VLDL, LDL-HDL,
et HDL,) en TG par I’action probablement efficace des lipoprotéines lipases hépatique et
extra-hépatique.

En revanche, bien que 1’activité enzymatique de la LCAT soit plus élevée avec ’huile
de sardine, celle-ci ne semble pas étre suffisante pour permettre une bonne estérification du
cholestérol puisque les concentrations des EC-HDL, sont plus faibles comparées a celles

observées avec la margarine. L’effet hypocholestérolémiant de 1’huile de sardine est
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probablement di a sa richesse en composés bioactifs (EPA et DHA) qui semblerait inhiber la
lipogenese hépatique et/ou améliorer la dysrégulation lipidique induite par la toxicité du
régime hypergras ou étre li¢ a d’autres mécanismes moléculaires impliquant les voies de
signalisation (les PPAR, Peroxisomes Prolferator Activated Receptors, et les SREBPs, Sterol
Regulatory Element Binding Protein), des facteurs de transcription de différents geénes
participant a la régulation de la cholestérolémie.

En revanche, la margarine entraine aprés 2 mois de consommation, une
hypercholestérolémie par rapport au témoin mais lorsqu’elle remplace I’huile de sardine, cette
substitution atténue 1’hypercholestérolémie et I’hypertriglycéridémie et ces valeurs deviennent
comparables a celles du témoin. La margarine contient un pourcentage d’ac. vaccénique

considérable qui serait responsable de ces effets.

Chez nos animaux obe¢ses, 1’huile de sardine consommée sur 2 mois ou lorsqu’elle
remplace la margarine réduit I’indice HOMA-IR et le taux d’HbAlc en raison de sa richesse
en AGPI n-3, en particulier EPA et DHA, qui normaliserait ’action de I’insuline et
préviendrait ’IR induite par le régime HL. La réduction de ces marqueurs de risque vient
confirmer les propriétés fonctionnelles antidiabétiques de 1’huile de sardine. En revanche, la
margarine en raison de son contenu élevé en ac. palmitique (AGS) pourrait étre responsable
de la diminution de la sensibilit¢ a 1’insuline. De plus, bien que la margarine soit d’origine
végétale, le procédé industriel d’hydrogénation des huiles végétales utilisées lors de sa
formulation pourrait générer probablement des AGT responsables des désordres glucidiques.
La présence de ces AGT dans la margarine testée devrait étre toutefois confirmée (limite de

notre étude).

L’huile de sardine ou lorsqu’elle remplace la margarine semble, contribuer a
I’amélioration de I’équilibre du systéme pro/antioxydant en atténuant significativement, le
stress oxydant et en améliorant plus efficacement les systémes de défense antioxydants
(augmentation des activités de la SOD (TA, muscle, cerveau et aorte), GSSH-Red et GSH-Px
(dans tous les tissus) et Catalase (muscle, cceur, cerveau), en raison de sa richesse en AGPI n-
3, particuliérement en EPA et DHA. En revanche, en plus du régime HL consommé pendant 3
mois et qui a induit des perturbations métaboliques (glucidiques et lipidiques), la margarine

de par son origine de fabrication industrielle semble accentuer ces désordres oxydatifs.
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En conclusion générale, cette étude nous a permis de ressortir la substitution ayant
corrigé plus efficacement la dyslipidéemie, la dysglycémie et le statut pro/antioxydant induits
par la toxicité du régime hypergras. Ainsi, au vu de ces résultats, chez le rat rendu obese
soumis a un régime riche en graisses, le remplacement de la margarine par [’huile de sardine
semble potentialiser le mieux les effets engendrés par le régime hyperlipidique. Cette
substitution  semble  agir  favorablement en  atténuant [’hypercholestéroléemie,
I’hypertriglycéridémie, en améliorant I’équilibre glycémique et en réduisant le stress oxydant
(peroxydation lipidique et oxydation protéique), en stimulant efficacement le systeme de
défense antioxydant (enzymatique et non enzymatique).

En  revanche, la margarine consommée pendant 2 mois induit une
hypercholestérolémie mais lorsqu’elle remplace [’huile de sardine, elle contrecarre I’effet
néfaste engendré par le régime hypergras, en modulant, [’hyperlipémie. Néanmoins, elle ne
semble pas avoir de propriétés anti-diabétiques et antioxydantes puisque les désordres

glucidiques et oxydatifs persistent.

Ainsi, I’huile de sardine comparée a la margarine pourrait présenter un meilleur
potentiel d’utilisation dans le domaine pharmacologique et nutraceutique. En revanche, la
margarine consommeée en exces pourrait drainer des graisses ou des huiles partiellement
hydrogénées et qui a un seuil dépassant les limites autorisées par la législation et a long terme

entrainerait des complications cardiovasculaires.

En perspectives, il serait intéressant de compléter cette étude par d’autres analyses,
afin de mieux expliquer les mécanismes mis en jeu dans ces effets a titre d’exemples :
- La détermination de 1’activité des enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides a
savoir : I’hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA réductase (HMG-CoA réductase), la cholestérol
7-a hydroxylase, I’acyl-CoA cholestérol acyltransférase (ACAT) et les lipoprotéines
lipases (LPL) et la lipase endothéliale (LE).
- L’évaluation de la composition en acides gras du foie, de 1’aorte et des différentes
lipoprotéines sériques.
- L’étude du rdle des récepteurs nucléaires (PPAR a et SREBPs) dans la régulation des

grands métabolismes.
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Ce travail devrait toutefois étre poursuivi par des études comparatives ou seront
analysées d’autres margarines locales de texture et de composition en acides gras différentes,
comparées a des huiles de poissons extraites industriellement afin d’explorer leurs impacts sur
les désordres métaboliques, oxydatifs inflammatoires et la dysfonction endothéliale, induits

par des régimes déséquilibrés.
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Tableau VII. Evolution du poids corporel (PC) et nourriture ingérée

HS HS-Mg Mg Mg-HS Témoin
PC ()
jo 402,02+7,31° 393,67+18,90° 397,67+18,88" 399,33+16,84" 200,00+3,66"
j15 384,50+4,13" 379,33+25,06 396,50+16,32° 400,67+25,61° 221,00+5,34°
j30 380,00+10,38" 398,00+24,36" 405,67+24,84" 401,83+16,59° 240,00+5,14°
j45 400,33+14,73* 400,33£19,36" 406,83+13,89* 406,33+28,05 319,00+1,60°
j60 397,17+11,05° 399,17+19,85% 427,67+17,78" 408,33+30,72° 326,00+13,00°
Nourriture ingérée 27,50+3,23 26,00+5,20 25,00+5,10 26,00+4,69 24,00+3,46
(g’ rat™h)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b) sont significativement difféerentes (P<0,05).

Tableau VIII. Teneurs sériques en adiponectine, ghréline et résistine

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin

Adiponectine | 1,74+0,02°  1,76£0,03°  1,75£0,05°  1,74+0,03°  1,77+0,05° 1,73+0,02° 4,18+ 0,07°

(ng.mL™)

Ghréline 7,24+0,60%  11,53+1,62° 19,80+1,88"  9,68+0,37°  17,00£0,30° 12,73+0,55°  8,56+0,04"
-1

(pg.mL™) . . .

Résistine 23,53+0,50°  23,11+0,31° 24,83+1,05° 15,18+2,90™ 20,13+1,16° 19,78+1,85" 15,28+0,69°

(ng.mL™")

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les difféerents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) sont significativement différentes (P<0,05).

141



Annexes

Tableau IX. Teneurs sériques en différents lipides

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin

CT (mmol.L™) 1,64+0,09" 1,28+0,31°  1,61+0,19° 2,84+0,17°  2,84+0,17*° 1,82+0,18"  1,86+0,26"
TG (mmol.L™) 0,8040,03°  0,49+0,03'  0,90+0,06° 1,30+0,05* 0,63+0,04° 0,50+0,03%  0,84+0,13°
CL (mmol.L™) 0,97+0,06" 1,0040,02°  0,86+0,06°  0,78+0,1°  0,82+0,03°  1,11+0,1*  0,09+0,02°
EC (mmol.L™) 2,08+0,60" 0,46+0,27°  1,25+0,60° ~ 3,35+0,11°  3,37+0,39"° 1,18+0,36"  0,95+0,07"
PL (mmol.L™") 0,69+0,10°  0,63+0,12°  1,08+0,01°  0,7740,02°  1,12+0,04*  0,80+0,03° 1,01+0,07"

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P<0,05).

Tableau X. Teneurs et composition des VLDL en lipides et en protéines

VLDL HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Masse (g.L7) 3,24+0,35" 2,87+0,06° 2,24+0,04° 3,03+0,05" 2,59+0,03" 1,79+0,08¢ 1,18+0,6°
Protéines (g.L™) 3,07+0,02° 2,57+0,02° 2,010,8° 2,06+0,07° 1,97+0,4° 1,65+0,06" 1,56+0,06"
Lipides (mmol.L")

TG 0,14+0,001°  0,025£0,0002¢  0,12+0,012° 0,319+ 0,073*  0,048+0,013°  0,021+0,003°  0,27+0,05°
CL 0,2040,007*  0,1940,02*  0,21+0,014*  0,25+0,14 0,34+0,02° 0,22+0,03* 0,33+0,08°
EC 0,08+0,001°  0,21+0,01°  0,09+0,003° 0,8+0,02° 0,40+0,001°  0,1340,004¢ 0,27+0,08°
PL 0,40£0,0001°  0,53+0,01*  0,39+0,0006° 0,260,001 0,49+0,003°  0,43+0,001¢ 0,5+0,12°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XI. Teneurs et composition des LDL-HDL, en lipides et en protéines

LDL-HDL, HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Masse (g.L7) 2,02+0,86° 1,80+0,04¢ 3,65£0,08°  3,15+0,09° 4,34+0,5°  1,33+0,06°  1,09+0,13°
Protéines (g.L™) 1,94+0,11° 1,69+0,03* 1,89+0,7° 1,7740,3*  1,98+0,08* 1,05£0,07°  1,18+0,34®
Lipides (mmol.LY

TG 0,040+0,002°  0,027+0,030¢  0,11+0,0002°  0,22+0,03* 0,19+0,05* 0,03+0,015%  0,18+0,04
CL 0,28+0,001° 0,2440,08° 0,64+0,08°  0,25+0,06° 1,38+0,19* 0,38+0,05°  0,31+0,19°
EC 0,33+0,010° 0,28+0,03" 0,9+0,02° 0,58+0,01° 1,45+0,07° 0,44+0,03%  0,24+0,05"
PL 0,40£0,0007°  0,37+0,01° 1,08+0,03°  1,30+0,005" 1,69+0,01* 0,40+0,08°  0,50+0,12¢

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).

Tableau XII. Teneurs et composition des HDL, en lipides et en protéines

HDL , HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Masse (g.L ) 2,54+0,01° 1,6440,02°  0,96+0,03°  1,32+0,05%°  1,83+0,06°  0,88+0,02° 1,02+0,04°
Protéines (g.L™") 2,47£0,013*  1,58+£0,08°  0,89+0,56°  0,98+0,09°  1,36:0,08°  0,78+0,04 1,09+0,04°
Lipides (mmol.LY

TG 0,013+0,002¢  0,041+0,002° 0,032+0,04° 0,043+0,002° 0,14+£0,01° 0,026£0,003°  0,14+0,01°
CL 0,28+0,002°  0,2240,004°  0,21£0,001¢  0,50+£0,014*  0,46£0,006° 0,22+0,003¢  0,130,03°
EC 0,33+0,002°  0,30£0,002¢  0,26+0,001°  0,63+0,01°  0,4+0,03°  0,23+0,002"°  0,40+0,05°
PL 0,25+0,001°  0,40+0,006°  0,42+0,023°  0,90+£0,001*  0,6+=0,0008° 0,33+0,003°  0,40+0,06°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XIII. Teneurs et composition des HDL; en lipides et en protéines

HDL; HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin

Masse (g.L ") 423+0,09°  2,52+0,01¢ 2,66+0,08° 2,85+0,06°  3,70+0,06° 2,90+0,09°  1,43+0,33°
Protéines (g.L™) 2,66+0,004°  2,10+0,05° 1,59+0,08° 1,60+0,09°  1,02+0,04¢ 1,69+0,07°  0,26+0,02°
Lipides (mmol.L")

TG 0,61+0,01*  0,37+£0,041°  0,58+0,002*  0,56+0,002* 0,23+0,003¢  0,45+0,02°  0,17+0,02°
CL 0,62+0,01*  0,20+0,006°  021£0,05°  0,31+0,014°  0,29+0,04°  0,17+0,024°  0,25+0,06°
EC 1,28+0,09°  1,11+0,02" 1,56+0,019  1,67+0,02°  2,75+0,04° 1,9+0,04°  0,29+0,048
PL 0,50+£0,07°  0,18+0,046°  0,16+0,035>  0,15£0,06°  0,18+0,03°  0,15+0,03*  0,71+0,18°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) sont significativement différentes (P<0,05).

Tableau XIV. Glycémie, taux d’hémoglobine glyquée (HbAlc), teneur sérique en insuline et indice d’insulino-résistance (HOMA-IR)

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Glycémie 10,89+0,20° 10,67+0,18"  10,66+0,11* 10,85+0,25* 10,92+0,34*  10,60+0,40" 8,21+1,38"
(mmol.L™)
HbAlc 7,39+0,11° 6,48+0,13°¢ 8,56+1,10°  8,00+0,55°  9,92+0,46° 6,25+0,74° 2,48+0,41¢
(%)
Insuline 16,00+0,02° 29,00+1,90°  26,00+£1,30° 12,00+£0,20"  60,00+0,02*  21,00+2,00¢  10,20+0,24¢
(ULmL™)
HOMA-IR 7,74+0,60° 14,4240,15°  12,48+0,05° 5,78+0,06" 29,51+0,35" 10,03+0,036"  4,85+0,12¢

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955)(logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) sont significativement différentes (P<0,05).

144



Annexes

Tableau XV. Teneurs sériques et tissulaires en hydroperoxydes (LPO)

LPO HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Sérum (umol.L™") | 50,41+1,99°  49,46+4,64°  59,31+4,86° 59,63+6,63° 68,21+2,87° 60,87+2,65° 34+1 47
Tissus (umol.g™)

Foie 43,53+8,18° 51,251,90°  54,73+0,46 49,44+14,05° 48,84+0,09° 5525+0,27°  5,98+3,30°
Tissu adipeux 34,16+0,22*  21,31+0,80° 19,15+1,54° 15,59+2,12¢ 19,34+0,13° 20,38+0,15°  3,4440,87¢
Muscle 41,81x1,77°  29,28+1,50° 31,15+0,27° 27,54+3,20¢ 25,81+0,57¢ 33,15+0,53°  2,98+1,60°
Ceeur 38,53+0,66°  24,92+0,07°  31,76+0,29° 35,07+0,02° 36,29+1,70° 27,34+1,41¢  3,80+1,90"
Cerveau 23,0045,20°  26,00+2,70°  29,02+1,30° 38,07+0,90° 47,8+0,70° 20,58+0,18¢  1,41+0,98°
Aorte 35,8842,65° 18,57+0,20°  41,18+1,77° 15,76+1,48¢ 18,31+1,41° 19,57+0,86°  1,48+0,90°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes

est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.

Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, c, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XVI. Teneurs sériques, tissulaires et des lipoprotéines en TBARS

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Sérum 11,2841,04°  19,44+46,75° 19,8145,74°  23.22+7.44°  39.42+3.02° 15,62+2,13%  14,53+1,80°
(umol.mL™)
Tissus
(mmol.g'l)
Foie 8,2240,50°  24,59+1,34*  6,3240,53° 7,02+0,88°  6,59+0,71°  3,37+0,18°  4,1+0,70¢
Tissu adipeux | 27,61+3,03° 52,6142,36" 23,61+4,71°  25,9442,35°  25,11+0,23° 21,28+0,47°  4,11+2,7°
Muscle 6,59+1,70°  842+1,59°  6,17+0,18° 6,1743,39*°  429+1,63°  4,124025*  2,70+0,19°
Ceeur 8,19+1,15°  534+1,13°  7,52+1,38° 5,97+0,81°  4,79+0,49°  3,02+0,04°  2,80+1,40°
Cerveau 458+0,97°  4,84+1,63°  427+0,53°  11,6242,30°  3,8440,64°  3,5440,92°  1,90+0,20°
Aorte 3,63+0,67°  3,69+021°  6,77+1,66°  11,19+1,77*°  4,44+049°  2.87+0,04°  1,10+£0,20°
Lipoprotéines
(umol.mL™)
VLDL 2,94£0,10°  2,73£0,08°  2,60+0,14° 3,38+0,26 2,75£0,11°  2,77+0,02°  1,62+0,61°
LDL-HDL, 2,1140,39°  2,97+0,02*  2,87+0,008%°  3.20+0,52°®  3,67+0,14*  2,99+0,11°  0,3620,12¢
HDL, 1,8940,08°  3,3440,31*  3,2040,34 3,714026  2,.87+0,23°  2,68+0,14°  2,04+0,3°
HDL; 2,47+0,12° 4,82+0,42°  420+0,43*  4,80+1,21*°  4,55+0,98°  4,14+0,28"  5,98+0,69°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes

est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XVII. Teneurs sériques et urinaires en isoprostanes (IsoPs)

IsoPs Témoin
Sérum 298,03+87,6° 306,04+20,5° 474,06+13" 321,00+23,92° 377,35+48,3° 222.8343,10°  47,75+2,80°
(ng.mL™)
Urines 11,53+4,3° 19,20+4,8°  9.33+1,00° 25,10+0,03°  2,36+0,20¢ 1,2840,40°
(ng.mL™)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.

Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).

Tableau XVIII. Teneurs sériques et tissulaires en dérivés carbonylés

Témoin

Sérum

(nmol.mg™" de prot)
Tissus

(nmol.mg™" de prot)
Foie

Muscle

Ceeur

Cerveau

Aorte

0,33+0,01° 0,34+0,07° 0,4340,05° 0,31+0,02°  0,3440,02°  0,20+0,02°

126,67+3,86°
58,9+13,20°
77,5+7,68°
87,674+2,92°
12,23+0,80°

69,64+7,58°
37,2149,21°
68,67+5,83°
108,80+0,41°
11,8940,50°

80,05+18,48%
14,99+6,72¢

49,57+13,97
85,47+16,02°
10,25+0,20°

96,21+4,38°
41,51+0,66°
54,40+5,31°
102,14+8,97°
10,98+0,06

166,48+3,6"
72,26+4,78"
85.41+1,86°
91,77+8,30°
12,58+0,04°

60,42+12,77°
29,61+1,34°
53,06+10,00°
88,16+11,52°
10,39+0,90°

0,51+0,12°

85,20+12,10°

8,75+1,83°

11,52+0,31°

66,4+1,40°
6,64+0,10°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.

Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XIX. Teneurs sériques en albumine, acide urique et en fer

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin

Albulmine 25,7542,05° 22,51+1,53° 21,76+1,9°  21,45+0,47° 21,54+0,47°  30,75+0,18* 30,67+7,89°
(gL)
Acidle urique | 0,15+0,008° 0,10+0,02°  0,071+0,008° 0,097+0,01¢ 0,31+0,08" 0,15£0,01°  0,24+0,012°
(gL)
Fer 1 0,03£0,004  0,023+£0,002 0,022+0,004 0,0240,003  0,018+£0,0001 0,024+0,007 0,030,007
(mmol.L"™)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e¢) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XX. Activité enzymatique de la lécithine : cholestérol acyltransférase (LCAT), paraoxonase (PON) 1 et capacité
antioxydante (CAox) sérique

HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
LCAT 14,93+1,40° 14,0440,48° 18,83+£1,45° 9,36+4,50° 12,32+1,93% 36,3£10,76*° 42,92+7,70°
(nmol.mL".h™)
PON 1 sérum 0,46+0,02°  0,81+0,028°  0,50+0,09° 0,23+0,15%  0,38+0,02¢  0,88+0,05°  4,07+1,01°
(U.min™. mL™)
PON 1-HDL, 0,46+0,02°  0,51+0,08" 0,30£0,03° 0,21+0,09°  0,28+0,04°  0,69+0,02°  0,13+0,03¢
(U.min”. mL™)
PON 1-HDL; 0,15+0,01¢  0,28+0,08°  0,16+0,015¢ 0,13£0,07  0,17+0,02°  0,87+0,09°  0,45+0,09°
(U.min™. mL™)
CAox sérique 4,0740,99°  6,20£039°  4,7240,54°  5,1240,64°  5,17+0,33°  6,02£0,29°  11,40+0,51°
(mmol.L'l)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XXI. Activité de la SOD érythrocytaire et tissulaire

SOD HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Erythrocytes 4,76£0,11°  2,95£0,96™  2,44+0,22° 2,9740,05°  2,97+0,41°  3,15+0,89°  3,41+0,28"
(U.mL™)

Tissus (U.mg™")

Foie 16,57+1,67°  526+0,15°  10,91+£0,51°  10,8642,91°  7,73+0,30°  9,47+0,98°  7,65+0,07°
Tissu adipeux 3344107 14,17£037°  7,39+0,53°  16,87+0,18%  13,58+1,29°  14,96+0,14°  3,61+0,77
Muscle 11,39+0,84%  12,89+1,02°  9.36+0,97° 12,00+0,27°  10,55+1,30°  15,38+0,28"  3,90+0,67¢
Ceeur 433+0,42°  11,91+£0,86°  12,78+0,56°  14,01+0,21°  13,18+0,94°  14,39+0,35°  25,12+0,35"
Cerveau 6,16£0,17°  13,19+0,50°  6,18+0,95° 6,00£0,67°  7,20£0,29°  9,75+0,45°  4,92+0,17¢
Aorte 9,50+1,12° 7,36+0,26° 6,31+0,28° 4,11+0,62°  439+040%  6,05+£0,24°  3,28+0,20°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e¢) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XXII. Activité de la GSSH-Red érythrocytaire et tissulaire

GSSH-Red HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Erythrocytes 22922+72.03° 237,5+38,72°  108,80+23,77° 97,64+1,51°  22222+18.91% 116,45+67.86° 270,04+17,63
(nmol.min™'.mL™)

Tissus

(nmol.min™". mL™)

Foie 206,94+13,55%  404,96+13,46° 464,17+19,00° 68,77+10,80°  216,49+7,56% 245.14+31,519  360,2349,22°
Tissu adipeux 191,2445,02°  294.49+9.23°  356,56+4,32° 191,01243.22° 168,10£2,16°  345,10£25,21° 132,56+13,34¢
Muscle 150,28+1,88°  157,25+1,78*  97,3842,78°  87,0842,35°  79,67+£1,69° 112,49+11,28"  96,23+13,56°
Ceeur 140,08+9,00°  193,57+14,41° 85,953,519  159,18452,22° 216,49+7,54°  245,144351° 171,35+30,22"
Cerveau 108,24427,01°  359,75£2.25*  9550+1,80°  106,33+27,91°  93,60+1,53¢  319,6445,76°  144,36+36,46°
Aorte 155,1£31,51°  304,36+8,28*  119,70£2,51° 192,29+37,82°  117,79+6,75° 234,95+1531° 199,18+70,99"

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e¢) sont significativement différentes (P<0,05).
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Tableau XXIII. Activité de la GSH-Px érythrocytaire et tissulaire

GSH-Px HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin
Erythrocytes 807,64439.33°  063,14+2,84° 359,75+76,54° 412,60+91,84° 206,94+11,26% 397,95422.51° 467,24+15,20°
(nmol.min™'.mL™)

Tissus

(nmol.min™". mL™)

Foie 331,1436,02°  343,83+9,04*  203,75+7.23° . 292,9+9.40°  165,55+1,80¢  31836+1,80°  161,81+3,00¢
Tissu adipeux 343,83+18,01*° 216,49+9,05°  165,5549,04°  140,08+54,02°  63,67+1,81¢ 114,61+ 1,80°  71,87+3,12¢
Muscle 180,69+1,80°  179,68+7,69*  120,36+3,96°  98,47+5,20" 99,07+1,58¢ 119,242,38°  151,17+4,78°
Ceeur 76,41£36,02°  127,35+3,60°  63,67+1,80° 52,21+1,80%  140,08+1,81*°  63,67+1,80° 18,78+2,249
Cerveau 369,30+90,05*  165,55+1,80° © 127,3543,61¢  63,67+18,01°  152,8243,61°  76,41+3,60° 60,53+3,63°
Aorte 114,61£54,03°  165,55+£5,40°  63,67+1,80° 38,2+18,01¢  114,61+1,80°  101,88+7,20° 85,2445 48°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e) sont significativement différentes (P<0,05).
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Annexes

Tableau XXIV. Activité de la CAT érythrocytaire et tissulaire

CAT HS j30 HS j60 HS-Mg Mg j30 Mg j60 Mg-HS Témoin

Erythrocytes | 419,87+42,43%  454,61+5,64" 454,93+13,15" 467,46+£16,09° 470,71+24,14" 537,36+56,42° 459+12,08"
(U.mL".min™")

Tissus (U.g )

Foie 143,00+3,00¢  170,00+2,00° 220+1,00° 260,00£10,00°  220,00£4,00°  230,00+3,00°  125,22+42 80%
Tissu adipeux | 210,00+5,00°  160,00+£10,00°  160,00+20,00  200,00+0,60°  170,00+10,00 180,00+10,00°  256,22+3,50"
Muscle 130,16+1,20°  139,12+0,18°  108,75+2,30°  90,60+1,70  92.87+10,00  130,85+1,78°  126,65+2,00°
Ceeur 160,0041,10°  370,00+20,00°  120,00+6,00°  90,00+10,00°  100,00+10,00°  140,00£7,00°  197,66+26,34°
Cerveau 410,00£9,20°  340,00+3,00°  340,00£2,00°  420,00£1,10°  420,00+5,00°  470,00£3,00°  143,0042,98¢
Aorte 141,00+2,00° 110,00£20°  120,00+16,00°  130,00+2,30°  110,00+6,00°  150,00£5,00°  200,00+4,65°

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = ES de six rats par groupe. Aprés analyse de variance, la classification des moyennes
est effectuée par le test de rang multiple de Duncan (1955) (logiciel statistica, version 10, statsoft 2011) entre les différents groupes.
Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f) sont significativement différentes (P<0,05).
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Department of Biology, Université d’Oran 1 Ahmed Ben Bella, Oran, Algeria

Abstract

Purpose — The purpose of this study was to investigate the impact of replacing two different fats on
dyslipidemia, glycemic balance and adipose tissue redox status in obese rats.
Design/methodology/approach — Obesity was induced by feeding a high-mutton-fat diet during three
months. An experimental group (2 = 24) was divided into two groups that were fed during one month, 20 per
cent of margarine or sardine oil. At Day 30, six rats from each group were sacrificed and the remaining rats
were then subjected to a change in diet for one month: margarine was replaced by sardine oil and inversely,
and then the rats were sacrificed. Three other groups (z = 6), each fed during two months, 20 per cent of
margarine, sardine oil or mutton fat, served as controls.

Findings — Substitution of sardine oil by margarine compared to control sardine oil had increased
triacylglycerols (TGs), glycosylated hemoglobin (HbAlc) and isoprostanes (IsoPs) values, but decreased
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and superoxide dismutase activity. Replacing margarine by
sardine oil compared to control margarine reduced total cholesterol, TG, HbAlc, TBARS and IsoP contents
but enhanced glutathione reductase and peroxidase activities. Nevertheless, comparing with the mutton fat,
the two substitutions had improved glycemic and lipidic abnormalities and attenuated lipoperoxidation by
enhancing enzymatic antioxidant defense. These favorable effects were better when margarine was replaced
by sardine oil.

Originality/value — Substituting margarine with sardine oil seems to attenuate beneficial cardiometabolic
risk markers associated to obesity and potentiate efficiency adipose tissue against the oxidative stress induced
by the obesogenic diet.

Keywords Dietary fat, Obesity, Cardiometabolic risk, Rat
Paper type Research paper

Introduction

Excessive fat accumulation or obesity is a result of positive energy balance and contributes
to a host of chronic health complications (Reichman et al, 2015) leading to dyslipidemia and
oxidative stress (Charradi et «l, 2013). Dyslipidemia and resulting metabolic disorders
characterized by enhanced blood triacylglycerol (TG) and total cholesterol (TC)

uiton & Food Science concentrations increased the atherogenic index (Basedevant, 2006), which can promote
pp. 217 insulin resistance (Segura and Ruilope, 2007).
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Oxidative stress plays a causative role in the development of obesity by stimulating white
adipose tissue deposition, altering food intake and low antioxidant defenses in animal
studies (Savini et al., 2013). Numerous factors are responsible for obesity (physical inactivity,
nutritional and hormonal status in early life, hereditary, environmental [...].), but the diet
remains the main key in experimental and clinical studies. In this context, high consumption
of energy-dense foods, high consumption of fat diets and low intake of food rich in
antioxidant compounds play a significant role in the development of this pathology
(Ailhaud, 2008).

Recent dietary fat investigations have reconsidered the negative role of some lipids rich in
saturated fatty acids (SFAs). It is from specific effects of fatty acid (FA) on markers and
cardiovascular (CV) risk factors that we can understand the multiplicity of lipids’ points of
impact on CV health. Fish oil is often considered to be the best source of eicosapentaenoic
acid (EPA; 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA; 22:6 n-3) exerting cardioprotective
effects (Lee, 2013). In this investigation, sardine was selected because this fish is highly
consumed in the Mediterranean area.

Margarine was one of the first hyper-real foods seen as better than the original product in
the world (Scrinis, 2014). Margarines have long had a “healthy” picture because they are
lower in SFAs and cholesterol than butter. The partial hydrogenation process product trans
FA in margarine claims for the advantages of margarines over butter or other fats need to be
scrutinized (Zock and Katan, 1997). These trans FA are associated to an increased incidence
of obesity (Dorfman et al., 2009). Excessive consumption of trans FA has a deleterious effect
on CV risk by increasing atherogenic dyslipidemia with enhanced low-density lipoprotein
(LDL) and reduced high-density lipoprotein (HDL) (Odegaard and Pereira, 2006). The choice
of margarine in this study was justified because of its frequent use in preparation of sauces
and cakes by the Maghreb population, particularly in Algeria, and its relatively low
economic cost compared to other sources of oils.

The aim of this study is to explore the impact of replacing two dietary fats (margarine and
sardine oil) on dyslipidemia, dysglycemia and redox status of adipose tissue in an
experimental model of nutritional obesity. We have chosen mutton fat provided by red meat
(much appreciated by the population from the Maghreb) and draining SFA and trans FA
high levels (atherogenic factor), and emphasize what was the better substitution that can
reduce cardiometabolic risk associated to obesity and its complications.

Materials and methods

Animals and diets

Male Wistar rats (Pasteur Institute, Algiers, Algeria), weighing 120 + 10 g, were housed in
individual cages under standard environmental conditions (23 = 1°C temperature, 55 + 5
per cent humidity and 12-h light/dark cycle) and allowed free access to water and fresh food.
The general guidelines for the care and use of laboratory animals recommended by the
Council of European Communities (1987) were followed. The experimental protocol was
approved by the Animal Care and Use Committee of Oran 1 University and the Algerian
Ministry of Higher Education and Scientific Research (CNEPRU F01820090015).

Obesity was induced by feeding a high-mutton-fat diet bought in a market (Es-senia,
Oran, Algeria) during three months. An experimental group (z = 24) was divided into two
groups that consumed during one month, 20 per cent of margarine or sardine oil. At Day 30,
six rats from each group were sacrificed and the remaining rats were then subjected to a
change in diet for one month: margarine was replaced by sardine oil and inversely, and the
rats were then sacrificed. Three other groups (z = 6), each fed 20 per cent margarine, sardine
oil or mutton fat, served as controls. Diets and tap water were freely available. Body weight
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Table 1.
Composition of
experimental diets
(g/kg diet?)

and food consumption were recorded weekly and daily, respectively. The diet composition is
shown in Table L.

Extraction and lipid analysis

Oil from sardine fillets (Sardina pilchardus) was recovered from fresh sardines bought in a
local public fish market. Sardines were packed in polyethylene bags, placed in ice and
transported rapidly to the laboratory. Sardine oil was extracted following lipidic procedure
of extraction (Guillaume ef al., 1999). We have used the technique of cooking (at 80°C for 20
min) and pressing, which represents the most common method used for fish oil production.
Two hundred kilograms of sardines, corresponding to 120 kg of fillets, were treated and 6 kg
net of oil was extracted. The margarine came from Cevital (Bejaia, East region of Algeria).
Lipid and FA composition analysis of sardine oil, margarine and mutton fat was performed
at the Regional Laboratory Quality Control and the Repression of Fraud of Oran, and the
results are shown in Table II.

Blood, adipose tissue and urine sample collection

At Day 30 and Day 60 of experiment and overnight fasting, rats were anesthetized with
sodium pentobarbital (60 mg/kg BW) and euthanized with overdose. Blood was collected
from abdominal aorta into dried tubes and serum was prepared by low-speed centrifugation
(1000 g for 20 min at 4°C). Epididymal and visceral fat was quickly removed, washed with
cold saline, blotted in filter paper, weighed and frozen in aliquot of 50-100 mg of tissue at
—70°C until use. Urine samples were collected in thymol-isopropanol at 10 per cent, filtered
and stored at 4°C.

Lipid parameter analyses
Serum TC and TG concentrations were evaluated using standard enzymatic colorimetric kits
(Biomerieux, Lyon, France and Biocon, Germany, respectively).

Ingredients Sardine Margarine Mutton fat
Casein® 200 200 200
Corn starch® 450 450 450
Sucrose ¢ 40 40 40
Sardine oil® 200 - -
Margarine® - 200 -
Mutton fat® - - 200
Cellulose™ 50 50 50
Mineral mix' 40 40 40
Vitamin mix’ 20 20 20

Notes: *Diets are hyperlipidic (19.06 MJ/Kg of diet) and were given in powdered form; ®Prolabo, Fontenay
sous bois, France; CONAB (Sidi Bel Abbes, Algeria); “Cevital (SPA, Bejaia, Algeria); Oil purified from
sardine in our laboratory; fMargarine and £mutton fat were obtained from a local market; "Prolabo Paris,
France; 'UAR 205 B (Villemoisson, 91360, Epinay/S/Orge, France), mineral mix (mg/kg of diet) CaHPO,,
17200; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO,, 420, MgSO,, 2000; Fe,0-, 120; FeSO,, 7H,0, 200; MnSO,,, H,SO,, H,0, 98;
CuS0,, 5H,0, 20; ZnSO,, 7H,0 80; CuSO, 7H,0; KI, 0.32. "UAR 200 (Villemoisson 91360, Epinay/S/Orge,
France), vitaminic mixture (mg/kg diet): vit A, 39600 UL, vit D3, 5000UI, vit B1, 40; vit B2, 30; vit B3, 140; vit
B6, 20; vit B7, 300; vit B12, 0.1; vit C, 1600; vit E, 340; vit K, 3.80; vit PP, 200; choline, 2720; folic acid, 10;
para-aminobenzoic acid, 180; biotine, 0.6; cellulose, gsp, 20 g
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Common name of FA Nomenclature Sardine oil Margarine Mutton fat
Saturated FA

Myristic acid C14:0 7.2 2.3 2
Pentadecanoic acid C15:0 ND ND ND
Palmitic acid C16:0 233 311 30.0
Stearic acid C18:0 5.0 2.3 25.0
Arachidic acid C20:0 ND 0.2 0.2
Behenic acid C22:0 ND 0.2 ND
Others 2.0 29 0.8
Total 375 39 58
Monounsaturated FA

Palmitoleic acid Cl16:1n-7 9.7 ND 2.0
Vaccenic acid C18:1n-7 ND 29 ND
Oleic acid C18:1n9 16.3 ND 37.0
Gadoleic acid C20:1n-9 3.2 0.1 ND
Erucic acid C22:1n9 0.8 ND ND
Others 04 16

Total 30.4 30.7 39
Polyunsaturated FA

Linoleic acid C18:2n-6 0.7 30.1 3.0
a-Linolenic acid C18:3n-3 ND 0.1 ND
Eicosatetraenoic acid C20:4n-3 1.1 0.1 ND
Arachidonic acid C20:4n-6 0.5 ND ND
Eicosapentaenoic acid C20:5n-3 125 ND ND
Docosapentaenoic acid C22:5n-3 14 ND ND
Docosahexaenoic acid C22:6n-3 8.6 ND ND
Others 7.3

Total 321 30.3 3

Notes: Fatty acid composition was performed in triplicate at the Regional Laboratory Quality Control and
the Repression of Fraud of Oran; FA = fatty acid, ND = non-detected
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Table II.

Fatty acid composition
(fatty acids as
percentage of total
fatty acids) of sardine
oil, margarine and
mutton fat

Glycemia, insulinemia and glycosylated hemoglobin percentage evaluation

Glycemia was measured by strip test (Accu-Chek Active, Germany). The rat insulin enzyme
immunoassay may be used to measure insulin in rats (enzyme immunoassay Kkit; Spi-Bio, Le
Bretonneux, France). HbAlc percentage was measured by ion exchange chromatography
using an HbAlc microcolumn (Biocon, Germany).

Adipose tissue, serum and urine susceptibility to peroxidation

Lipid peroxidation was estimated by measuring thiobarbituric acid reactive substance
(TBARS) concentrations and expressed in terms of malondialdehyde (MDA) content
according to Ohkawa ef al. (1979). Lipid hydroperoxides (LPOs) and isoprostane (IsoP)
concentrations (other markers of lipid peroxidation) were estimated using Cayman’s lipid
hydroperoxide Assay kit and Cayman’s 8-Isoprostane EIA kit, respectively.

Adipose tissue antioxidant enzyme activities

Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), glutathione peroxidase (GSH-Px; EC. 1.11.1.9) and
glutathione reductase (G-Red; EC 1.6.4.2) in adipose tissue were evaluated using commercial
kits (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI). Catalase (CAT; EC1.11.1.6) activity was estimated
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by Aebi’s (1974) method. All enzyme activities were adapted to microplate titration with the
microplate titrator IEMS reader MF (Kirial SA).

Statistical analysis

Data are expressed as means and standard deviation values. Statistical evaluation of the data
was carried out by STATISTICA (version 5.1, Statsoft, Tulsa, OK). After analysis of
variance (ANOVA), the classification of the means was performed using Duncan’s (1955)
new multiple range tests. The means with different superscript letters were considered
significantly different (p < 0.05).

Results

Fatty acid composition of sardine oil, margavine and mutton fat

The FA composition of sardine oil showed that SFA, monounsaturated fatty acid (MUFA)
and polyunsaturated fatty acid (PUFA) were, respectively, 37.5, 30.4 and 32.1 per cent
(Table II). Compared to margarine, sardine oil contained the same proportion in MUFA,
while the content in oleic acid was 16.3 per cent, but it was not detected in margarine. SFA %
in sardine oil was similar to margarine. Nonetheless, among the AGS cells, total SFA was
represented by palmitic acid, 23 per cent in sardine oil and 31 per cent in margarine. PUFAs
in margarine were represented by linoleic acid (30.1 per cent). However, n-3 PUFAs were
represented mainly by EPA and DHA (12.5 and 8.6 per cent, respectively). SFA % in mutton
fat was 58 per cent, with mainly 30 per cent of palmitic acid and 25 per cent of stearic acid.
Furthermore, oleic acid represents 37 per cent of MUFA, whereas PUFA was only 3 per cent
without EPA and DHA (Table II).

Effect of veplacing fats on body weight, food intake and absolute and relative adipose tissue
weight

Body weight and food intake were not affected by the origin of dietary fat. The adipose tissue
weight and the relative weight were increased by 55 per cent after replacing sardine oil by
margarine versus control sardine oil. While, margarine substituted by sardine oil decreased
these weights by 30 per cent versus control mutton; nonetheless, they were similar compared
to control margarine (Table III).

Effect of veplacing fats on lipid parameters and glycemic homeostasis

At the beginning of the experiment, dyslipidemia and hyperglycemia were verified to
confirm obesity. The results showed a significant increase in TC > 3 mmol L™!, TG > 1.4
mmol L™ and glycemia > 12 mmol L ™! in responder rats compared with standard weight of
rats reported in our previous publications (Louala ef al., 2013; Benyahia-Mostefaoui ef al.,
2013) (Table IV).

Substituting sardine oil by margarine increased TG values by 11 per cent compared with
sardine oil (Day 30) and by 45 per cent compared with sardine oil (Day 60); furthermore, TC
and TG were respectively lower (—55 and —44 per cent, respectively) than the mutton fat.
However, replacing margarine by sardine oil reduced considerably the TC level (=50 per
cent) compared with the mutton fat. This substitution had reduced efficiently
triglyceridemia (—62, —20 and —68 per cent) versus margarine at Day 30, margarine at Day
60 and control mutton fat (Table IV).

The change of fat had no effect on glycemia. However, this value decreased by 16 per cent
with the two substitutions compared to mutton fat. Nevertheless, replacement of sardine oil
by margarine increased HbAlc percentage (+14 and +24 per cent, respectively) compared to
sardine oil at Day 30 and Day 60, but this value had been similar to control mutton fat.
However, after substitution of margarine by sardine oil, HbAlc percentage was reduced
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(—21, —36and —21 per cent, respectively) compared with margarine at Day 30, margarine at
Day 60 and mutton fat. Changing sardine oil by margarine had significantly reduced
insulinemia compared with the Sardine oil (Day 30) (=56 per cent) and control mutton fat
(—87 per cent). This value decreased too after substitution of margarine by sardine oil
(—82, —65 and —89 per cent, respectively) compared to margarine at Day 30, margarine at
Day 60 and mutton fat (Table IV).

Effect of replacing fats on lipoperoxidation
Replacing sardine oil by margarine decreased TBARS by 55 per cent and 72 compared with
the control sardine oil and mutton fat, respectively, and LPO levels by 60 per cent compared
to mutton fat. While, substituting margarine by sardine oil showed a decrease in the TBARS
values (—16 and —76 per cent, respectively) versus margarine and mutton fat controls. In
addition, LPO contents were decreased by 57 per cent when compared to mutton fat
(Table V).

Replacing sardine oil by margarine versus sardine oil increased serum and urinary IsoPs
by 37 and 40 per cent, respectively, at Day 30, by 35 and 59 per cent at Day 60 and by 30
compared to mutton fat. In contrast, the substitution of margarine by sardine oil acts
considerably on serum and urinary IsoP values compared, respectively, to margarine at Day
30 (—30 and —75 per cent) and Day 60 (—41 and —91 per cent) and compared to control
mutton fat (—67 and —91 per cent, respectively) (Table V).

Effect of replacing fats on antioxidant enzyme activities
Substitution of sardine oil by margarine had decreased SOD activity versus sardine oil (Day
60) (—48 per cent) and control mutton fat (—59 per cent), and when it was compared to
sardine oil (Day 30), GSH-Px and CAT activities were decreased by 52 and 20 per cent,
respectively. In contrast, GSH-Red and CAT activities were enhanced by 80 and 55 per cent,
respectively, compared to control mutton fat (Table VI).

When margarine was replaced by sardine oil, GSH-Red activity was +45, +51 and +79
per cent higher than margarine at Day 30, margarine at Day 60 and mutton fat, respectively.
GSH-Px and CAT activities were also increased by 44 per cent compared to control
margarine and by 50 per cent compared to mutton fat (Table VI).

Discussion

The experimental model of nutritional obesity that is widely used and particularly suitable
has been chosen to elucidate some mechanisms of lipid metabolism that contribute to the
development of CV complications associated with obesity. Thereby, in our experimental
design, obesity in rats was induced by feeding a high-mutton-fat diet, characterized by its
high saturated fat (58 per cent), including 30 per cent palmitic acid. The first visible
consequence of this hyperlipidic diet is excessive fat accumulation and a significant increase
in body weight of rats compared with those fed the normal diet (Louala et al, 2013;
Benyahia-Mostefaoui et al., 2013).

Mutton fat had caused in all rats, dyslipidemia and hyperglycemia, as compared with our
previous control values (Louala et al., 2013; Benyahia-Mostefaoui ef al., 2013). Our results are
in agreement with the study of Grundy (2004), which reported that the high fat diet-induced
dyslipidemia may be due to the enhanced hepatic TG content due to the elevated influx of
excess nonessential FAs into the liver. Indeed, in rats, the intake of hypercaloric diet induced
obesity by increasing lipid storage, which was essentially directed to the adipose tissue, and
an increase in the size of adipocytes (Bergouignan ef al., 2010).

The type of consumed dietary fat plays an important role. Therefore, a potentially useful
strategy to reduce cardiometabolic risk is modification quality in diets. This is confirmed by
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the results of a recent systematic review showing that the partial replacement of saturated fat
with unsaturated fats may reduce the risk of CVD (Morrison et al, 2015).

A significant increase was observed in adipose tissue weight after substitution of sardine
oil by margarine, suggesting an increase of lipogenesis and/or an increase in lipolysis, thus
inducing an increase of adipocytes. A diet rich in n-3 PUFA may decrease arachidonic acid
(AA) content in membrane phospholipids (PLs) of adipose tissue. So, sardine oil consumption
rich in n-3 PUF A may affect the proliferation and maturation of adipocytes by the alteration
of the composition of membrane PLs with consequent changes in the biosynthesis of
eicosanoids derived from AA (Lefils et al., 2010).

The consumption of margarine induced after two months, a hypercholesterolemic effect
compared to sardine oil, but these concentrations remained lower compared to the mutton
fat. The FA composition of mutton fat showed a very high content of SFA compared with
MUFA (Table II). Some authors have shown a relationship between the consumption of SFA
and the cholesterol homeostasis. SFA decreased the levels of lecithin—cholesterol
acyltransferase (LCAT), enzyme responsible for lipoprotein esterification, which would
favor an adverse effect in terms of cholesterol reverse transport (Berard et al, 2004).
However, in margarine, MUF A and SFA represent, respectively, 30.7 and 39 per cent; indeed,
the level of simultaneous intake of linoleic acid (which represents 30 per cent in margarine) is
also involved, canceling the cholesterol-lowering effect of palmitic acid when linoleic acid
intake exceeds 5-6 per cent of total energy intake. Another mechanism that could explain this
hypocholesterolemic effect of margarine compared to mutton fat is that margarine is rich in
sterols (Souci et al., 2000).

Compared with the mutton fat, sardine oil and margarine and their substitutions reduced
hypercholesterolemia significantly (twofold on average), and this could be explained by the
fact that lipid utilization is probably related with sardine oil and margarine FA composition.

The substitution of margarine by sardine oil compared to controls margarine and mutton
fat had a considerable effect on hypercholesterolemia. Sardine oil compared to margarine
attenuated more favorably hypertriglyceridemia observed at Day 0 (TG < 1.4 mmol.L™Y);
this effect is most striking when margarine is replaced by sardine oil (threefold less).

The cholesterol-lowering effect of sardine oil may be due to a predominance of high
MUFA, PUFA and oleic acid. It can be suggested that sardine oil led to a decrease in
cholesterol absorption from the intestine and may have the ability to inhibit the intestinal
absorption of bile acids and neutral steroids and to enhance hepatic cholesterol
7a-hydroxylase activity. Indeed, LCAT activity is enhanced in the presence of n-3 PUFA
provided by sardine oil, improving the metabolic pathway of cholesterol (Boukhari Ahmed
Daij et al., 2013).

The anti-obesity effect of n-3 PUFA may result, at least in part, in increasing fat
catabolism and decreasing lipogenesis in adipocytes (Todorcevic and Hodson, 2016). Fish
has been the traditional source to obtain omega-3 enriched oil and concentrates, although
alternative sources such as marine microorganisms have been proposed recently (Haimeur
et al, 2012). The other possible explanation for this discrepancy between the lipids
administered to the obese rats could be attributed to their high cholesterol content in mutton
fat compared to sardine oil and margarine (Souci et al., 2000), but plasma cholesterol is not an
absolute risk factor (it depends on the food environment) or a risk marker because it ignores
lipoproteins (Upadhyay, 2015).

Substitution of margarine by sardine oil reduced better TG levels than the substitution of
sardine oil by margarine. Despite the percentage of 37 per cent of SFA found in sardine oil,
this oil consists of 62 per cent MUFA and PUFA, and this composition attributed to sardine
oil’s good absorption ability and ensures good digestibility. We found a more pronounced
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effect of sardine oil in the treatment of hyperlipidemia and, potentially, the prevention of
obesity compared to margarine, which refers to endogenous bioactive mediators
biosynthesized from major omega-3 FA, EPA and DHA, resolvin and protectin.

On the other hand, cholesterolemia decreased with margarine compared with the control
mutton fat due to the presence of linoleic acid (30 per cent), while it is significantly reduced
(tenfold less) in the mutton fat (3 per cent). Linoleic acid is an essential FA and serves as a
precursor for the biosynthesis of AA. Moreover, AA has a cholesterol-lowering effect
(Hegsted et al., 1965). So, in mutton, SFAs raise LDL cholesterol, especially as linoleic acid
intake is low.

However, the substitution of sardine oil by margarine increased TG levels; this was
explained by the alteration of the adipose tissue in obesity observed in the dynamic change
between the secretion and the use of FA and automatically an increase in storage of lipids as
TG. Major SF As present in margarine were myristic, palmitic and stearic acids, but the most
important dairy SFA present in margarine is palmitic acid, which regulates negatively LDL
receptor formation. Consequently, LDL uptake maybe reduced, leading to high TC
concentrations. Our results are in agreement with the study of Ohlsson (2010), who showed
that palmitic acid increased LDL-C. SFAs raise LDL as much as trans FA, but they lower
HDL (Mozaffarian et al., 2004). Myristic acid is the most hypercholesterolemic SFA. The
effect of different long-chain SFAs is heterogeneous (German and Dillard, 2004). Myristic
and palmitic acids have very similar effects on cholesterol, while stearic acid is less
hypercholesterolemic, or is not when dietary cholesterol intake is simultaneously low
(Ohlsson, 2010). The replacement of SFA or trans FA with PUFA decreased plasma
cholesterol, especially LDL-C, and was associated with a reduced risk of CVD (Ohlsson,
2010).

Sardine oil and margarine and their substitutions act similar on glycemia (<10 mmol.
L™1). Nevertheless, the two substitutions improved it compared with the basal values of
mutton fat consumption (>12 mmol. L™1). Insulin regulates glucose homeostasis at several
levels and decreased the hydrolysis of TG, which decreased the secretion of free FA from
adipose tissue, so accumulation of visceral adipose tissue accelerates the flow of free FA,
which contributes to secretion of very low-density lipoprotein particles that are responsible
for hypertriglyceridemia (Estadella et al., 2013). Replacing margarine by sardine oil did not
influence glycemia but reduced insulinemia and HbAlc percentage compared to margarine
and mutton fat controls, suggesting an improvement in the glycemic balance. With sardine
oil, MUFAs were fivefold lower than in the control mutton fat, suggesting that MUFAs
appear to improve insulin sensitivity in contrast to SFA (Smaoui et al., 2006). The reduction
of blood glucose and HbAlc percentage, reference change value markers, demonstrates the
sardine functional properties (Affane et al, 2016) and sardine fillet (Boukhari Ahmed Daij
et al., 2013).

In contrast, changing sardine oil with margarine increased HbAlc percentage compared
to sardine oil (this parameter is greater during diabetes mellitus, which represents a risk
factor for heart attacks and fatal strokes (Benaicheta et al, 2015). This surprising result
suggests the unfavorable effect of margarine, although it mitigates this percentage when
compared to mutton fat. So, hyperglycemic conditions and oxidative stress accelerate the
generation of advanced glycation end products, a complex group of compounds that derives
from reactions between reducing sugars and amino residues present in proteins, lipids and
nucleic acids, mediating the complications of obesity (Piperi ef al.,, 2012). Studies of Yilmaz
et al. (2007) and Charradi et al. (2013) confirmed that obesity is strongly associated with
systemic oxidative stress in humans and animals (Fernandez-Sanchez et al., 2011).
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The hypotriglyceridemia and the amelioration of cholesterolemia noted with the
consumption of sardine oil, margarine and their substitutions compared with control mutton
fat may contribute to the improvement in the oxidant-antioxidant balance. Mutton fat
caused a significant increase in lipid peroxidation by a decrease in enzymatic defense.
Nevertheless, some authors showed in rats that high-fat diet affected GSH-Px and SOD
activities, without affecting CAT (Charradi ef al, 2013).

Substitution of margarine by sardine oil compared to margarine and control mutton fat
acts positively by decreasing the lipoperoxidation, suggesting that this reduction was due to
the bioavailability of free FA; so, sardine oil rich in bioactive compounds, especially EPA and
DHA (Table II), can limit the production of ROS by stimulating enzymatic antioxidant
defense.

However, an increase of TBARS was observed after two months of sardine oil
consumption, and this result is in accordance with the study of Boukhari Ahmed Daij et al.
(2013) that demonstrated an increase in TBARS concentrations with sardine oil. In fact,
PUFAs are targets of lipid peroxidation; a variety of lipid by-products are produced as a
consequence of lipid peroxidation, some of which can exert adverse and/or beneficial
biological effects. In fact, nutritionally important PUF As mediate some of their bioactivities
through the formation of oxygenated metabolites catalyzed by non-enzymatic lipid
peroxidation reactions (Catala, 2013). Wijesundera et al (2012) have studied the positional
distribution of FA in TG of several fish oils. They have shown that most PUFAs are linked
to the sn-2 position of the glycerol backbone in TG of several fish oils and conferred them a
higher stability against the oxidation.

On the other hand, replacing sardine oil by margarine compared to control sardine oil
decreased TBARS; we can suggest that MUFAs of margarine are associated with lower CV
risk, regardless of the level of total fat intake. Nevertheless, serum and urine IsoPs remained
higher with margarine. IsoPs result from direct attack of ROS on AA from PLs, followed by
release by a phospholipase. IsoP, currently the best marker of oxidative stress and plasma
concentration, has even been evoked as a potential marker of CV risk, and quantifying the
IsoPs in plasma or urine is an accurate and reliable index.

Replacing sardine oil by margarine compared to control sardine oil decreased specifically
some antioxidant enzymes, suggesting an increase of oxidative stress. These results were in
accordance with those of Dhibi ef al. (2011), who reported an increase of lipoperoxidation in
rats fed with trans FA. The adverse effects of industrial trans FA generated by
hydrogenation in margarine have been clearly shown to be associated with the increased risk
of CV disease (Igbal, 2014). So, changes in FA profile in membrane PL can modify membrane
fluidity of cells, which can affect the three-dimensional structure of membrane proteins and
thereby affect their functions (Siener ef al., 2010).

Conclusion
Our results demonstrate that in rats, the substitution of margarine by sardine oil should
correct dyslipidemia and attenuates the radical attack by enhancing enzymatic antioxidant
defense. However, when sardine oil was replaced by margarine, cholesterolemia and
triglyceridemia do not change but enhance HbAlc percentage and could become a risk
marker of diabetes. This suggests the negative impact that a fat produced technologically
may have.

Thus, it seems that it is best to reduce margarine consumption or it would be better to
improve the quality of margarine by reducing its content of SFA and trans FA, as
recommended by many health organizations.
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Abstract

The aim of this work is to explore in obese rat, the potential effects of replacing margarine (industrial product) by
sardine oil (extracted by baking) and vice versa on the body weight (BW), energy balance markers and on cardio-metabolic
and oxidative disorders associated with obesity, and to see which of these substitutions would best potentiate these
metabolic disorders. The individual effects of each fat on the risk markers associated with obesity are also investigated in
parallel.

Obesity is induced by a high fat diet (HFD), in male rats, aged 5 weeks and weighing 120 £ 10g. The responder
rats (n = 36) are then divided into 6 homogeneous groups: Four groups consume 20% of sardine oil or margarine for 1 month
(SO d30 and Mg d30) or 2 months (SO d60 and Mg d60); the 5t and 6t group are subject to a replacement phase : the SO-
Mg group consumes sardine oil the first month then margarine the 2nd month, while the Mg-SO group consumes margarine
the 1st month then sardine oil the 2nd month. A normoponderal group consumes a normolipidic diet for 2 months and serves
as a control. After 1 month (day 30) or 2 months (day 60) of nutritional experimentation, the animals were sacrificed.

The results show that after 2 months of consumption of sardine oil and margarine and their substitutions have no
effect on BW and food consumption when the four obese groups (SO d60, Mg d60, SO-Mg and Mg-SO) are compared
between them. In contrast, compared to the control, their BW was enhanced (+18%) and this increase was concomitant with
that of adipose tissue in Mg d60 (+74%), SO d60 (+48%), SO-Mg (+76%) and Mg-SO (+71%). The levels of ghrelin and
resistin were increased respectively, in Mg d60 (+ 50%, + 24%), SO d60 (+ 26%, + 34%), SO-Mg (56%, + 38%). and Mg-SO
(+ 32%, + 22%) groups compared to control values, while adiponectin was reduced similarly in the four groups (-58%). The
study of the oils individual effect shows that after 2 months of consumption, margarine increased cholesterolemia (+34%) in
obese rats compared to control, while it was similar with sardine oil. When the replacements were compared to their
respective controls, the cholesterolemia was similar in SO-Mg vs SO d30 and SO d60, whereas in the Mg-SO group, this
value was reduced compared to Mg d30 (-34%) and Mg d60 (-36%). On the other hand, no significant difference was found
when the both substitutions were compared with control group. Triglyceridemia was lower in Mg d60 (-25%) and HS d60 (-
41%) compared to that of the control, this reduction is concomitant with the reduction of triacyl glycerol (TAG) of low density
lipoproteins (VLDL, LDL-HDL+) and high density lipoproteins (HDL2) (P<0.05). No difference was found between SO-Mg and
the control, whereas hypotriglyceridemia was noted in Mg-SO (-40%). The evaluation of glycemic balance shows that
glycemia was similarly elevated in all obese groups (+23%) as well as glycated hemoglobin (HbA1c), insulinemia and the
HOMA-IR index in Mg d60 (+75%, +83%, +83%), SO d60 (+61%, +64%, +66%), SO-Mg (+71%, +60%, +61%) and Mg-SO
(+60%, +51%, +52%) compared to the control. An increase in pro-oxidant markers, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), serum and tissue hydroperoxides (LPO), lipoproteins TBARS (VLDL, LDL-HDL4, HDL2), serum and urinary IsoPs
as well as the tissue carbonyls (muscle, heart, brain and aorta) in groups SO d60 and Mg d60 compared to the control (P
<0.05) was observed. When replacements are considered, substitution of margarine by sardine oil significantly reduced
oxidative stress by reducing lipid peroxidation and protein oxidation markers (P<0.05), including serum and tissue TBARS,
LPO (heart, brain and aorta), carbonyls (serum and muscle) and serum and urinary IsoPs. On the other hand, when
margarine replaces sardine oil, it induced an increase LPO, TBARS (serum, lipoprotein and tissues) and IsoPs as well as
tissue carbonyls (muscle, heart, brain and aorta) compared with control (P<0.05). This high lipoperoxidation with margarine
is concomitant with the decrease in antioxidant enzymatic defense. In fact, a reduction in the activity of glutathione
peroxidase (GSH-Px) in erythrocyte and tissues, glutathione reductase (GSSH-Red) in some tissues (liver, adipose tissue,
muscle, brain and aorta), catalase (CAT) (muscle and heart), and lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT) and
paraoxonase (PON)1 serum and PON1-HDL2 and PON1-HDLs activities were concomitant with serum antioxidant capacity
reduction. Conversely, with sardine oil, enzymatic antioxidant defense system seems to act more efficiently since, the
activities of some antioxidant enzymes (erythrocytes and tissues) were increased (P<0.05), compared with the control group
(SOD (adipose tissue, muscle, brain and aorta), GSSH-Red and GSH-Px (in all tissues) and CAT (muscle, heart, brain)).This
lipoperoxidation reduction could be the result of a significant modification of the cellular redox status in favor of the
endogenous antioxidants (albumin, uric acid and iron).

In conclusion, in obese rat, margarine after 2 months, induced hypercholesterolemia but when it replaces sardine
oil, attenuated it and induced a triglyceridemia comparable to that of the control; however, it does not improve glucidic and
oxidative disorders. On the other hand, sardine oil compared to margarine or when replaces it, seems to have better effects
on the cardio-metabolic risk by reducing adiposity with better regulation of the energy balance, by reducing atherogenic
dyslipidemia, glucidic disorders and oxidative stress, effectively stimulating the antioxidant defense system.

Key words: Rat, obesity, margarine, sardine oil, energy balance, Dyslipidemia, glycemic balance, oxidative stress.



Résumé

L'objectif de ce travail est d’explorer chez le rat obese, les effets potentiels du remplacement de la margarine
(produit industriel) par I'huile de sardine (extraite par cuisson) et vice-versa sur le poids corporel (PC), les marqueurs de la
balance énergétique et les désordres cardio-métaboliques et oxydatifs associés a I'obésité, et de voir laquelle de ces
substitutions potentialiserait au mieux ces désordres métaboliques. Les effets propres de chaque graisse sur les
marqueurs de risque associés a 'obésité sont aussi investigués parallélement.

L'obésité est induite par un régime hyperlipidique (HL), chez des rats méles, 4gés de 5 semaines et pesant
120+10g. Les rats répondeurs (n=36) sont ensuite divisés en 6 groupes homogeénes : 4 groupes consomment chacun 20%
d’huile de sardine ou de margarine pendant 1 mois (HS j30 et Mg j30) ou 2 mois (HS j60 et Mg j60) ; le 5éme et 6éme groupe
sont soumis a une phase de remplacement : le groupe HS-Mg consomme I'huile de sardine le 1¢"mois puis la margarine le
2¢me mois, alors que le groupe Mg-HS consomme la margarine le 1¢” mois puis I'huile de sardine le 2¢éme mois. Un groupe
normopondéral consomme un régime normolipidique durant 2 mois et sert de témoin. Aprés 1 mois (j30) ou 2 mois (j60)
d’expérimentation nutritionnelle, les animaux sont sacrifiés.

Les résultats montrent que lhuile de sardine et la margarine aprés 2 mois de consommation et leurs
substitutions n'ont aucun effet sur le PC et la nourriture ingérée lorsque les 4 groupes obéses (HS j60, Mg j60, HS-Mg et
Mg-HS) sont comparés entre eux. En revanche, par rapport au témoin, leurs PC est élevé (+18%) et cette augmentation
est concomitante avec celle du tissu adipeux chez Mg j60 (+74%), HS j60 (+48%), HS-Mg (+76%) et Mg-HS (+71%). Les
teneurs de la ghréline et la résistine sont augmentées respectivement, chez les groupes Mg j60 (+50%,+24%), HS j60
(+26%,+34%), HS-Mg (56%, +38%) et Mg-HS (+32%, +22%) comparées aux valeurs des témoins, alors que I'adiponectine
est réduite de fagon similaire chez les 4 groupes (-58%). L'étude de I'effet individuel des huiles montre qu’aprés 2 mois de
consommation, la margarine augmente la cholestérolémie (+34%) chez les obeses comparés aux témoins, alors qu'elle
est similaire avec I'huile de sardine. Lorsque les remplacements sont comparés a leurs controles respectifs, la
cholestérolémie est identique chez HS-Mg vs HS j30 et HS j60, alors que chez le groupe Mg-HS, cette valeur est réduite
par rapport a Mg j30 (-34%) et Mg j60 (-36%). En revanche, aucune différence significative n'est trouvée lorsque les 2
substitutions sont comparées au témoin. La triglycéridémie est plus faible chez Mg j60 (-25%) et HS j60 (-41%) comparée
a celle du témoin, cette diminution est concomitante avec la réduction des triglycérides (TG) des lipoprotéines de basse
densité (VLDL, LDL-HDL4) et de haute densité (HDL2) (P<0,05). Aucune différence n'est retrouvée entre HS-Mg et le
témoin, alors qu’'une hypotriglycéridémie est notée chez Mg-HS (-40%). L'évaluation de 'homéostasie glucidique montre
que la glycémie est élevée similairement chez tous les groupes obéses (+23%) ainsi que I'hémoglobine glyquée (HbA1c),
linsulinémie et Tlindce de HOMA-R chez Mg j60 (+75%,+83%,+83%), HS j60 (+61%,+64%,+66%), HS-Mg
(+71%,+60%,+61%) et Mg-HS (+60%,+51%,+52%) comparés au témoin. Une augmentation des marqueurs pro-oxydants,
a savoir les substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS), les hydroperoxydes (LPO) sériques et tissulaires, les
TBARS des lipoprotéines (VLDL, LDL-HDL1, HDLy), les IsoPs sériques et urinaires ainsi que les carbonyles tissulaires
(muscle, cceur, cerveau et aorte) chez les groupes HS j60 et Mg j60 par rapport au témoin (P<0,05) est observée. Lorsque
les remplacements sont considérés, la substitution de la margarine par I'huile de sardine, atténue significativement le
stress oxydant en réduisant, les marqueurs de la peroxydation lipidique et 'oxydation protéique (P<0,05), notamment les
TBARS sériques et tissulaires, les LPO du ceeur, cerveau et aorte, les carbonyles sériques et musculaires et les IsoPs
sériques et urinaires. En revanche, lorsque la margarine remplace I'huile de sardine, elle induit une augmentation des LPO,
TBARS et IsoPs sériques et des LPO et TBARS tissulaires et des lipoprotéines ainsi que des carbonyles tissulaires (muscle,
ceeur, cerveau et aorte) par rapport au témoin (P<0,05). Cette lipoperoxydation élévée avec la margarine est concomitante
avec la diminution de la défense enzymatique antioxydante. En effet, une réduction de lactivité de la glutathion
peroxydase (GSH-Px) érythrocytaire et tissulaire, de la glutathion réductase (GSSH-Red) au niveau de certains tissus
(foie, tissu adipeux, muscle, cerveau et aorte), de la catalase (CAT) (muscle et cceur),et des activités de la lécithine :
cholestérol acyltransférase (LCAT) et de la paraoxonase (PON)1 sériques et PON1-HDL2 et PON1-HDL3 sont trouvées
concomitante avec une capacité antioxydante sérique abaissée. A l'inverse, avec I'huile de sardine, le systéme de défense
antioxydant enzymatique mis en place semble agir plus efficacement puisque les activités de certaines enzymes
antioxydantes (au niveau des érythrocytes et des tissus) sont élevées (P<0,05) par rapport au témoin (a savoir, SOD (tissu
adipeux, muscle, cerveau et aorte), GSSH-Red et GSH-Px (dans tous les tissus) et CAT (muscle, cceur, cerveau)). Cette
diminution de la lipoperoxydation pourrait étre le résultat d'une modification importante du statut redox cellulaire en faveur
des antioxydants endogénes (albumine, acide urique et fer).

En conclusion, chez le rat obése, la margarine aprés 2 mois, induit une hypercholestérolémie mais lorsqu’elle
remplace I'huile de sardine, elle I'atténue et induit une triglycéridémie comparable & celle du témoin ; toutefois, elle
n‘améliore pas les désordres glucidiques et oxydatifs. En revanche, I'huile de sardine comparée & la margarine ou
lorsqu’elle la remplace semble avoir de meilleurs effets sur le risque cardio-métabolique en afténuant I'adiposité par une
meilleur régulation de la balance énergétique, en réduisant la dyslipidémie athérogene, les désordres glucidiques et le
stress oxydatif, en stimulant efficacement le systéme de défense antioxydant.

Mots clés: Rat, obésité, margarine, huile de sardine, balance énergétique, dyslipidémie, équilibre glycémique,
stress oxydatif.



Résumé

L'objectif de ce travail est d’explorer chez le rat obése, les effets potentiels du remplacement de la
margarine (produit industriel) par I'huile de sardine (extraite par cuisson) et vice-versa sur le poids
corporel (PC), les marqueurs de la balance énergétique et les désordres cardio-métaboliques et
oxydatifs associés a I'obésité, et de voir laquelle de ces substitutions potentialiserait au mieux ces
désordres métaboliques. Les effets propres de chaque graisse sur les marqueurs de risque associés a
I'obésité sont aussi investigués parallélement. L'obésité est induite par un régime hyperlipidique (HL),
chez des rats males, agés de 5 semaines et pesant 120+10g. Les rats répondeurs (n=36) sont
ensuite divisés en 6 groupes homogénes : 4 groupes consomment chacun 20% d’huile de sardine ou
de margarine pendant 1 mois (HS j30 et Mg j30) ou 2 mois (HS j60 et Mg j60) ; le 5éme et 6éme groupe
sont soumis a une phase de remplacement : le groupe HS-Mg consomme I'huile de sardine le 1¢"mois
puis la margarine le 2éme mois, alors que le groupe Mg-HS consomme la margarine le 1¢ mois puis
I'huile de sardine le 2éme mois. Un groupe normopondéral consomme un régime normolipidique durant
2 mois et sert de témoin. Aprés 1 mois (j30) ou 2 mois (j60) d’expérimentation nutritionnelle, les
animaux sont sacrifiés. Chez le rat obése, la margarine aprés 2 mois, induit une hypercholestérolémie
mais lorsqu’elle remplace I'huile de sardine, elle I'atténue et induit une triglycéridémie comparable a
celle du temoin ; toutefois, elle n'améliore pas les désordres glucidiques et oxydatifs. En revanche,
I'huile de sardine comparée a la margarine ou lorsqu’elle la remplace semble avoir de meilleurs effets
sur le risque cardio-métabolique en atténuant I'adiposité par une meilleur régulation de la balance
énergétique, en réduisant la dyslipidémie athérogéne, les désordres glucidiques et le stress oxydatif,
en stimulant efficacement le systéme de défense antioxydant.

Mots clés:

Rat; Obésité; Margarine; Huile de sardine; Balance épergétique; Dyslipidémie; Equilibre glycémique;
Peroxydation lipidique; Oxydation protéique; Enzymeg antioxydantes.
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