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Résumé

Certains facteurs de risque, comme [’hyperlipidémie, 1’hyper-agrégabilité des
plaquettes sanguines et le stress oxydant favorisent la progression des maladies
cardiovasculaires. L’objectif de ce travail est de comparer les effets des AGPI-LC issus de
sources différentes (microalgue marine, huile d’argan et de poisson) sur I’installation du
syndrome métabolique chez des rats soumis a un régime hyperlipidique. Les effets de I’huile
d’argan sur la fonction plaquettaire et sur le bilan lipidique ont aussi été testés chez des
patients dyslipidémiques.  Une étude préliminaire a été réalisée afin de rechercher la dose
minimale de la microalgue (Odontella aurita) a incorporer dans le régime pour obtenir un
effet positif sur les différents paramétres mesurés. Nous avons ensuite étudié¢ 1’effet du
lyophilisat d’O. aurita sur les facteurs de risque cardiovasculaire induits par un régime
hyperlipidique chez le rat. Les résultats ont montré, que l'apport d'O. aurita induit une
diminution de la glycémie et des teneurs en lipides plasmatiques ainsi qu’une réduction de
l'agrégation plaquettaire. Nous avons ensuite comparé les effets de cette microalgue avec
I’huile de poisson. Pour cela une étude nutritionnelle a été réalisée chez des rats soumis a un
régime hyperlipidique (HF) supplémenté ou non avec du lyophilisat d’O. aurita (HFOA) ou
de I’huile de poisson (HFFO). La supplémentation en lyophilisat d’O. aurita et en huile de

poisson diminue 1’agrégation plaquettaire et le stress oxydatif.

Nous avons par la suite comparé les effets de I’huile de poisson riche en oméga-3, et
de I’huile d’argan riche en oméga-6 et oméga-9. Nos résultats montrent que les 2 sources
diminuent 1’agrégation plaquettaire et les facteurs de risque du syndrome métabolique mais

leur mécanisme d’action semble étre différent.

Nous avons par ailleurs sur I’huile d’argan, réalis¢ au Maroc une étude clinique pour
rechercher ’effet antiagrégant et hypolipémiant chez des patients dyslipidémiques. Les
résultats obtenus montrent une amélioration significative des lipides athérogénes chez les
patients consommant de l'huile d’argan. Cette amélioration consiste en une baisse tres
significative des taux de cholestérol total et de LDL-cholestérol sériques auxquels s'ajoutent
une diminution de 1’agrégation plaquettaire et du stress oxydatif chez les patients consommant

de I'huile d’argan.

Mots clés : agrégation plaquettaire, Odontella aurita, huile de poisson, huile d’argan,

syndrome métabolique.



Abstract

Some risk factors, such as hyperlipidemia, hyperaggregability of blood platelets and oxidative
stress promotes the progression of cardiovascular disease. The objective of this study was to
compare the effects of LC-PUFA from different sources (marine microalgae, argan oil and
fish oil) on installing the metabolic syndrome in rats fed high fat diet. The effects of argan oil
on platelet function and lipid profiles were also tested in dyslipidemic patients. A preliminary
study was conducted to find the minimum dose of microalgae (Odontella aurita) to be
incorporated in the diet for a positive effect on the different parameters measured. We then
studied the effect of lyophilized O. aurita on cardiovascular risk factors induced by a high fat
diet in rats. The results showed that the addition of O. aurita induces a reduction in blood
glucose and plasma lipid levels and a reduction in platelet aggregation. We then compare the
effects of microalgae with fish oil. For this, a nutritional study was conducted in rats subjected
to a high fat diet (HF) supplemented or not with the freeze-dried O. aurita (HFOA) or fish oil
(HFFO). Supplementation lyophilized O. aurita and fish oil decreases platelet aggregation

and oxidative stress.

We subsequently compared the effects of fish oil rich in omega-3, and argan oil which is rich
in omega-6 and omega-9. Our results show that 2 sources of LC-PUFA decrease platelet
aggregation and the risk factors of metabolic syndrome, but their mechanism of action

appears to be different.

We have also conducted a clinical study in Morocco to investigate the antiplatelet and lipid-
lowering effect of argan oil in patients with dyslipidemia. The results show a significant
improvement in atherogenic lipids in patients consuming argan oil for 3 weeks. This
improvement consists in a very significant reduction in total cholesterol and serum LDL
cholesterol, with a decreased platelet aggregation and oxidative stress in patients consuming

argan oil.

Keywords: platelet aggregation, Odontella aurita, fish oil, argan oil, metabolic syndrome.



Introduction




Introduction

Introduction

Les maladies cardiovasculaires sont la premicre cause de mortalité dans le monde sans
doute en raison d’une augmentation de la prévalence des différents facteurs de risque
cardiovasculaires tels que 1’obésité abdominale, I’insulino-résistance, la dyslipidémie,
I’hypertension artérielle et I’hyperactivité plaquettaire conduisant a la thrombose.
L’association de ces facteurs de risque chez un méme individu a fait émerger le concept de
syndrome métabolique. Ce syndrome est associé a un risque accru de diabete et de maladies

cardiovasculaires.

Le syndrome métabolique est un désordre complexe et multifactoriel dont I’origine est
due a l’interaction entre facteurs génétiques et environnementaux. L’obésité abdominale et
I’insulino-résistance font partie intégrante des mécanismes incriminés dans la geneése et
I’évolution du syndrome métabolique vers les complications cardiovasculaires et le diabete de
type 2. L’obésité abdominale semble étre I’hypothese la plus retenue puisqu’elle apparait
selon plusieurs études comme 1’élément central du syndrome métabolique et comme la
meilleure prédictrice de la dégradation d’un ou plusieurs autres composants du syndrome

métabolique (Maison et al., 2001; Palaniappan et al., 2004 ; Hillier et al., 2006).

Les modifications progressives du mode de vie favorisant la sédentarité et les exces
caloriques, notamment la consommation d’aliments riches en graisses et en glucides, se
traduisent par une progression épidémique du syndrome métabolique, en particulier dans les
pays occidentaux. Les déséquilibres nutritionnels liés a une surcharge en acides gras saturés
sont de plus en plus fréquemment observés dans notre société et plusieurs études suggerent un
role du gras saturé dans 1I’émergence du syndrome métabolique. Ces déséquilibres conduisent
a des déréglements du métabolisme aboutissant a 1’obésité, a la dyslipidémie et au diabéte de
type 2. Ces maladies métaboliques constituent un réel probleme de santé publique du fait de
leur prévalence, dont ’augmentation dans les pays développés et en voie de développement,
entraine un accroissement du colt de prise en charge. De plus, la multitude des complications
associées a ces pathologies en font également une maladie a morbidité tres élevée. Ainsi, les
facteurs environnementaux liés a I’hygiéne de vie sont actuellement considérés comme un
déterminant majeur et sociétal de la genese de la prise pondérale, de 1’insulino-résistance et de
la dyslipidémie. La mise en place de mesures préventives et thérapeutiques efficaces

représente donc un enjeu incontournable en termes de santé publique. En complément des
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modifications de I’hygiéne de vie, il parait donc indispensable d’identifier de nouvelles cibles

moléculaires capables d’inhiber ou de limiter la progression du syndrome métabolique.

De nombreuses études ont montré l'effet protecteur d une alimentation riche en acides
gras polyinsaturés de la série oméga 3 contre certains facteurs de risque du syndrome
métabolique telles que 1 dyslipidémie, 1’obésité, le diabete et I’hyper-agrégation plaquettaire
(Dyerberg et al., 1982; Sakai et al.,1990, Din et al., 2004 et 2008). Les deux principaux
acides gras qui caractérisent les huiles d’origine marine, 1’acide eicosapentaénoique (EPA,
20:5 n-3) et I’acide docosahexaénoique (DHA, 22:6 n-3), possédent de nombreux effets
biologiques. Ils sont connus pour avoir une influence sur le métabolisme des lipoprotéines, la
fonction plaquettaire et endothéliale, la coagulation du sang, et la tension artérielle. L'EPA
remplit aussi de nombreuses fonctions vis-a-vis des membranes biologiques et sert de
précurseur a la synthése de plusieurs messagers régulateurs du métabolisme cellulaire. De
plus, les effets des acides gras n-3 peuvent étre associés, dans une certaine mesure, a la
présence de troubles sous-jacents tels que la dyslipidémie, I'hypertension, le diabéte, et les
maladies cardiovasculaires (Rousseau ef al., 2003). Chez les animaux et les humains, la
supplémentation en acides gras n-3 du régime alimentaire se traduit par 1’augmentation
substantielle des teneurs en EPA et en DHA dans le plasma et les organes; et par la variabilité
de leur incorporation dans les classes de phospholipides. Ces variations peuvent donc jouer un
role important vis-a-vis du métabolisme de I’EPA et du DHA, et de leur utilisation ultérieure
par I’organisme. En raison de la prédominance de I’EPA dans les huiles de poisson, la plupart
des études ont mis [’accent sur leur utilisation dans la prévention des maladies

cardiovasculaires.

Apreés avoir montré leur effet bénéfique contre les maladies cardiovasculaires, la
demande en oméga-3 sous forme de compléments alimentaires ne cesse d’augmenter. Dans
I’agro-alimentaire, les huiles de poissons constituent la principale source commerciale
d’oméga-3. Cependant, ’accumulation de polluants, les probléemes d’odeur, et la diminution
des ressources halieutiques obligent les chercheurs a développer d’autres sources de
production d’huiles riches en oméga-3. De par leur diversité taxinomique et biochimique, les
microalgues représentent une source potentiellement intéressante de composés ayant des
applications dans les domaines de I’alimentation et la santé. Elles sont particulierement
connues pour leurs teneurs élevées en acides gras n-3 (EPA et/ou DHA) et constituent donc

une alternative possible aux huiles de poissons.
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De par leur richesse en acides gras oméga-3 et d’autres molécules bioactives, les
microalgues marines sont largement utilisées en nutrition sous forme de compléments
alimentaires. En France, la seule microalgue marine commercialisée pour sa richesse en
acides gras n-3 (EPA et DHA), et utilisée comme complément alimentaire est Odontella
aurita. Récemment, Moreau et al. (2006) ont montré que cette microalgue avait des effets
anti-prolifératifs sur des lignées de cellules broncho-pulmonaires et épithéliales cancéreuses.
A notre connaissance, aucune étude nutritionnelle n’a encore été menée avec cette espéce.
Dans ce contexte, la question est de savoir si les acides gras oméga-3 (en particulier 'EPA et
le DHA) issus des microalgues ont les mémes effets bénéfiques sur la santé que ceux obtenus

a partir des huiles de poisson.

Des ¢études antérieures ont montré que les colits de production d'acides gras n-3 issus
des microalgues sont moins €levés que ceux obtenus dans le cas du poisson (Molina Grima et
al., 2003). De plus, par opposition aux huiles de poisson, les extraits d’acides gras n-3 de
microalgues n'ont pas d'odeur, ne sont pas susceptibles d'étre contaminés par les métaux
lourds et ne contiennent pas de cholestérol. Enfin, au Laboratoire, notre équipe avait montré
que lorsque les microalgues sont cultivées dans des conditions contrdlées de température,
d’éclairement, de disponibilité des éléments nutritifs, puis récoltées au méme stade de
développement (age de la culture, phase de croissance), aucune variation saisonniére n’est

observée sur leur composition en acides gras (Guihneuf, 2008).

L’objectif principal de notre travail a été de déterminer, chez le rat sain et présentant
des facteurs de risque du syndrome métabolique, 1’effet d’une consommation d’un lyophilisat
d’O. aurita sur la fonction plaquettaire et sur certains facteurs de risque du syndrome
métabolique induit par un régime hyperlipidique. A titre de comparaison, nous avons
¢galement ¢étudié les effets de 1’huile de poisson, riche en oméga-3 et de I’huile d’argan, riche
en acide oléique et en acide linoléique et dépourvue d’acide gras oméga-3. En revanche, la
fraction insaponifiable de I’huile d’argan est composée de tocophérols, stérols, polyphénols,
caroténes et autres composés connus pour leurs propriétés antioxydantes. Cette composition
particuliere confere a 1’huile d’argan des propriétés thérapeutiques en matiere de prévention et
de traitement des maladies cardiovasculaires et de ’athérosclérose. En effet, plusieurs études
ont mis en ¢&vidence ses effets hypolipidémiant, hypocholestérolémiant et antioxydant
(Berrougui et al., 2003 et 2004 ; Drissi et al., 2004 ; Berrougui et al., 2005 ; Derouiche et al.,

2005). Une étude clinique récente réalisée par Mohamedou yezid et al. (2011) a montré que la
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consommation journaliére d’huile d’argan, a raison de 15 g/jour, diminue le cholestérol-LDL
plasmatique ainsi que la susceptibilit¢ des LDL a la peroxydation, par rapport a des sujets

témoins non consommateurs.

Dans une premicre partie ce mémoire comporte une synthése bibliographique
présentant les données nécessaires a la compréhension du travail. Elle comporte quatre
chapitres. Le premier est consacré a la structure chimique et les fonctions biochimiques des
lipides. Le deuxi¢me chapitre fait 1’état des connaissances actuelles sur les plaquettes
sanguines et leur role dans le développement de 1’athérosclérose. Le troisiéme chapitre est
consacré au stress oxydatif et aux systemes anti-oxydants naturels. Finalement, le quatrieme
chapitre présente un état des travaux concernant le réle des acides gras polyinsaturés oméga-3

et de I’huile d’argan dans la prévention des facteurs de risque du syndrome métabolique.

Dans une deuxiéme partie, nous avons réalisé une étude préliminaire afin de
rechercher les effets d'un régime standard supplémenté avec différentes doses de lyophilisat
de la microalgue Odontella aurita, riche en acides gras polyinsaturés de la série oméga-3, sur
certains parametres biochimiques plasmatiques et tissulaires associés au syndrome

métabolique chez des rats Wistar.

Dans une troisiéme partie nous avons étudié 1’effet du lyophilisat d’O.aurita apporté a
la dose minimale efficace (3 %) choisie dans 1’étude préliminaire, sur la fonction plaquettaire
et les facteurs de risque cardiovasculaire induits par un régime hyperlipidique chez le rat

Wistar.

La quatrieme partie est consacrée a comparer les effets biologiques observés d’O.
aurita avec ceux de I’huile de poisson sur la fonction plaquettaire et les facteurs de risque
cardiovasculaire induits par un régime hyperlipidique chez le rat Wistar. Vu la différence de
la forme des deux compléments alimentaires (la microalgue en poudre et 1’huile de poisson),
nous avons fixé le taux d’EPA, ’acide gras majoritaire de la microalgue, apporté par les deux
compléments alimentaires pour pouvoir comparer les effets biologiques des deux

compléments.

Dans une cinquieme partie, Nous avons compar¢ les effets de I’huile de poisson, comme
une source animale d’AGPI-LC oméga-3, et de I’huile d’argan qui présente une source végétale

riche en AGPI-LC oméga-6, sur la fonction plaquettaire et certains facteurs de risque
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cardiovasculaire. Pour cela une étude nutritionnelle a été réalisée chez des rats Wistar soumis a
un régime hyperlipidique supplémenté ou non avec soit de 1’huile d’argan soit avec de 1’huile

de poisson.

Sur un plan plus appliqué, une sixieéme et dernicre partie consiste en une étude clinique
réalisée pour mettre en évidence I’intérét nutritionnel de ’huile d’argan dans la prévention de
la dyslipidémie et I’hyper-activité plaquettaire chez des patients ayant un taux de lipides

athérogenes circulants élevé.
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Chapitre 1 : Les acides gras polyinsaturés Rappels bibliographiques

1. Généralités sur les lipides

Les lipides représentent une famille hétérogéne de molécules organiques insolubles dans
I’eau et dans les solvants polaires et solubles dans les solvants apolaires tels que le
chloroforme ou 1’éther. Leur fonction biologique est diverse tout comme leur structure
chimique. Les lipides sont présents dans 1’alimentation animale et humaine sous deux formes
principales : les glycérides (qui représentent plus de 95 % des lipides alimentaires) et les
phospholipides. Les glycérides ou acylglycérols font partie de la classe des lipides simples
(tout comme les esters de stérols et les cires). Ils sont obtenus par estérification d’un glycérol
HOCH,-CHOH-CH,OH par des acides gras R-COOH linéaires a longue chaine. Les
acylglycérols sont appelées des mono, di ou triacylglycérols (MAG, DAG, TAG,

respectivement) selon que ’estérification portesur 1,2 ou 3 groupes hydroxyles du glycérol

(Figure 1).
1
Glycérl I Acides gras — Tnacylglycérol 2 o Fau
CHy —O— 1 —R;j
CH: —OH R, — COOH ‘ (||)
| 1
CH —OH ee R, —COOH — CHL 0~ —R, T 3H0
| 2 Il
CH, —OH R, —COOH o
CHy—0-—C —Rs
Il
O

Figure 1 : Réaction d’estérification (1) des fonctions alcools du glycérol par trois

acides gras ou d’hydrolyse (2) d’un triglycéride.

La deuxiéme grande classe de lipides s’agit des lipides complexes. Elle comporte des
lipides simples liés a des molécules polaires telles que des sucres (glycolipides), des acides
aminés ou des radicaux contenant du phosphore (phospholipides) ou du soufre. Les
phospholipides (PL) et les glycolipides (GL), sont des constituants majeurs des membranes
biologiques. Les lipides complexes sont donc des molécules amphiphiles qui forment
naturellement une bicouche lipidique, les queues hydrophobes s’orientent vers I’intérieur de la
bicouche, alors que les tétes hydrophiles s’orientent vers les milieux extra et intra-cellulaires
aqueux. Les PL sont présents sous différentes structures dont le squelette correspond a une

molécule de glycérol estérifiée par deux acides gras et un groupement phosphate formant une
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téte polaire. La structure des PL prend son nom du composé polaire li¢ au phosphate du

squelette (phosphatidyl - choline, sérine, éthanolamine ou inositol).

Les glycolipides représentent le second groupe de lipide membranaire, ils prédominent
dans les cellules végétales. Les glycolipides ou glycosyl-diacylglycérols résultent de la
fixation d’une ou de plusieurs molécules de sucre sur la fonction alcool libre d’un
diacylglycérol. Par exemple, les galactolipides sont constitués de un ou deux résidus

galactoses connectés par une liaison glycosidique a un diacylglycérol.

1.1. Les acides gras

1.1.1. Généralités sur les acides gras polyinsaturés

Les d’acides gras se composent d’une chaine hydrocarbonée, dont la longueur varie le
plus souvent entre 12 et 22 atomes de carbone, avec un groupement méthyle (CHs) a 'une des
extrémités et un groupement carboxyle (COOH) a l’autre. Lorsque 1’acide gras (AG) ne
comporte aucune double liaison dans sa chaine hydrocarbonée, on dit qu’il est saturé (AGS).
Si I’acide gras comporte une seule double liaison, il est dit monoinsaturé (AGMI), et s’il en
comporte deux ou plus, polyinsaturé (ou AGPI). Deux familles d’AGPI se distinguent : la

famille de I’acide linoléique ou oméga 6 (premiére double liaison située en 6™

position en
comptant a partir de I’extrémité méthyle, également dénommée n-6) et celle de I’acide a-

linolénique ou oméga 3 (3°™° position en comptant a partir de I’extrémité méthyle, ou n-3)

(Figure 2).
/\/\/=\/=\//\\/\/\/COOH (MOH
Acide linol¢ique (18:2n-6) Acide a-hinolénique (1 &3 r-3)
— —— — — — — —_— — QOOH
CCOH
Acide @ dihomo y linolénique (20:3 n 6} Acide 2ic csapentaéncique (20:5n-3)

ANWWOH v=\/=\/=\,/=\/=\/=\/\
CO0OH

A cide ama chidonique (2004 n-6) Acide docosahexémiqe (22:6 =)

Figure 2 : Représentation schématique de certains acides gras polyinsaturés

naturels de la série n-3 et n-6.
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I est a noter que les nutritionnistes utilisent la nomenclature « oméga », dans laquelle
apparaissent successivement le nombre d’atomes de carbone, le nombre de doubles liaisons et
la position de la premiére double liaison numérotée a partir de I’extrémité méthyle terminale.
Cette nomenclature se distingue de la nomenclature « delta » des chimistes, dans laquelle la
position des doubles liaisons est numérotée en comptant les atomes de carbone a partir de

I’extrémité carboxyle (Tableau I).

Tableau I : Nomenclature usuel et systématique des principaux acides gras naturels

Acides gras saturés

Myristique Tétradécanoique 14:0
Palmitique Hexadécanoique 16:0
Stéarique Octadécanoique 18:0
Acides gras monoinsaturés
Palmitoléique A9-hexadécénoique 16:1 n-7
Oléique A9-octadécénoique 18:1 n-9
Acides gras polyinsaturés
Linoléique (LA) A9, Al12-octadécadiénoique 18:2 n-6
a-linolénique (ALA) A9, A12, A15-octadécatriénoique 18:3 n-3
Arachidonique (AA) A5, A8, Al1, Al4-eicosatétraénoiq 20:4 n-6
Eicosapentaénoique (EPA) A5, A8, Al11, A14, A17- eicosapentaénoique 20:5n-3

Docosahexaénoique (DHA) A4, A7, A10, A13, A16, A19-docosahexaaénoique 22:6 n-3

Les précurseurs métaboliques des deux familles d’AGPI, I’acide linoléique (18:2 n-6,
LA) pour la famille n-6 et ’acide a-linolénique (18:3 n-3, ALA) pour la famille n-3, sont des
acides gras essentiels. Le caractére « indispensable » des AGPI n-6 a été démontré au début
du 20°™ siécle par les expériences de Burr et Burr (1929) qui décrivirent des symptomes
caractéristiques (retard de croissance, chute de poils, desséchement de la peau, desquamation,
altérations de la reproductions, etc.) chez des rats recevant une alimentation totalement
dépourvue d’acides gras. L’addition de LA a I’alimentation de ces animaux fait disparaitre les
symptdmes précédents (Burr et Burr, 1930), suggérant que cet acide gras est indispensable.
Chez ’'Homme, le caractére indispensable des AGPI n-6 n’est admis qu’au début des années
60 chez des adultes alimentés (par voie parentérale) avec des préparations dépourvues de
lipides et chez des nouveaux nés allaités avec des laits infantiles également dépourvus de
graisse (Soderhjelm et al., 1970). En revanche, la possibilit¢ que les AGPI n-3 puissent
¢galement exercer un role physiologique spécifique, distinct des AGPI n-6, n’est envisagée

que plus tard. Ainsi, Holman et al. (1982) ont montré qu'une carence en ALA provoque des
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troubles neurologiques des systemes sensoriels et moteurs (engourdissement, faiblesse
musculaire, tristesse, problémes de wvu, etc.) qui peuvent étre corrigés par 1’introduction
d’ALA dans la solution nutritive. Le caractere indispensable des AGPI n-3 est alors admis en
1985. Des travaux plus récents ont permis d’approfondir la connaissance du métabolisme des
AGPI, contribuant ainsi a la mise en évidence du caractére « essentiel » des acides gras

dérivés des deux précurseurs (ALA et LA).

1.2. Principales voies métaboliques des acides gras polyinsaturés

La digestion des lipides alimentaires (essentiellement TG, PL et stérols) est sous la
dépendance des enzymes pancréatiques (triglycéride lipase et phospholipases) et des sels
biliaires qui conduisent a la formation de micelles mixtes contenant des acides gras libres et
des 2-mono-acylglycérols apres leur absorption (passive) par les entérocytes (intestin gréle),
ils sont acheminés vers le réticulum endoplasmique ou ils sont recombinés en triacylglycérols.
Les chylomicrons, lipoprotéines synthétisées dans les entérocytes, transportent alors les
triglycérides vers les tissus utilisateurs et le tissu adipeux. Les TG situés dans le cceur des
chylomicrons sont hydrolysés par une lipoprotéine lipase conduisant a la formation de
remnants qui sont eux-mémes captés via des récepteurs spécifiques situés au niveau du foie.
Le foie synthétise alors des lipoprotéines de tres basse densité (Very Low Density
Lipoproteins) (VLDL), riches en TG et possédant une molécule d’apoB-100 comme
apolipoprotéine. Dans la circulation, les TG des VLDL sont hydrolysés par la lipoprotéine
lipase, ce qui donne naissance a des lipoprotéines a densité intermédiaire (Intermediate
Density Lipoproteins) (IDL). Ces derniers sont en partie recaptées par le foie ou hydrolysées
par la lipase hépatique donnant naissance a des lipoprotéines de basse densité (Low Density
Lipoproteins) (LDL). Les LDL sont ensuite captées par les cellules cibles via des récepteurs
spécifiques. Le retour du cholestérol des cellules vers le foie s’effectue via les lipoprotéines a

haute densité (High Density Lipoproteins) (HDL).

1.2.1. Catabolisme oxvdatif des acides gras polyinsaturés

Le catabolisme des AGPI s’effectue par la voie de la B-oxydation, principalement dans
les mitochondries. Auparavant, les TG sont activés, pour cela ils sont hydrolysés par des
lipases qui liberent les acides gras du glycérol. Ces acides gras sont ensuite thio-estérifiés en
acyl-CoA qui vont réagir avec la carnitine pour donner 1’acyl-carnitine grace a une enzyme :

la carnitine acyl transférase I (CAT-I). L’acyl-carnitine traverse la membrane mitochondriale
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(interne) et sous 1’action de la CAT-II, I’acyl-CoA est reconstitué. Il devient alors le substrat
de réactions qui vont se dérouler dans la matrice mitochondriale : c’est la B-oxydation
proprement dite, dont un tour va conduire a un raccourcissement de deux carbones de 1’acyl-
CoA initial et a la libération d’un acétyl-CoA (Alessandri et al., 2009) (Figure 3). En général,
les acétyl-CoA entrent ensuite dans le cycle de Krebs ou ils sont complétement oxydés en
CO,. Dans le foie et dans certaines situations physiologiques particuliéres (jeline, diabéte) ou
la production d’acétyl-CoA excede les capacités du cycle de Krebs, les corps cétoniques sont

synthétisés.

Le catabolisme représente le principal devenir métabolique des AGPI indispensables
(Cunnane, 2004). 11 a méme ¢été montré que le LA et I’ALA sont plus activement dégradés
(plus de 50 %) par B-oxydation mitochondriale que ne le sont les AGS et les AGMI, du fait de
leur plus forte affinité pour la CAT-I (Clouet et al., 1989). Ainsi, le catabolisme représente
une voie quantitativement 200 fois plus importante que la voie de bioconversion qui conduit a

la syntheése des AGPI a tres longue chaine a partir de leurs précurseurs.

{

I B-oxydation I Acyvl-CoA

Acétyl-CoA

VA

Cycle de Cétogenése
Krebs
, (foie)

Figure 3 : Catabolisme oxydatif des acides gras dans la mitochondrie. (Richard,
2006). CAT-I : carnitine acyl transférase 1 ; CAT-II : carnitine acyl transférase 2 ; AGLC :

acide gras a longue chaine.
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1.2.2. Biosynthese des AGPI a longue chaine

Les précurseurs métaboliques des deux familles d’AGPI, le LA pour la famille oméga
6 et PALA pour la famille oméga 3, sont des acides gras dits indispensables. En effet, les
cellules des mammiféres sont dans 1’incapacité métabolique de les synthétiser car elles ne
possedent pas, contrairement aux cellules végétales, la machinerie enzymatique (les
désaturases) permettant d’introduire des doubles liaisons a I’extrémité méthyle, a savoir les
Al12 et A15 désaturases qui générent successivement le 18:2 n-6 et le 18:3 n-3 a partir de
I’acide oléique (18:1 n-9). Ensuite, ces deux acides gras précurseurs conduisent a la synthése
de dérivés a plus longue chaine par une succession de désaturations et d’¢longations localisé
dans le réticulum endoplasmique de la cellule. Les doubles liaisons et atomes de carbone
supplémentaires sont ajoutés du coté de I’extrémité carboxyle, conservant ainsi la structure n-
6 et n-3 des précurseurs d’origine végétale (Figure 4). Les principaux AGPI dérivés a longue
chaine ainsi formés dans les organismes animaux sont les acides dihomo-y-linolénique (20:3
n-6, ou DGLA) et arachidonique (20:4 n-6, ou ARA) pour la famille des oméga 6, et les
acides eicosapentaénoique (20:5 n-3, ou EPA) et docosahexaénoique (22:6 n-3, ou DHA)
pour la famille des oméga 3. Il est maintenant admis qu’une étape de rétroconversion
peroxysomale (B-oxydation) est requise pour la synthése du DHA (Voss et al., 1991 ;
Sprecher, 2000). Cette étape consiste a I’allongement de 1’acide docosapentaénoique (22:5 n-
3, ou DPA) en acide tétracosapentaénoique (24:5 n-3, ou TPA), lequel est désaturé en position
6 a partir de ’extrémité carboxyle (action de la A6 désaturase), ce qui produit I’acide
tétracosahexaénoique (24:6 n-3, ou THA). Le THA est ensuite transféré dans les peroxysomes
pour y subir un seul cycle de B-oxydation générant ainsi une molécule raccourcie de deux

atomes de carbone, le DHA.

Les deux familles d’AGPI, n-6 et n-3, ne sont pas inter-convertibles mais elles entrent
en compétition pour la voie de désaturation-élongation, ce qui implique un équilibre
métabolique entre ces deux familles (Barcelo-coblijn et Murphy, 2009). De plus, en situation
d’apport alimentaire équilibré, la voie de biosynthése des oméga 6 s’arréte a I’ARA. Elle se
poursuit au-dela lorsque cet apport est déficient en oméga 3, conduisant a la synthése d’acide
docosapentaénoique (22:5 n-6, ou DPA) en compensation de la diminution de la synthése du
DHA. L’importance relative de ces deux voies de synthése dans 1’organisme est donc
largement controlée par I’apport nutritionnel et la disponibilité relative de chaque précurseur

(Nakamura et Nara, 2004).
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Des données ont ainsi montré que ’ALA a un effet inhibiteur sur la conversion du LA,
et vice versa (Lemarchal, 1989). Cependant signalons que la A6 désaturase possede une plus
forte affinité pour I’ALA, qui est ainsi préférentiellement désaturé en dérivés a longue chaine

(Bézard et al., 1994).
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Figure 4 : Schéma général des voies de synthese des AGPI-LC des séries n-7, n-9,

n-6, et n-3 (Guihneuf, 2008).

Par ailleurs, il a été montré chez le rat, qu’un régime riche en EPA et DHA administré
pendant 3 semaines, diminue d’environ 50 % D’activité A6-désaturase hépatique vis a vis du
LA, mais influence peu la conversion de I’ALA (Christiansen et al., 1991). De nombreux
travaux montrent que le taux de conversion de ’ALA en DHA est tres faible chez I’Homme
(< 1 %), suggérant que le précurseur est une source trop limitée pour satisfaire la totalité des
besoins en DHA des tissus humains (Burdge et Calder, 2005 ; Arterburn et al., 2006 ;
Williams et Burdge, 2006 ; Plourde et Cunnane, 2007). D’autre part, des études cliniques ont

mis en évidence qu’une supplémentation alimentaire avec des doses croissantes d’ALA induit
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I’accumulation des dérivés intermédiaires (EPA et DPA) dans le plasma sans élever pour
autant la teneur plasmatique en DHA (Arterburn et al., 2006). Enfin précisions que chez la
femme, comparée a ’homme, une plus faible proportion d’ALA est utilisée pou la [-
oxydation (effet probable de la différence de masse musculaire), tandis que la fraction
convertie en dérivés a longue chaine EPA et DHA est supérieure (effet probable du statut
hormonal et des cestrogenes), et ce d’autant plus lors de la grossesse (Alessandri ef al., 2009 ;
Burdge, 2004 ; Williams et Burdge, 2006). Ceci permettrait de répondre a des besoins
physiologiques spécifiques, notamment pendant la grossesse et ’allaitement, et aux besoins

en oméga 3 du feetus puis du nouveau né (Guesnet ef al., 2013).

1.2.3.  Conversion des AGPI en médiateurs oxygénés actifs

Les AGPI formés par la voie de désaturation-élongation peuvent entrer dans les voies
enzymatiques d’oxygénation, d’hydroxylation et de peroxydation conduisant a la formation de
puissants médiateurs dénommés eicosanoides. Il s’agit du DGLA et de I’ARA pour la famille
des oméga-6, et ’EPA et DHA pour la famille des oméga-3. L’action de la phospholipase A,
au niveau des phospholipides membranaires libére ces AGPI dans le cytoplasme, qui peuvent
alors entrer dans deux voies métaboliques distinctes : (i) la voie des cyclo-oxygénases (ou
COX) générant les prostanoides, c’est a dire les prostaglandines (PG), les prostacyclines
(PGI) et les thromboxanes (TX), (ii) la voie des lipoxygénases (ou LOX) produisant les
leucotrienes (LT) et les acides gras hydroperoxydés et hydroxylés (Figure 5).
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CYCLO-OXYGENASES LIPOXYGENASES
(COX-1 et COX-2) (5-, 12- et 15-LO)
PROSTAGLANDINES LEUCOTRIENES
(PGA,, PGE,, PGD,, PGF,,) (LTB,, LTC,, LTD,, LTE,)
PROSTACYCLINES ACIDES EICOSATETRAENOIQUES
(PGI,, 6 céto-PGF, ) (HPETES, HETEs)
THROMBOXANES LIPOXINES
(TXA,, TXB,)

Figure 5 : Voies d’oxydation enzymatique de I’acide arachidonique
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Les prostanoides sont des AGPI cyclisés et hydroxylés, renfermant un cycle constitué
de 5 ou 6 atomes de carbone sur lequel sont fixés des groupes carbonyle ou époxyde. Ces
AGPI sont synthétisés dans la plupart des tissus tels que le cceur, les poumons, le rein,
I’endothélium vasculaire, les plaquettes, le cerveau, le tissu adipeux etc. Les leucotriénes sont
des molécules portant toujours 3 doubles liaisons conjuguées (trienes), 1 ou 2 groupes
hydroxyles (LTA et LTC) ou 1 groupement époxyde (LTB) et pour les plus complexes, un
groupement sulfure sur lequel est fixé un acide aminé (LTC, LTD et LTE). Les leucotriénes
sont principalement synthétisés par les cellules participant au processus inflammatoire :
monocytes, macrophages, basophiles, mastocytes, neutrophiles. Pour chaque famille de
molécule, on distingue trois séries selon la nature de I’AGPI qui en est la source. Ainsi, pour
les prostanoides, les séries 1, 2 et 3 dérivent respectivement du DGLA, de I’ARA et de I’'EPA
; pour les leucotriénes, les séries 3, 4 et 5 dérivent également de ces trois AGPI,
respectivement. Chaque tissu posseéde 1’équipement enzymatique conduisant a la synthése de
I’une ou I’autre de ces molécules. Signalons également que le DHA n’est pas un substrat des
cyclo-oxygénases, mais un inhibiteur puissant de ces enzymes. Par contre, il peut étre
métabolisé par les lipoxygénases, conduisant ainsi a la production de docosanoides. Ces
dérivés oxygénés a partir du DHA comprennent les docosatriénes, résolvines et protectines
(Serhan, 2005). L’étude des docosanoides a permis notamment |’identification de la
neuroprotectine D1 (NPD1), produit de la catalyse du DHA par la 15-LOX, et qui joue des
roles dans le systeme nerveux central (SNC) sur les processus d’apoptose et d’inflammation

(Niemoller et Bazan, 2010).

1.3. Données de consommation en acides gras polyinsaturés

Dans I’alimentation, les AGPI n-6 et n-3 peuvent étre apportés par des sources
végétales et animales. Les huiles végétales sont particulierement riches en AGPI précurseurs :
LA et ALA. Ainsi, les huiles de tournesol et d’arachide sont particuliérement riches en LA
(respectivement 64 % et 30 % en moyenne des acides gras totaux (AGT), I’huile de tournesol
étant méme qualifiée de « linoléique » compte tenu de sa forte teneur en LA. L’ALA est
majoritairement retrouvée dans les huiles de noix, colza et soja (respectivement 12, 10 et 8 %
en moyenne des AGT) qui sont qualifiées d’huiles « linoléniques ». Ainsi, les huiles «
linoléiques » possédent un ratio n-6/n-3 tres élevé, tandis que le ratio des huiles « linoléniques
» est plus faible (< 10). En outre, signalons que les produits animaux terrestres (viande, lait,

ceuf) fournissent des quantités plus ou moins importantes de LA et d’ALA. De plus, certains
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légumes verts feuillus (épinard, mache, pourpier) sont également des sources d’ALA. En ce
qui concerne les AGPI a longue chaine (AGPI-LC) de la famille oméga 6, dans notre
alimentation courante ils sont apportés par la consommation de produits animaux terrestres
(viande, ceuf, lait) et de lait maternel. Les AGPI-LC oméga 3 quant a eux, sont issus
principalement des poissons gras (hareng, maquereau, saumon, thon, sardines) et autres
produits animaux marins, ainsi que du lait maternel. Notons que les produits animaux
d’origine terrestre (viande, volaille, ceufs et lait) contiennent majoritairement des dérivés n-6

et des quantités variables de n-3 selon le régime de ces animaux (Simopoulos, 2001).

La composition en acides gras des lipides du lait maternel n’échappe pas a I’influence
de ’alimentation maternelle. Ainsi la composition lipidique du lait humain varie a ’intérieur
et entre les populations, de moins de 0,1 % a un peu plus de 1,0 % de DHA , du fait de la
différence de consommation en poissons et fruits de mer (Innis, 2004). Le lait maternel assure
la couverture des besoins en AGPI n-3 (DHA essentiellement) pendant les premiers mois de
la vie : le statut en AGPI n-3 du nouveau né est donc trés dépendant de celui de sa mere.
Concernant les laits infantiles en France, leur composition doit obéir a I’Arrété du 11 Avril
2008. Celui-ci stipule que le ratio LA/ALA doit étre compris entre 5 et 15 ; en revanche, la
présence d’AGPI-LC (20 et 22 carbones) n’est pas obligatoire. Ainsi, seulement certains laits
infantiles contiennent du DHA, en dépit du rdéle primordial de cet acide gras dans les

fonctions cérébrales.

1.4. Meécanismes d’action des acides gras polyinsaturés

Les différents mécanismes d’action identifiés pour les AGPI illustrent la grande
diversité des fonctions régulées par ces nutriments. Les roles physiologiques majeurs exercés
par les AGPI, actuellement présentés dans la littérature (Alessandri et al., 2004), font 1’objet

des paragraphes suivants.

1.4.1. Les AGPI : précurseurs de médiateurs bioactifs

Cette voie d’action des AGPI se déclenche avec la libération des AG depuis les
phospholipides membranaire suite a 1’action de la phospholipase A,. Une fois libérés de la
membrane, les AGPI a 20 atomes de carbone (ARA, EPA et DGLA) engendrent par
oxygénation des médiateurs bioactifs : les eicosanoides. Rappelons que les prostaglandines,

prostacyclines et thromboxanes des séries 1, 2 et 3 sont produit par la voie COX a partir
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respectivement, du DGLA de ’ARA et de ’EPA. La 5-LOX conduit aux leucotri¢nes de la
série 4 a partir de I’ARA et a ceux de la série 5 a partir de I’EPA. 1l existe donc une
compétition entre les différentes séries vis-a-vis des enzymes COX et 5-LOX. Ainsi, les
précurseurs des endoperoxydes des séries 1 et 3 entrent en compétition avec leur homologue
de la série 2, et le précurseur des leucotriénes de la série 5 s’oppose a celui de la série 4.
L’équilibre alimentaire entre les acides gras n-6 et n-3 détermine donc la balance
métabolique, qui influe sur la synthése de molécules bioactives dont les propriétés sont

généralement opposées (Calder, 2002 ; Schmitz et Ecker, 2008).

En effet, I’ARA génere des médiateurs proagrégants, vasoconstricteurs
(endoperoxydes de la série 2) et pro-inflammatoires (leucotri¢nes de la série 4). A 1’opposé,
les eicosanoides dérivés de I’EPA ont des propriétés anti-agrégantes, vasodilatatrices
(endoperoxydes des la série 3) et non inflammatoires (leucotriénes de la série 5). Notons
également que les eicosanoides dérivés de I’ARA sont capables d’activer des facteurs de
transcription tels que les récepteurs aux proliférateurs de peroxysomes (PPAR). Enfin, le
DHA est également le précurseur de docosanoides bioactifs (résolvines, docosatriénes,
neuroprotectines et neuroprostanes), particulierement importants dans le cerveau ou ils ont

une action anti-inflammatoire et neuroprotectrice (Bazan, 2006 ; Laye, 2010).
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2. Les plaquettes sanguines

2.1. Origine et structure

Les plaquettes, également appelées thrombocytes sont de petites cellules anucléées de
forme discoide (2 & 3 um de diamétre pour 1 pm d’épaisseur), circulant dans le sang et
participant a I’hémostase (Figure 6). Les plaquettes sanguines jouent un role important dans la
coagulation en permettant de stopper le sang aprés une Iésion vasculaire. Elles se forment
dans la moelle osseuse par fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes (Behnke et
Forer, 1998). Elles sont dépourvues d’ADN mais contiennent des ARNm provenant des
mégacaryocytes ainsi que la machinerie nécessaire a la traduction (Kieffer ef al., 1987). La
numération plaquettaire de référence chez I’homme adulte est de 150000 a 400000 par pL de
sang. D’une durée de vie comprise entre 7 et 12 jours, les plaquettes sont ensuite éliminées
par phagocytose grace au systéme monocytaire macrophagique de la rate, du foie et de la
moelle osseuse principalement. La forme discoidale des plaquettes au repos est assurée par la
présence d’un réseau microtubules a la périphérie (White, 1968). En plus du réseau de
microtubules périphérique, les plaquettes possédent un cytosquelette dense, riche en actine et
en protéines contractiles, telles que la myosine, qui leur permet de changer de forme et

d’étendre leurs pseudopodes lors de leur activation (Bearer et al., 2002).
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Figure 6 : Morphologie des plaquettes sanguines humaines.

Microscopie électronique a transmission de plaquette au repos. Grossissement :17 000x
(gauche) et 37 000x (droite). Les plaquettes au repos ont une forme discoidale. Elles sont
caracterisées par par la présence d’'un réseau de microtubules (T) en périphérie,
d’organelles, telles que les mitochondries (M), de granules appelés corps dense (DB) et de
granules alpha (Gr). Des amas de glycogene (Gly) sont aussi trés facilement visibles en
microscopie. lllustration tirée de (White et Krumwiede, 2007).
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2.1.1. Membranes

La membrane plasmique des plaquettes est majoritairement composée de
phospholipides (65 a 70 %). Parmi les phospholipides on distingue 4 classes majeures :les
phosphatidylcholine (PC) (55 %), les phosphatidyethanolamine (PE) (21 %), les
phosphatidylinositol (PI) (15 %) et les phosphtidylsérine (PS) (7 %). La position sn-1 est
généralement occupée par un acide gras saturé comme 1’acide palmitique ou 1’acide stéarique
ou un acide gras monoinsaturé (AGMI). Contrairement a la position sn-1, la position sn-2 des
phospholipides plaquettaires est occupée par un acide gras polyinsaturé (AGPI),
principalement 1’acide arachidonique (ARA), qui représente 1’'un des substrats les plus
importants dans la synthése des médiateurs biologiques, ou I’acide linoléique. Au niveau des
lipides membranaires, sont représentés dans une moindre mesure des lipides neutres (20 a 25

% formés par du cholestérol et des acides gras non estérifiés), et des glycolipides (2 a 5 %).

La membrane plasmique comporte un réseau de profondes invaginations constituant le
systéme canaliculaire ouvert (SCO), permettant la libération du contenu des granules denses
lors de D’activation plaquettaire (Beretz et Cazenave, 1982). Parmi les autres systémes
membranaires, le systetme tubulaire dense (STD) qui est I’équivalent du réticulum
endoplasmique lisse dans les autres types cellulaires. Il contient des réserves de calcium ainsi

que les enzymes impliquées dans la synthese de prostaglandines.

De plus, la membrane plasmique contient différents récepteurs glycoprotéiques qui
assurent I’adhésion des plaquettes au tissu sous-endothélial ou qui interagissent avec des
ligands spécifiques (agonistes ou antagonistes) (George, 2000). Ainsi la glycoprotéine GP Ib-
V-IX est un récepteur pour le "van Willebrand factor" (vVWF) et la thrombine (Lopez et Dong,
2004), la glycoprotéine GP la-Ila est un récepteur pour le collagéne (Santoro et Zutter, 1995 ;
Santoso et al., 1999), la glycoprotéine GP IIb- Illa est un récepteur pour le fibrinogene
(Shattil et al., 1998).

2.1.2. Cytoplasme

Sous la membrane plasmique s’étend le cytosquelette, composé de microtubules et de

microfilaments d’actine et de myosine. Il stabilise la bicouche lipidique et maintient la forme
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discoide des plaquettes quiescentes et permet le changement de forme des plaquettes durant

I’activation.

Le cytoplasme contient également un grand nombre d’organites incluant des granules,
des mitochondries, des particules de glycogéne, des lysosomes et de peroxysomes. Les
granules o ainsi que les granules denses sont des granules de stockage spécifique des
plaquettes. Les granules o contiennent des protéines comme le fibrinogéne, le facteur
plaquettaire 4 (PF-4), la B-thromboglobuline (B-TG), le « Platelet Derived Growth Factor »
(PDGF), la fibronectine, la thrombospondine et le vVWF. Les granules denses sont riches en
sérotonine, en adénosine diphosphate (ADP), en adénosine triphosphate (ATP), et en cations
Ca® et Mg™".

2.2. Signalisation plaquettaire

Suite a I’interaction d’un ligand avec son récepteur, une ou plusieurs voie(s)
métabolique(s) est (sont) mise(s) en jeu (Figure 7). Ce ligand peut étre un agoniste comme il

peut étre un antagoniste.

Les agonistes, en stimulant leurs récepteurs, activent une ou plusieurs protéine(s) G
(G1, Gq, G12/13). Chaque protéine G réagit avec son effecteur pour donner la réponse
appropri¢e. La protéine Gi inhibe 1’adénylate cyclase ce qui induit une inhibition de
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) favorisant I’augmentation des taux de calcium
intracellulaire grace a une diminution de ’effet de compétition de I’AMPc avec 1’inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) activateur des canaux calciques et stimulateur de la mobilisation du
Ca”" dans le cytosol. La protéine Gq active la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le
phosphatidyl inositol 4,5-diphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et IP3 ce qui active la

protéine kinase C (PKC) et la mobilisation du Ca”" intracellulaire respectivement.

Les protéines Gi et Gq ont pour effet final la sécrétion du contenu plaquettaire et
I’agrégation des plaquettes. Ainsi, suite a I’augmentation des taux du Ca®" intracellulaire, la
phospholipase A2 (PLA2) subit une translocation vers la membrane plasmique. Sa
phosphorylation par des kinases entraine son activation, et par la suite les phospholipides sont
hydrolysés, et I’acide arachidonique situé a la position sn-2 est libéré et constitue un substrat

pour deux enzymes spécifiques, la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (LOX). Grace
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a la COX, ’ARA est transformé en prostaglandines (PGs) et par la suite en plusieurs
molécules d’importance biochimique dont le thromboxane A2 (TXA2). En revanche, sous
I’effet de la 12-LOX, ’ARA est transformé en acide 12 hydroperoxyeicosatetraénoique (12-
HpETE). Les PGs, le TXA2 et le 12-HpETE sont des régulateurs majeurs de D’activité
plaquettaire. Les protéines G12/13 interagissent avec des petites protéines G (“Small G
protein®) ce qui a pour conséquence le changement de la forme des plaquettes. En revanche,
les antagonistes provoquent une interaction avec une protéine Gs qui a D’effet inverse de la

protéine inhibitrice Gi.

Figure 7: Récepteurs et voies de signalisation impliquées dans D’activation
plaquettaire.

L’ancrage initial de la plaquette sur la matrice sous-endothéliale est réalisé par le
complexe GPIb/V/IX. L’immobilisation sur la matrice permet la liaison du récepteur GPVI,
qui induitune cascade de signalisation plaquettaire. Celle-ci aboutit, d’une part, a la
secretion de messagers secondaires (ADP et TXA 2 ) qui renforcent [’activation et permettent
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l’activation des plaquettes environnantes. D’autre part, les intégrines impliquées dans
I"adhérence (a2f1) et ’agrégation (allbf3) sont activées, en passant d’une forme de basse
affinité a haute affinité. lllustration tirée de (Broos et al., 2012).

2.2.1. Agonistes de ['agrégation plaquettaire (Tableau 1)

. vWF et collageéne

A la suite d’une Iésion d’un vaisseau sanguin, 1I’exposition des plaquettes au collagéne

entraine leur adhésion au niveau du vaisseau endommagg et leur activation.

Le collagéne pourrait interagir avec les glycoprotéines GP Ialla (intégrine a2p1), GP
IV, GP VI Ainsi, I’interaction du collagéne avec son récepteur GP VI conduit a 1’activation
d’une voie tyrosine kinase impliquant de nombreux messagers, tout comme la voie de la PLC,
ce qui active d’une maniére « Inside-Out » I’intégrine a2B1 capable de fixer ensuite le
collageéne. La stimulation par le collagéne se traduit par un changement de la forme des
plaquettes, et induit une sécrétion granulaire. L’agrégation dépend plutdt de la sécrétion de

TXAZ2 et de prostaglandines H2 (PGH2) (Gibbins, 2004).

Le facteur vVWF synthétisé dans les mégacaryocytes et les cellules endothéliales, lié¢ au
collagéne et exposé a partir du tissu sous-endothélial des vaisseaux endommagés, active son
récepteur (GP Ib/IX) couplé a une signalisation tyrosine kinase avec la contribution de
plusieurs messagers, ce qui conduit & une activation d’intégrines et notamment 1’intégrine
allbp3 ou glycoprotéine GP IIbllla qui peut interagir ensuite avec le vWF, le fibrinogene, la

fibronectine, et la thrombospondine.
. La sérotonine, le thromboxane A, et le PAF

La Sérotonine ou 5-Hydroxytryptamine (5-HT) via son récepteur spécifique, le TXA2
et le PGH2 via le récepteur TXA2/PGH2, le PAF « platelet aggregating factor » via son
propre récepteur activent la voie PLC grace a leurs récepteurs couplés a la protéine Gq. La
conséquence est une augmentation des taux du Ca®" intracellulaire, une agrégation
plaquettaire, un changement de la forme et une sécrétion du contenu des granules (Takahara et

al., 1990 ; Hourani et Cusack, 1991 ; Blockmans et al., 1995 ; Saltzman et al., 1991).
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. L’épinéphrine

L’épinéphrine (adrénaline) provoque une agrégation via le récepteur a2 adrénergique

couplé a la protéine Gi (Steen et al., 1993).

. L’ADP

La stimulation par I’ADP provoque un changement de la forme, une agrégation et une
sécrétion via ses récepteurs de type P2. Toutefois, I’ADP agit par I'intermédiaire de deux
récepteurs différents, on distingue le récepteur P2Y1 couplé a Gq et le récepteur P2Y12
couplé a Gi (Oury et al., 2006).

. La thrombine

La thrombine est une sérine-protéase qui joue un role crucial dans le processus de la
coagulation, et qui stimule les plaquettes par I’intermédiaire des récepteurs appartenant a la
famille des « Protease activated receptors » (PARs) ou récepteurs activés par une protéase.
Les PARs, sont des récepteurs non classiques qui possedent aussi un ligand ou bien un
agoniste non classique et non circulant dans le plasma. En fait, ’agoniste est constitué par une
"séquence cachée" N-terminale et qui s’expose suite au clivage par la protéase. Tous les PARs
ne sont pas stimulés par la thrombine. Les PARs 1, 3 et 4 sont exprimés au niveau des
plaquettes et stimulés par la thrombine, ils sont connus d’ailleurs comme récepteurs pour la
thrombine. Par contre le PAR2 est stimulé par la trypsine (Hollenberg et Compton, 2002). La
thrombine est la protéase principale lors de la coagulation, transformant le fibrinogéne en
fibrine. Le PARI, principal représentant de sa famille, est activé suite au clivage d’une partie
de son extrémité N-terminale extracellulaire, ce qui démasque une nouvelle extrémité N-
terminale capable de lier le domaine actif du récepteur déclenchant ainsi une signalisation
intracellulaire. Le PAR1 peut étre couplé a plusieurs protéines G (Gq, Gi, G12/13) constituant
ainsi I’agoniste type des plaquettes, provoquant par différents signaux une agrégation, une

sécrétion et un changement de forme des plaquettes (Coughlin, 2000).

De plus, plusieurs études ont montré que la thrombine peut stimuler les plaquettes par

I’intermédiaire d’une voie dépendante de la GP Ib. Cette voie a été révélée suite a la
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persistance d’une activité résiduelle de la thrombine apres inhibition de PARI et de GP IIbIlla
(Soslau et al., 2001).

2.2.2. Antagonistes

L’adénosine, la prostaglandine D2 (PGD2) via leurs propres récepteurs, ainsi que les
prostaglandines 12 (PGI2) et E1 (PGEI) par I’intermédiaire des récepteurs PGI2/PGEI, tous
couplés a la protéine Gs inhibent 1’agrégation, le changement de la forme et la sécrétion

induits par les agonistes. (Marcus et Safier, 1993).

Enfin, la prostaglandine E2 (PGE2) possede deux effets différents selon les conditions:
inhibition (via le récepteur PGI2/PGE1) ou activation (via le récepteur PGE2) (Blockmans et
al., 1995).

Tableau II : Principaux récepteurs couplés aux proteines G exprimés a la surface des
plaquettes impliqués dans ’activation ou I’inhibition des fonctions plaquettaires.

Activation
Thrombine PAR;, PAR, Gq, G213
ADP P,Y, Gq

P,Y 12 Gi
Sérotonine 5-HTa Gq
Adrénaline A Gz
TxA2 TP,, TPg Gq, G213
Vasopressine Via Gq
PGE2 EP; Gi
Inhibition
Adénosine Asa Gs
PGI2/PGE 1 P Gs
PGD2 DP Gs

29



Chapitre 2 : Les plaquettes sanguines Rappels bibliographiques

2.3. Activation plaquettaire

L’activation plaquettaire implique plusieurs cascades métaboliques complexes. Elle se
traduit tout d’abord par la sécrétion de différentes substances stockées dans les plaquettes et
de métabolites provenant des réactions intra-plaquettaires suivie par un changement de la

forme plaquettaire et en fin par I’agrégation (Figure 8).

Les plaquettes répondent en deux étapes a la stimulation. Suite au contact avec le
collagene et le vVWF exposés au sein de 1’endothélium, les plaquettes adhérent au tissu sous-
endothélial et entre elles, avec changement de forme. Cette agrégation primaire, formant un
"thrombus blanc" qui couvre la bréche vasculaire est une réponse réversible. Cette étape sera
stabilisée par des réponses irréversibles comportant la sécrétion et 1’agrégation secondaire

(Blockmans et al.,1995).

2.3.1. Changement de la forme

Au repos, les plaquettes circulent sous une forme discoide, due au cytosquelette. Lors
de DP’activation, les plaquettes deviennent sphériques. Le changement de la forme est un
processus tres rapide, basé sur la réorganisation du cytosquelette (Wurzinger, 1990), durant
lequel de nouveaux filaments d’actine sont formés conduisant a la formation d’un réseau
sous-membranaire et a la formation de filopodes. De plus, la stimulation des processus de

contraction, basés sur I’actomyosine, résulte en la centralisation des granules denses et o.
) y

2.3.2. Secrétion

Suite a la stimulation des plaquettes et de la voie PLC, et grace a un rdle probable des
DAG et de I’acide phosphatidique (PA) produit suite a 1’action de la phospholipase D, des
vésicules vont fusionner a la membrane plasmique ce qui permet la sécrétion du contenu des
granules (fibrinogéne, fibronectine, ADP, Ca®', sérotonine, etc), par le systéme canaliculaire

ouvert. Le cytosquelette est fortement impliqué dans ce processus (Flaumenhaft, 2003).

2.3.3. Agrégation

L’agrégation plaquettaire résulte de la libération du fibrinogéne qui se fixe sur son
récepteur et crée un pont inter-plaquettaire. Deux types d’agrégation plaquettaire sont

rencontrés chez les plaquettes activées. L’agrégation primaire réversible qui se déroule en
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présence de faible concentration d’agoniste et en présence de Ca®" et Mg”', et I’agrégation
secondaire irréversible qui nécessite une forte concentration d’agoniste et un phénomene
d’amplification de I’activation suite a la sécrétion de TXA, et d’épinéphrine qui stimulent a

leur tour leurs propres récepteurs.

Changement
de forme

Agregation réversible
A

ChanPament
_de forme
Ny Sécrétion

Adheésion "~ Etalement Agrégation irréversible
Figure 8 : Etapes de I’activation plaquettaire (Broos et al., 2012).

2.3.4. La cascade de [’acide arachidonique

2.3.4.1. Libération de l’acide arachidonique

L’acide arachidonique est I’AGPI le plus abondant de la membrane plaquettaire. 11
joue un rdéle important dans 1’hémostase en tant que précurseur des eicosanoides. Une foie
libéré par les phospholipases, principalement la PLA; ou la PLC, ’ARA peut étre métabolisé
par ’une des deux enzymes majeures; COX ou la prostaglandine H synthase (PGH synthase)

et la LOX, ou par la voie mineure des époxygénases (ou cytochrome P450).

2.3.4.2. Voie de la cycloxygénase

La transformation de I’ARA en prostanoides par la voie des COX implique une

oxygénation en deux étapes par ajout de deux molécules d’oxygene (Lagarde, 1988). La
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premiere étape est catalysée par une activité COX produisant ainsi la prostaglandine G»
(PGG,), un intermédiaire instable qui se transforme en PGH; suite a I’action d’une activité
peroxydase, une étape clé dans la synthése des PGs et du TXA; sous I’effet des PG synthases
et de la thromboxane synthase respectivement (Figure 9). Le TXA, étant un métabolite
instable a faible durée de vie, est transformé ensuite en TXB, plus stable. Les deux activités
enzymatiques, COX et péroxydase, sont portées par une seule enzyme, la prostaglandine
endoperoxyde H synthase (PGHS). Les deux réactions procedent de deux sites différents de
I’enzyme. En fait, la réaction catalysée par la COX se produit dans un canal hydrophobe au
sein de I’enzyme. Quant a celle de la peroxydase, elle se produit dans un site actif contenant
un groupe heéme. L’activit¢t COX de la PGHS est inhibée par 1’aspirine et d’autres

médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Seibold et al., 2000).

. Eftet biologique

Les cellules du systéme immunitaire produisent des cytokines en réponse a une attaque
virale ou bactérienne. Ces cytokines sécrétées dans la circulation atteignent le cerveau ou elles
franchissent la barriére sang-cerveau. A I’interface et en réponse a la stimulation par les
cytokines, les cellules vasculaires produisent des prostaglandines (PGE2) par la voie COX-2
dont I’expression augmente en cas d’inflammation. Cette production de PG est a I’origine
d’un groupe complexe de réactions rencontrées au cours de la réponse inflammatoire
englobant la fiévre, I’inactivité, I’anorexie et I’hyperalgésie (Engblom et al., 2003). Quant au
TXA,, et dans le cas particulier des plaquettes, il exerce un effet autocrine via son récepteur
aboutissant a I’activation plaquettaire. Les fonctions de la COX et la place qu’elle occupe dans
I’inflammation a poussé I’industrie pharmaceutique a la considérer comme une cible contre
laquelle il est important de développer des inhibiteurs. Parmi ceux-ci, il existe des inhibiteurs
non spécifiques qui inhibent aussi bien la COX-1 que la COX-2. Cependant, 1’inhibition
simultanée de la COX-1 et 2 entraine des problémes gastro-intestinaux, les deux formes de
I’enzyme étant exprimées dans le tractus digestif (Satoh ef al., 2012). Ces effets secondaires
ont ¢t¢ fortement atténués grace au développement d'inhibiteurs sélectifs pour la COX-2,
forme induite par I’inflammation (Flower, 2003). Cependant, il semble que les inhibiteurs
sélectifs de la COX-2 soient a I’origine de problémes cardio-vasculaires, peut-étre en créant
une perturbation de 1’équilibre entre la production de thromboxane pro-thrombotique et la

prostacycline (PGI2) antithrombotique (McAdam et al., 1999).
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Dans les plaquettes sanguines, on décrit essentiellement la prédominance de la forme
COX-1, bien que certaines études montrent la présence de la forme COX-2 (Weber et al.,
1999). L’aspirine est un inhibiteur non sélectif irréversible de la COX. L’administration de
faibles doses d’aspirine (30-150 mg/jour) pourrait avoir un role protecteur contre les accidents
thrombotiques en diminuant la production de TXA, plaquettaire malgré une inhibition

partielle concomitante de la production endothéliale de prostacycline (Patrono et al., 2001).
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Figure 9: Cascade du métabolisme de 1’acide arachidonique par la voie de la
cyclooxygénase (Coulon, 2004). PGG;. prostaglandine G,; PGH,: prostaglandine H;,
PGE, : prostaglandines E,; PGD,: prostaglandines D;; TXA;: thromboxane A;; TXB;:
thromboxane B;; MDA : malondialdéhyde ; HHT : acide 12-hydroxyheptadécatrinoique
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2.3.4.3. Voie de la lipoxygénase

Le métabolisme de I'ARA par la LOX induit la formation de différents produits.
L'acide hydroperoxy-eicosatétraénoique (HpETE) peut étre transformé sous ’action de la
glutathion peroxydase en sa forme hydroxy, I'acide hydroxy-eicosatétraénoique (HETE).
(Figure 10). En outre, une autre famille moléculaire importante sur le plan inflammatoire est
produite, les leukotrienes (LT). On distingue la LTB4 et son intermédiaire époxyde la LTA4,

ainsi que d’autres types de leukotrienes (Radmark et Samuelsson, 2009).

Les différentes familles de LOX sont classées en fonction de la position du carbone
sur lequel ’enzyme catalyse 1’insertion de 1’oxygene. On distingue les 5, 8, 12, 15-LOX qui
ins€rent le dioxygene sur les carbones 5, 8, 12 et 15 de I'ARA respectivement, afin de

produire ’'HpETE correspondant.

. Role biologique

Les leukotriénes synthétisés par les leucocytes a partir de I’ARA et suite a 1’action de
la 5-LOX jouent un rdéle important dans l’inflammation, ils agissent via leurs récepteurs

membranaires.

Le LTBs est un le plus fort médiateur chémo-attractant dans le processus
imflammatoire. Les LTC4, D4, et E4 sont connus par leurs effets broncho-constricteurs, jouant

ainsi un role essentiel dans le développement de I’asthme (Sharma et al., 2006).

D’autre part, le 12-HpETE pourrait avoir un role important dans le controle des taux
de I’ARA libre dans certaines cellules. Des études ont montré que le 12-HpETE favorise
I’augmentation de la libération d’ARA dans les plaquettes, probablement par stimulation de
I’activité PLA,, ce qui entralne une augmentation de la formation de TXB, et d'autres

métabolites plaquettaires (Calzada ef al., 2001).

Pour ces différentes raisons, la LOX constitue une vraie cible thérapeutique. Le
développement d’inhibiteurs anti-LOX est d’une grande importance dans la lutte contre les

maladies inflammatoires et cardiovasculaires.
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Figure 10 : Cascade du métabolisme de I’acide arachidonique par la voie de la 12-
lipoxygénase (Coulon, 2004). /2-HpETE : acide [2-hydroperoxy-eicosatétraénoique ; 12-
HETE : acide 12-hydroxy-eicosatétraénoique.
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2.3.4.4. Voie des époxygénases ou cytochrome P450

Des produits d’époxygénase a cytochrome P450 sont formés par I’addition d’un atome
d’oxygene au niveau d’une double liaison conduisant a la formation d’époxydes, les HpETE,
qui sont ensuite hydrolysés en HETE. Les métabolites formés sont impliqués dans la
régulation du transport ionique, dans la sécrétion d’hormones (insuline, glucagon...) et ont
des propriétés vasoactives. Ils favorisent la vasorelaxation (Imig et al., 1996) et inhibent

I’agrégation plaquettaire (Heizer et al., 1991).

2.4. Implication des plaquettes dans les maladies cardiovasculaires

Les plaquettes sont impliquées dans de multiples pathologies. Les défauts
plaquettaires, que ce soit de numération (thrombocytopénie) ou de réactivité, induisent un
temps de saignement prolongé et un risque d’hémorragie élevé, ou un risque accru de

thrombose occlusive.

L’implication des plaquettes dans les maladies cardiovasculaires athérosclérotiques,
qui demeure la premiére cause de mortalit¢é mondiale, est I’'une des principales raisons de
I’intensité des recherches réalisées sur les plaquettes, notamment dans la recherche de

nouveaux traitements antiplaquettaires.

2.4.1. Plaquettes et athérosclérose

L’athérosclérose est aujourd’hui considérée comme une maladie inflammatoire
chronique (Ross, 1999). Dans ce processus, les plaquettes sont impliquées a la fois dans
I’initiation, la propagation et la phase finale de formation du thrombus occlusif (Kaplan et
Jackson, 2011). L’athérosclérose est caractérisée par le dépot, a I’intérieur de la paroi
vasculaire, d’une plaque riche en lipides, notamment en LDL et cholestérol, suite a
I’inflammation du vaisseau. Contrairement aux cellules endothéliales au repos, 1’endothélium
inflammé expose des récepteurs et sécrete des médiateurs favorisant son interaction avec les
plaquettes ainsi que leur adhérence (Massberg et al., 2002). De plus, cette interaction
plaquette/endothélium favorise le maintien de I’activation endothéliale et plaquettaire (Henn
et al., 1998), ce qui induit le recrutement de leucocytes par la libération de médiateurs
plaquettaires pro-inflammatoires et chimiotactiques, tels que I’inter-leukine-1, le PF4 (Gawaz

et al., 2000; von Hundelshausen et Shmitt, 2014). L’adhérence des plaquettes a I’endothélium
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induit donc le recrutement de leucocytes et leur activation. Les monocytes activés ainsi que
les lymphocytes T migrent au travers de 1’endothélium jusqu’a la plaque athérosclérotique, ou
ils favoriseront sa croissance. Les monocytes se différencient en macrophages, qui se
transforment en cellules spumeuses caractéristiques des l€sions athérosclérotiques (Agel et
al., 1984). La croissance de cette plaque obstrue peu a peu le vaisseau sanguin et le rigidifie
par la formation de cap fibreux (Hatsukami et al., 2000). Lorsque cette plaque se rompt, elle
expose une surface et libére dans la circulation son contenu, tout deux pro-thrombogéniques,
dans une série d’événements qui induisent la formation rapide d’un thrombus obstruant le
vaisseau sanguin. La rupture de cette plaque est donc 1’élément déclencheur provoquant
I’ischémie des tissus (infarctus) (e.g., infarctus du myocarde) et lors d’incidents cérébro-
vasculaires, les deux principales causes de mortalité associées aux maladies cardiovasculaires.
Du fait de leur participation a la croissance de la plaque ainsi qu’a la formation finale du
thrombus, les plaquettes sont une cible majeure dans le traitement des maladies

athérosclérotiques.

2.4.2. Plaquettes et diabete

Le diabéte sucré est une maladie qui peut se définir par un exces de glucose dans le
sang, entralnant une polyurie. En fait, on distingue deux types de diabétes sucrés. Le type 1
résulte d'une carence majeure de la production d'insuline par les cellules béta des ilots de
Langerhans du pancréas. Le diabete de type 2 est caractérisé par une résistance a l'insuline
(Rodger, 1991). Il s'accompagne initialement d'une hyperinsulinémie plasmatique qui évolue
progressivement vers une hypoinsulinémie par épuisement du pancréas. Le diabéte de type 2
est une maladie trés répandue qui s'accompagne d'un risque cardiovasculaire élevé. C'est un
probléme majeur de santé publique dans les pays industrialisés et aussi en voie de
déveleppoement. Bien que le haut risque cardiovasculaire associé au diabéte de type 2 soit
multifactoriel, trois causes essentielles peuvent étre soulignées : les phénomenes de glycation
et d’oxydation, les dyslipoprotéinémies et I’hyperactivité plaquettaire. L’hyperglycémie
entraine une glucosylation non enzymatique (ou glycation) des protéines par condensation
d'une molécule de glucose sur les fonctions amines libres des résidus d'acides aminés (amine
N-terminale et amine epsilon des résidus lysine). Les bases de Schiff ainsi formées peuvent
subir un réarrangement d'Amadori. Les produits résultants subissent alors de lentes

recombinaisons chimiques aboutissant a la formation d'une grande variété de molécules
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appelées produits de glycation avancée (Advanced Glycation End-products), doués de

différentes propriétés déléteres.

Le diabéte de type 2 est aussi une situation de stress oxydant dans laquelle on observe
une forte oxydation des acides gras polyinsaturés, libres ou estérifiés dans les TG et les PL
des cellules. Cette oxydation aboutit a une scission des molécules et entre autres a la
production de malone dialdéhyde (MDA) qui peut former des bases de Schiff avec les résidus
lysine des protéines selon une réaction similaire a celle décrite ci-dessus pour le glucose. On
peut ainsi parler de phénomeénes de glycoxydation. Le glucose lui-méme peut d'ailleurs
s’autoxyder en formant des entités carbonylées (glyoxal, methylglyoxal) capables de réagir
avec les protéines, aboutissant ainsi directement a des produits glycoxidés (Jaku$ et
Rietbrock, 2004). Ces phénoménes de glycoxydation peuvent affecter directement les
lipoprotéines et les plaquettes sanguines et ainsi modifier profondément leur métabolisme.
Chez les diabétiques de type 1 comme de type 2, les plaquettes sanguines présentent une
hyperactivité chronique (production élevée de TXB;), méme en l'absence de complications
cardiovasculaires. Cette hyperactivité est associée a un état de stress oxydant (élévation du
MDA et diminution de la Vitamine E et de la Glutathion peroxydase), en particulier dans le
diabéte de type 2. De plus, les plaquettes présentent des défauts d’adhésion et d’agrégation, et
une hypersensibilité aux agonistes. Les LDL glyquées sont capables de stimuler les voies
d'activation plaquettaire (Takeda et al., 1992 ; Ferretti et al., 2002 ; Véricel et al., 2004 ;
Watala et al., 2005).

2.4.3. Plaquettes et stress oxydant

Les plaquettes, a leur tour, sont capable de produire, dans un état de stress
(e.g..diabéte, dyslipidémie) des dérivés réactifs de 1’oxygene ou « Reactive Oxygen Species
(ROS) ». L’activation des plaquettes par des agonistes s’accompagne d’une consommation
accrue d’oxygene et une augmentation transitoire du glutathion oxydé (Burch et Burch, 1990).
Les plaquettes quiescentes ou activées générent des anions superoxyde (Pignatelli et al.,
1998) et des radicaux HO (Pratico et al., 1999). Les sources des ROS incluent la
cycloxygénase, la lipoxygénase (Singh et al., 1981) et la NADPH oxydase (Seno et al., 2001)
dont I’activation stimule la libération d’anions superoxyde. Ces derniers augmentent alors le

recrutement de plaquettes sur le site de formation du thrombus (Krotz et al., 2002).
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Les ROS modulent les fonctions plaquettaires. Il a ét¢ montré que les plaquettes
exposées aux ROS générés par le systéme xanthine/xanthine oxydase s’activent et libérent
leur contenu en sérotonine et qu’une exposition chronique sensibilise la réponse plaquettaire a
la thrombine (Handin et al., 1977). En cohérence avec ces observations, I’enzyme anti
oxydante super oxyde dismutase inhibe 1’adhésion et I’agrégation de plaquettes stimulées par

la thrombine (Salvemini et al., 1989).

Des concentrations micromolaires de H,O, stimulent I’agrégation plaquettaire en
augmentant la formation de GMPc via la guanylate cyclase, alors que des concentrations
millimolaires de H,O, I’inhibent (Rodevin et al., 1976 ; Ambrosio et al., 1994). D’ailleurs,
I’agrégation plaquettaire induite par le collagene est associée a une production de H,O,
plaquettaire qui pourrait agir comme un messager secondaire en libérant de [’acide
arachidonique via les PLA, et PLC et en augmentant la formation de thromboxane A,
(Pignatelli et al., 1998). H,O, facilite la phosphorylation du récepteur GPIIblIla indispensable
a ’adhésion et ’agrégation plaquettaire (Irani et al., 1998). Des concentrations nanomolaires
de 12-HpETE potentialisent 1’agrégation des plasuettaires stimulées par le collagéne et
activent la cascade enzymatique de I’ARA (p38 MAPK, cPLA,, PGHS) (Calzada et al.,
2001 ; Coulon et al., 2003).

Du fait de leur participation a la croissance de la plaque ainsi qu’a la formation finale
du thrombus, les plaquettes sont une cible majeure dans le traitement des maladies
athérosclérotiques. En effet, les traitements antiplaquettaires associés aux traitements
anticoagulants sont trés couramment utilisés, de maniére préventive et continue, chez les
personnes a haut risque, ou pour la dissolution du thrombus formé suite a un accident
cardiovasculaire. Les traitements antiplaquettaires essentiellement utilisés sont 1’aspirine et
les thienopyridines. L’aspirine inhibe de fagon irréversible les cyclooxygénases par
acétylation, notamment la Cox-1, qui est nécessaire a la biosynthése de TXA, par les
plaquettes. Les inhibiteurs de P2Y12, notamment le Clopidogrel (Hollopeter ef al., 2001),
bloquent ce récepteur de maniére irréversible (Savi et Herbert, 2005). Cependant, le
Clopidogrel est une pro-drogue, qui doit d’abord étre métabolisée par le foie pour étre active,
ce qui leur confére une efficacité trés variable d’un individu a ’autre (Savi et Herbert, 2005;

Tantry et al., 2012). Les intolérances et la résistance a ces deux types de traitements,
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observées chez certains patients (Linden ef al., 2012), démontre le besoin de mettre au point

d’autres inhibiteurs de la fonction plaquettaire.
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3. Le stress oxydant

Au sein des systemes biologiques, un déséquilibre entre des systemes oxydants et
antioxydants en faveur des pro-oxydants peut survenir, conduisant a ce que l’on appelle
communément le stress oxydant. Il en résulte des processus d’oxydo-réduction mettant en jeu
I’oxygene, et conduisant a la production excessive d’intermédiaires réactionnels appelés

especes réactives du dioxygene (ROS).

3.1. Notion des radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possedent un ou plusieurs électrons
célibataires ou non appariés sur leurs orbitales électroniques externes. La présence de cet
¢lectron célibataire non compensé, confeére souvent a ces especes, une grande instabilité. Elles
vont tenter de récupérer des électrons sur d’autres molécules biologiques en entrant en
réaction avec ces molécules dans des processus le plus souvent non spécifiques, ce qui rend,
donc, leur durée de vie en solution trés courte (Halliwell et Chirico, 1993). Ces propriétés
chimiques rendent les radicaux libres fortement réactifs. La réactivité varie d'un radical libre a
un autre et dépend de leur environnement. Il existe majoritairement trois grandes classes des

especes réactives :

- Les dérivés réactifs du dioxygene (reactive oxygen species, ROS) sont pour la

plupart des radicaux chimiques issus de la réduction incompléete du dioxygene, ils regroupent :

des radicaux oxygénés caractérisés par un électron non apparié (l'anion superoxyde O,", les

radicaux hydroxyle HO', peroxyle ROO" et alkoxyle RO") ; et des dérivés du dioxygéne non

radicalaires comme le peroxyde d'hydrogéne (H,O,), l'oxygéne singulet (‘O,) ou l'ozone (Os)
fortement oxydants et/ou facilement convertis en radicaux libres.

- Les especes réactives de 1’azote (reactive nitrogen species, RNS) qui donnent
entre autre des peroxynitrites (ONOO") et du monoxyde d’azote (NO").

- Les especes réactives du chlore (reactive chlorine species, RCS) comme 1’acide

hypochlorique (HOCI).

Les ROS, en particulier représentent une trés forte réactivité vis-a-vis de certaines

molécules biologiques. Ils sont capables d'oxyder les protéines, I'ADN et les lipides
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membranaires des cellules (peroxydation des lipides membranaires). Ils sont associés a
plusieurs pathologies notamment l'athérosclérose et les complications métaboliques du

diabéte.

3.2. Production des radicaux libres

Les ROS sont généralement produites par le métabolisme aérobique des cellules. Ils
sont principalement formés d’une maniére endogeéne, comme des sous-produits des chaines de
transport des électrons de la respiration cellulaire dans les mitochondries (Halliwell et
Chirico, 1993). Le précurseur des ROS, 1’anion superoxyde, est formé aprés réduction de
I’oxygeéne par un électron et en présence d’un cofacteur, le NADPH. Cet anion est tres
instable et peut traverser la membrane plasmique (Mao et Poznanky, 1992). Les différentes

enzymes impliquées dans la production des ROS sont :

- la NAD(P)H oxydase et d'autres enzymes d'oxydation localisées dans les
cellules phagocytaires, les fibroblastes, les cellules musculaire lisse et les cellules
endothéliales (Halliwell et Cross 1994) ;

- la xanthine oxydase qui catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine
ainsi que 1’oxydation de la xanthine en acide urique;

- les cycloxygénases et les lipoxygénases impliquées dans la synthése des
leucotri¢nes et des prostaglandines, qui ont des fonctions dans la médiation de I’inflammation
et la régulation de la tonicité vasculaire et 1’activation des plaquettes sanguines; certains
d'entre eux sont capables de participer au phénomene de 'oxydation des LDL (Stocker ef al.,
1991) ;

- les oxydes nitriques synthases qui synthétisent I’oxyde nitrique, un radical libre
présent dans la circulation sanguine ;

- les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et celles de
la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie (Cai et Harrison, 2000). Les
réactions d’auto-oxydation de certaines molécules actives comme les catécholamines,
tétrahydrofolates, quinones, ou les flavines produisent aussi des radicaux libres capables

d’initier des réactions oxydatives (Halliwell et Cross, 1994).
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3.3. Role physiologique des espéces réactives

Les espeéces réactives générées par les cellules vasculaires ont longtemps été
considérées comme des produits toxiques. Cependant, il est apparu plus récemment que les
ROS, lorsqu’elles sont formées en faibles concentrations, elles protegent, régulent la cellule et
permettent de maintenir une certaine homéostasie de I’état redox de 1’organisme. Lorsqu’elles
sont produites dans un compartiment cellulaire spécifique, elles peuvent participer au
fonctionnement de certaines enzymes, intervenir dans la défense immunitaire, agir en tant que
second messager cellulaire, ou bien intervenir dans des voies de transduction du signal et ainsi

réguler les fonctions cellulaires (Griendling et al., 2000 ; Dikalov et al., 2011).

3.4. Les cibles des dérivés actifs du dioxygéne

3.4.1. Les cibles lipidigues

Les acides gras polyinsaturés représentent les cibles privilégi¢es des ROS radicalaires
en raison de leurs hydrogenes bis-allyliques facilement oxydables. Plus l'acide gras présente
des insaturations, plus il est susceptible d'étre peroxydé, c'est a dire dégradé par un processus

oxydant non enzymatique.

3.4.1.1. La peroxydation non enzymatique

La lipoperoxydation non enzymatique est un processus oxydatif portant
essentiellement sur les acides gras insaturés. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes:
la phase d’initiation, la propagation et la terminaison. La phase d’initiation consiste en la
formation d'un radical d'acide gras R’ a partir d'un acide gras RH par départ d'un atome
d'hydrogéne (H'). Cette désydrogénation peut étre provoquée par une molécule oxydée sous
forme radicalaire tel que HO" ou HOO'. Le radical lipidique R subit ensuite un réarrangement
moléculaire pour donner un radical avec une structure de diéne conjugée, plus stable, qui peut
réagir avec une molécule d'O, et former un radical peroxyle (ROOQO’). Ce radical est
suffisamment réactif pour amorcer une nouvelle désydrogénation a un AGPI voisin,
propageant ainsi la réaction. L'hydroperoxyde lipidique ROOH formé au cours de la réaction
peut également étre oxydé en présence de fer ferreux Fe’™ ou d’ions cuivrique Cu®™ et
entrainer la formation d'alcanes volatiles rapidement éliminés au cours de la respiration

(Favier, 2003) ou des aldéhydes comme le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal
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(4-HNE). Ces agents alkylants trés puissants peuvent former des adduits avec les protéines,
les acides nucléiques et les lipides. L attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes
ou les phospholipides membranaires. L’oxydation des lipoprotéines circulantes aboutit a la
formation des LDL oxydés qui peuvent étre captés par les macrophages et former des dépots
lipidiques responsables de la formation de la plaque d’athérome, tandis que 1’attaque des
phospholipides membranaires modifie la fluidit¢é de la membrane et perturbe le
fonctionnement des récepteurs et transporteurs se trouvant a leur surface (Favier, 2003). La
réaction en chaine peut étre heureusement interrompue (phase de terminaison) par
l'association de deux radicaux libres et la formation d'un composé stable ou le plus souvent

par la réaction du radicalaire avec une molécule antioxydante.

3.4.1.2. La peroxydation enzymatique

Les acides gras polyinsaturés sont libérés des phospholipides membranaires grace a
des phospholipase A et subissent une réaction enzymatique de lipooxygénases ou de
cyclooxygénéase pour former, en combinaison avec 1’oxygene, des hydroperoxydes d’acides
gras (Delarue, 2000). Le mécanisme de la formation de ces hydroperoxydes et leurs fonctions

biologiques ont été détaillés précédemment dans le chapitre 2 (paragraphe 2.3.4).

3.4.2. Les cibles non lipidiques

La production excessive de radicaux libres est responsable de Iésions directes de
plusieurs autres molécules biologiques (I'ADN, les protéines et les glucides). Les dommages
médiés par le stress oxydant au niveau de I’ADN sont de cinq types : ’oxydation des bases, la
formation des sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures des brins et des

pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002).

L’oxydation des protéines passe par I’ajout d’un groupement carbonyl sur la protéine
(Levine, 2002). Ces groupements carbonyl peuvent étre générés soit par oxydation directe des
acides aminés, soit par conjugaison avec des produits de peroxydation lipidique ou encore par
glycation. Ces modifications conformationnelles induisent des pertes de fonctions et stimulent

I’activité protéolytique du protéasome (Levine, 2002).
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3.5. Le role du stress oxydatif dans le développement des maladies cardiovasculaires

Une production importante des ROS dans les cellules conduit a des perturbations qui
se répercutent au niveau tissulaire. Plusieurs études ont montré 1’implication des ROS dans
I’installation et le développement de certaines pathologies, notamment la dysfonction
endothéliale, I’hypertension artérielle, 1’athérogénése, le diabéte, 1’obésité et 1’hyper-
agrégation plaquettaire (Coulon, 2004 ; Furukawa et al., 2004 ; Mueller et al., 2005). Des
études in vivo et in vitro ont montré, dans le cas d'hypertension, que la formation en exces des
especes réactives de I’oxygene et de 1'azote est associée a la formation de 1ésion vasculaire et
a des défauts fonctionnels (Zafari et al., 1998 ; Wattanapitayakul et Bauer, 2001). Dans le cas
de I’athérosclérose, la 15-lipoxygenase est impliquée dans l'oxydation des LDL dans les
premiers stades de ’athérogénese (Kuhn ef al., 1994), alors que 'oxydation non enzymatique
de I’acide arachidonique devient plus importante dans les derniers stades de la formation de la
plaque fibreuse (Kuhn et al., 1994). Ensuite, des éléments thrombogeénes de la plaque sont
libérés et activent les plaquettes circulantes. Il en résulte la formation d’un thrombus par la
cascade de I’activation des plaquettes sanguines (Sorg, 2004). Coulon (2004), a montré que
I’accumulation du 12-HpETE, hydroperoxyde lipidique majeur des plaquettes, est responsable
a ’hyperfonctionnement plaquettaire observé dans certaines situations physiopathologiques

telles que le diabete et le vieillissement.

3.6. Le systéme de défense antioxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de pathologies qui ont un impact
élevé sur la santé des populations. Il est souvent initié et propagé par une surproduction d'O,”

et de H,O, et par leur conversion en de puissants oxydants qui sont trés dommageables pour
les cellules. Cependant, en guise de protection, les cellules possédent des systémes de défense
endogenes enzymatiques et exogenes non-enzymatiques qui, de maniere générale, suffisent a

renverser le stress oxydant résultant du métabolisme aérobie et appelés antioxydants.

Un antioxydant désigne toute substance, qui quand elle est présente en des
concentrations faibles, comparées a ceux d'un substrat oxydable, retarde de facon
significative, ou empéche, l'oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 1995 ;
Gutteridge et Halliwell, 2000). Les antioxydants biologiques sont des substances qui

protégent les systémes biologiques contre les effets délétéres possibles des processus ou
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réactions engendrant une oxydation excessive (Ostrakhovitch et Afanas'ev, 2001 ; Boldyrev,

2005).

Pour assurer sa défense contre les attaques de radicaux libres, 1'organisme possede
deux grands systémes de protection : les enzymes détoxifiantes et des antioxydants non
enzymatiques intra et extracellulaires qui interviennent selon un ordre hiérarchique (Buettner,

1993).

3.6.1. Les antioxydants enzymatiques

3.6.1.1. Les superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD sont des métallo-enzymes catalysant I’¢limination par dismutation de 1’anion
superoxyde avec comme produit le peroxyde d'hydrogéne, composé stable et moins toxique,

et I’oxygene moléculaire selon la réaction suivante : (Krinsky, 1992)
20," +2H" — 0, + H,0,

Elles constituent une premiere ligne de défense trés efficace en empéchant
I'accumulation cellulaire de superoxyde. Le peroxyde d'hydrogéne généré peut étre
ultérieurement catabolisé par la catalase et les glulathion peroxydases. Trois isoenzymes ont
été décrites chez le mamiferes (Fridovich, 1995) catalysant la méme réaction mais différent
par leurs poids moléculaire: SOD a cuivre/zinc présente dans le cytoplasme, la SOD a
manganese présente dans les mitochondries et une SOD extracellulaire caractérisée au niveau

de la Lymphe et du plasma: c'est aussi une SOD a cuivre/zinc.

3.6.1.2. La catalase

La catalase est une protéine héminique présente principalement dans les peroxysomes
[riches en oxydases génératrices de peroxyde d'hydrogene (H,O,)] et les hématies. Cette
compartimentation l'empéche d'étre un accepteur pour I'H,O, formé dans le cytosol et les
mitochondries. Son role dans ['élimination de I'H,O, peut étre limité dans certaines
conditions; elle sert d'appoint & l'action de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et catalyse la

transformation de H>O; en oxygeéne et en eau.
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Ces catalases permettent de soustraire 1'H,O, a la réaction d'Haber-Weiss et d'éviter
ainsi la genese du radical hydroxyle. L'activité de la catalase est trés faible dans le myocarde

(Scholz et al, 1997).

3.6.1.3. Les Glutathion peroxydases

Les systémes enzymatiques liés au GSH s'aveérent une ligne de défense qui
complémente les catalases pour éliminer le H,O,. De plus, ils permettent l'élimination de
divers peroxydes lipidiques en leurs composés hydroxyles correspondants en utilisant du
glutathion ou des agents réducteurs équivalents (Gladyshev et al., 1999 ; Arthur, 2000)

comme co-substarts. La réaction mise en jeu est la suivante:

GPx
H,0, + 2 GSH > 2 H,0O + GSSG

Plusieurs types de GPx ont été décrits:

. Deux GPx intracellulaire, la GPx1 ou cGPx pour l'enzyme cellulaire
cytosolique et la GPx4 ou PHGPx (Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxydase)
spécifique des hydroperoxyde contenus dans les phospholipides.

. Une Gpx plasmatique ou GPx3.

. Une forme tissulaire spécifique gastro-intestinale ou GPx2.

3.6.2. Les molécules antioxydantes

Dans le paragraphe précédent a été présenté le fait que les antioxydants enzymatiques,
endogenes, sont absolument essentiels pour maintenir la vie cellulaire optimale. Cependant,
expos¢ a un nombre de facteurs de risque, provoquant le stress oxydatif, (alcool,
médicaments, froid, infections, mal nutrition, toxines, radiations...) le systéme de protection
enzymatique seul est insuffisant pour neutraliser le stress oxydatif, dans ce cas, la protection
dépend de 1'adéquation de certaines substances qui ont la propriété de piéger et de détruire les
ROS. 1l s'agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme (glutathion,
acide ascorbique): hydrosolubles, ou dans les membranes cellulaires (a-tocophérol,

caroténoides): liposolubles.
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3.6.2.1. Antioxydants liposolubles

. Vitamine E: regroupe l'ensemble des différents tocophérols (la molécule de
tocol constituant la structure de base), et différents tocotriénols (Feki et al., 2001). Elle est
constituée d'un noyau 6-chromanol sur lequel est fixée une chaine phytyle entiérement saturée
ou insaturée pour le tocotriénols. Les différentes formes de Vitamine E représentent une
activité antioxydante relativement similaire, cependant 1'organisme préfere I'a-tocophérol qui
est l'isomére le plus abundant. Les différents tocophérols (a, B, d, y) se distinguent entre eux
par le nombre et la situation des groupements méthyle fixés sur le cycle phénolique. La chaine
aliphatique confére a la Vitamine E sa liposolubilité et permet son incorporation dans les
membranes cellulaires. La Vitamine E n’est synthétisée que dans les plantes. Parce que 1’étre
humain n’est pas capable de synthétiser sa propre Vitamine E, celle-ci doit étre apportée par
I’alimentation. Elle est présente dans les huiles végétales, les pépins, le germe de blé. Les
huiles végétales (huile de tournesol, huile d’argan, huile d’olive) représentent une source
importante de cette molécule antioxydante naturelle. L'activité antioxydante de la Vitamine E
intervient par sa capacité a pieger les radicaux peroxyles et alkoxyles en interrompant la
propagation de la chaine des réactions radicalaires. Les travaux de Wu et al. (2005) ont
montré que la Vitamine E joue ainsi un rdle clé dans la disponoibilit¢ de I'ARA en régulant
l'activité de la PLA; cytosolique.

. Les carotenoides: sont des composés pigmentés présents dans certains fruits et
légumes. Les caroténoides, dont la vitamine A, forment une grande famille de polyénes
conjugués pigmentaires aux capacités antioxydantes similaires a celle des tocophérols. Ils sont
d'excellents piégeurs d'espéces radicalaires (peroxyles et oxygeéne singulet) grace a leur

systéme conjugué de doubles liaisons (Krinshy et Yeum, 2003).

3.6.2.2. Les antioxydants hydrosolubles

. La Vitamine C (acide ascorbique): apportée par l'alimentation chez

I'Homme, est présente dans la cellule au niveau du cytoplasme et des lysosomes. Elle peut
directement agir avec les ROS comme HO et O, et former le radical semidéshydroascorbate

peu réactif, qui est rapidement oxydé en acide déshydroascorbique. La Vitamine C inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la Vitamine E. Cependant, a forte dose et

en présence de quantités importante de fer, elle peut devenir pro-oxydante.
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. Le Glutathion: un tripeptide qui joue un rdle important comme antioxydant
endogéne et dans le maintien de 1'équilibre d'oxydo-réduction. En situation de stress oxydant,
son role protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de cosubstrat des GPx
et des GSH-S-transférases. Mais, il fait aussi 1'objet d'interactions synergiques avec d'autres
composants dy systéme de protection antioxydant comme la Vitamine C, la Vitamine E et les

SOD.
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4. Le syndrome métabolique

4.1. Définition

Le syndrome métabolique associe des anomalies morphologiques, physiologiques et
biochimiques qui évoluent en fonction du temps, prédisposant le sujet atteint a des
complications cardiaques, notamment 1’athérosclérose. Décrit dans la premicre partiec du
XX sigcle, sa définition et sa sémantique ont évolué en fonction des connaissances, avec
d’une part une caractérisation précise du « syndrome X » par Reaven, en 1988 qui regroupait
pour la premiére fois sous un méme terme un ensemble d’altérations représentant des facteurs
de risque cardiovasculaires incluant une résistance a I’insuline, une hyperinsulinémie, une

intolérance au glucose ou un diabete, une hypertension artérielle et une hypertriglycéridémie.

Depuis, plusieurs définitions (Tableau III) se sont succédées, qui mettent chacune en
avant des paramétres différents, 1’hyperinsulinémie, 1’obésit¢é androide ou encore
I’insulinorésistance. Parmi les nombreuses définitions proposées, deux, trés différentes, font
référence : celle de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (revue en 1999) et celle du
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) (2001).

Tableau III: Définitions du syndrome métabolique

e b

Organisation Mondiale Diabete de type 2 ou tolérance au glucose diminuée

, aF
de la Santé Au moins 2 des 4 anormalités suivantes :

(Alberti et Zimmet,
1998)

Obésité : IMC > 30 ou ratio taille/hanche > 0,9 pour les
hommes et > 0,85 pour les femmes

Dyslipidémie : TG > 1,7 mM ou HDL < 0,9 mM

- Hypertension : PA > 160/90 mm Hg

Microalbuminurie : taux d’excrétion d’albumine > 20 mg/min

National Cholesterol Au moins 3 des 5 anomalies suivantes:
- Obésité¢ abdominale : tour de taille > 102 cm chez ’homme et
88 cm chez la femme
Adult Treatment Panel - Hypertriglycéridémie : TG > 1,7 mM
- HDL < 1 mM chez ’homme et 1,3 chez la femme
(ATP) I11 (2001) - Hypertension : PA > 130/85 mm Hg
- Glycémie a jeun > 6,1 mM

Education Program’s
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American Heart Au moins 3 des 5 anomalies suivantes:
- Obésité abdominale : tour de taille > 102 cm chez I’homme et
88 cm chez la femme

(Grundy et al., 2004) - Hypertriglycéridémie : TG > 1,7 mM
- HDL < 1 mM chez ’homme et 1,3 chez la femme
- Hypertension : PA > 130/85 mm Hg
- Glycémie a jeun > 5,6 mM

Fédération Obésité abdominale : tour de taille > 94 cm chez I’homme et 80

cm chez la femme

Association

Internationale du n

Diabete Au moins 2 des 4 anormalités suivantes :

. - Hypertriglycéridémie : TG > 1,7 mM
(Alberti et al., 2005) - HDL <1 mM chez I’homme et 1,3 chez la femme
- Hypertension : PA > 130/85 mm Hg
- Glycémie a jeun > 5,6 mM
Définition unifiée Au moins 3 des anormalités suivantes :

- Obésité abdominale : dépendante des populations et des pays

{ECl e 2L, - Hypertriglycéridémie : TG > 1,7 mM
- HDL <1 mM chez ’homme et 1,3 chez la femme
- Hypertension : PA > 130/85 mm Hg
- Glycémie a jeun > 5,5 mM

4.2. Epidémiologie du syndrome métabolique

La suralimentation et la sédentarit¢ sont les deux principaux facteurs a 1’origine du
syndrome métabolique et I’augmentation de leur incidence explique la prévalence croissante
du syndrome métabolique. Les données disponibles a 1’échelle mondiale indiquent que 20 a
30% de la population adulte présente un syndrome métabolique (Grundy, 2008). La
prévalence de ce syndrome augmente de facon continue en paralléle avec la prévalence
croissante de 1’obésité. 1l touche 10 % des adultes en France, et sa prévalence croissante
(Huang., 2009) en fait un enjeu majeur de santé publique. Toutefois, la prévalence varie selon
la définition utilisée, ’age de groupe <¢tudié, la localisation géographique et les

caractéristiques de la population étudiée.

En 2003, ’OMS estimait a 171 millions le nombre de personnes adultes atteintes de
syndrome métabolique dans le monde, soit 2,8 % de la population. Les données
épidémiologiques obtenues en utilisant les différentes définitions montrent que le syndrome

métabolique est trés fréquent, il touche environ une cinquiéme de la population adulte, il
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affecte de la méme fagon des deux sexes et les différents groupes dans les pays développés et

les pays en voie de développement.

4.3. Physiopathologie du syndrome métabolique

L’insulino-résistance semble présente le cceur des anomalies liées au syndrome
métabolique parce qu’elle prédispose au diabéte de type 2, aux dyslipidémies qui lui sont
associées et a un état pro-inflammatoire, elle n’est toutefois pas directement corrélée a
I’hypertension. En revanche, 1’obésité représente le facteur important dans 1’étiologie du
syndrome  métabolique,  contribuant a  D’hyperglycémie,  I’hypertension et
I’hypercholestérolémie (Stern et al., 2004). Les troubles du métabolisme des lipides sont,
quant a eux, a ’origine de 1’accumulation de graisse viscérale associée a un exces d’acides
gras libres provenant d’une lipolyse élevée dans le tissu adipeux ; la recapture et le stockage
d’acides gras libres au niveau hépatique entretient 1’évolution du syndrome métabolique en
favorisant la résistance périphérique a I’insuline, la production de VLDL et la
néoglucogenese. Ces perturbations du métabolisme des acides gras provoquent également un
dysfonctionnement endothélial a 1’origine du processus d’athérogenéese (Lau ef al., 2005). Au-
dela de ses roles de stockage de lipides neutres et de source d’acides gras, le tissu adipeux est
un organe endocrine et paracrine qui secréte de nombreuses protéines, les adipokines (TNFa,
IL6, adiponectine, leptine...), qui jouent un role majeur dans ’homéostasie énergétique et
I’inflammation vasculaire, et constituent probablement le lien moléculaire entre obésité et

syndrome métabolique : un tel lien pourrait étre a I’origine de nouvelles cibles thérapeutiques.

Dans la partie suivante, le role de chaque pathologie dans le développement et les

complications du syndrome métabolique seront traités.

4.3.1. Syndrome métabolique et la résistance a [’insuline

La résistance a I’insuline se définit comme étant une diminution de la réponse des
tissus cibles a I’hormone, nécessitant des concentrations plus importantes que la normale pour

qu’elle exerce son activité.

L’insuline a trois tissus cibles majeurs: le foie, le muscle et le tissu adipeux. L’action

de linsuline est médiée par son récepteur tetramérique exprimé sur les cellules de ces tissus.
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La fixation de I’insuline sur son récepteur, a activité tyrosine kynase, permet de déclencher
une série de réactions, notamment la phosphorylation des résidus tyrosines situés sur des
protéines intracellulaires cibles de type IRS 1-6 (insulin receptor substrate). Les protéines
IRS, une fois phosphorylés, vont recruter d’autres protéines comme la phosphatidyl inositol 3
kinase (PI3K) qui va phosphoryler des lipides membranaires. Cette phosphorylation va
permettre I’activation de la phosphatidyl-inositol dependant kinase I (PDK I), qui a son tour
va activer la protéine kinase C et la protéine kinase B. Ces deux protéines vont permettre la
translocation a la membrane plasmique des vésicules intracellulaires portant les transporteurs

de glucose insulino-dépendant (GLUT).

Les mécanismes moléculaires de 1’insulino-resistance sont encore mal connus.
Plusieurs mécanismes ont été proposeés, tels que : la production de I’insuline inactive, des
mutations au niveau du récepteur de l’insuline et ses protéines substrats, ’action des
antagonistes de 1’insuline, mais les défauts de signalisation post-récepteur paraissent étre la
cause majeure de I’insulino-résistance au niveau des tissus cibles (Meshkani et Adeli, 2009).
Des études menées sur des souris IRS-1 KO ont montré I’insulino-résistance chez ce modéle,
avec une glycémie normale (Tamemoto et al., 1994). Cependant, le modele de souris IRS-2
KO développe une hyperglycémie chronique due a une insulino-résistance au niveau
hépatique et une défaillance de la sécrétion de I’'insuline par les cellules B-Langherans
(Withers et al., 1998).

Le foie, un organe cible de I’insuline, joue un rdéle important dans le maintient de
I’équilibre énergétique de 1’organisme. L’insulino-résistance au niveau hépatique pourra donc
avoir des conséquences majeures sur la balance énergétique et le métabolisme lipidique. Au
niveau hépatique, I’insuline agit en inhibant la néoglucogenese et la glycogénolyse tout en
favorisant le stockage de glucose sous forme de glycogeéne (Boden, 2004). Chez les sujets
diabétiques, une baisse de I’efficacité de I’insuline au niveau hépatique est observée
conduisant a un exces de production de glucose. En outre, I’insulino-résistance se traduit aussi
par une dérégulation de la synthese et du stockage hépatique des triglycérides. Les personnes
atteintes de syndrome métabolique et/ou de diabéte de type 2 présentent des taux élevés
d’acides gras libres au niveau hépatique en raison d’une diminution de I’effet inhibiteur de

I’insuline sur la production et la sécrétion des VLDL (Taghibiglou et al., 2000 ; Kraegen et

53



Chapitre 4 : Le syndrome métabolique Rappels bibliographiques

al., 2001). De plus, I’action de la LPL (Lipoprotéine Lipase) chargée d’hydrolyser les

triglycérides contenus dans les VLDL est diminuée chez les sujets obeses (Taskinen, 2003).

4.3.2. Syndrome métabolique et dyslipidéemies

Le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique sont caractérisés par une trés grande
fréquence des anomalies lipidiques (Laakso, 1996). Il est observé des anomalies quantitatives
et qualitatives des lipides (Verges, 2005). Les principales anomalies quantitatives sont
I’hypertriglycéridémie et la baisse du HDL cholestérol. Les anomalies qualitatives
comprennent essentiellement des VLDL de grande taille, un enrichissement des LDL et HDL
en triglycérides, une oxydation des LDL et, en cas de diabéte, une glycation des

apolipoprotéines.

Lorsque les LDL sont en nombre important dans l’organisme, elles ne sont plus
catabolisées correctement, ce qui prolonge leur durée de vie dans la circulation. Elles
deviennent plus sensibles a I’oxydation par radicaux libres. Ce changement de composition
(lipides oxydés) et de forme des LDL permet leur élimination par les macrophages et par

conséquent, la formation des cellules spumeuses qui se déposent sur la paroi artérielle.

Lors d’un syndrome métabolique, 1’hypertriglycéridemie peut s’expliquer d’une part
par I’augmentation de la production hépatique des VLDL, et plus particulie¢rement des VLDL
a grande taille. Celle-ci semble étre liée chez les personnes atteintes du syndrome métabolique
et les diabétiques de type 2 a I’excés d’acides gras libres au niveau hépatique et a une
résistance a I’effet inhibiteur de 1’insuline sur la production et la sécrétion des VLDL (Figure
11) (Taghibiglou et al., 2000). Par ailleurs, 1‘hypertriglycéridémie pourrait étre due au
ralentissement du catabolisme des VLDL chez les personnes diabétiques de type 2. D’apres
Taskinen et al. (1992) ’activité de catabolisme de 1’enzyme lipoprotéine lipase sur les VLDL

diminuerait chez les personnes diabétiques et obeses.

La diminution des HDL en charge du transport du cholestérol retrouvée chez les
personnes atteintes du syndrome métabolique et du diabétiques de type 2, est liée a
I’accroissement de son catabolisme. D’aprés Verges (2007), 1’augmentation du catabolisme
des HDL-C serait expliquée pour 43% a la réduction de I’adiponectine, hormone sécrétée par
le tissu adipeux et pour 19% a I’enrichissement des HDL-C en triglycérides. Méme si les
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mécanismes d’action de 1’adiponectine ne sont pas encore bien connus, sa diminution dans le
syndrome métabolique pourrait directement intervenir dans 1’accélération du catabolisme du
HDL-C. En effet, les études de Verges (2007) ont montré une forte corrélation négative entre
le catabolisme des apolipoproteines A-1 des HDL et le taux plasmatique de 1’adiponectine.
L’augmentation des lipoprotéines riches en triglycérides (VLDL principalement) chez les
personnes atteintes du syndrome métabolique et les diabétiques de type 2 accroit I’activité de
la protéine transfert des triglycérides (la Cholesteryl Ester Transfer Protein) entrainant
I’enrichissement en triglycérides des HDL et des LDL. Il s’en suit une augmentation de
I’activité catabolique de la triglycéride lipase hépatique, expliquant la diminution des HDL et

I’apparition des petites et denses LDL (Felber et al., 1987).

Tous ces mécanismes sont a l'origine d’un profil lipoprotéinique hautement
athérogene avec des VLDL enrichies en esters de cholesterol, des LDL petites et denses et

une diminution des HDL qui vont étre facilement éliminées de la circulation.

Glucose T
FFA —

apoB-100 T
VLDL 1

” Intestinal Tract i, l : LPL/HL
. | CETP |
apoB-48 1 TG
chylomicron {————2 —
S —

Catabolism
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Figure 11 : Principales anomalies lipidiques au cours du diabéte de type 2 (Wu et
Parhofer, 2014). apoB : apolipoprotéine ; CE : cholesrteryl ester ; CETP . cholesterol ester
transfert protein ; FFA : acides gras libres ; HDL : lipoprotéine a haute densité ; HL : lipase
hépatique ; LDL : lipoprotéine a basse densité; LPL : lipoprotéine lipase,; TG :
triglycerides ; TGRL : lipoprotéine riche en triglycéride.
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4.3.3. syndrome métabolique et [’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est prise en compte dans de nombreuses définitions du
syndrome métabolique. I’hyper-insulinémie résultant de la résistance a I’insuline peut rendre

compte des mécanismes physiopathologiques conduisant a I’hypertension.

Trois mécanismes, agissant probablement en synergie, sont proposés pour expliquer
I’augmentation de la pression artérielle induite par I’insulino-résistance et 1’augmentation de
I’adiposité: ’activation du systéme nerveux adrénergique, 1’altération du passage ionique
transmembranaire, et la stimulation de la réabsorption tubulaire de sodium (De Fronzo et al.,

1991).

4.3.4. Syndrome métabolique et stress oxydant

Le stress oxydant est également un facteur de I’apparition d’une insulino-résistance. Il
a ainsi €té montré qu’un stress oxydant inhibe la captation du glucose dans le muscle et le
tissus adipeux via GLUT 4 (Ogihara et al., 2004). Récemment, I’implication des ROS en tant

que facteur causal de I’insulino-résistance a été clairement établie (Houstis et al., 2006).

Une ¢élévation de la concentration en insuline, en AGL et/ou en glucides dans le sang
augmente la production des ROS, induit un stress oxydant, et active les voies métaboliques
génératrices des ROS, ce qui en retour aggrave a la fois ’action et la sécrétion d’insuline, et,
de ce fait, accélere 1’installation du diabete de type 2 (Figure 12). Enfin, ’attaque radicalaire
modifie la transcription des transporteurs du glucose, et la teneur en GLUT-1 est augmenté
alors que celle en GLUT-4 est réduit (Bloch-Damti et Bashan, 2005). L’activation de la PKC
par des ROS pourrait aussi étre impliquée dans 1’insulino-résistance. L’activation de la PKC
entraine une phosphorylation des résidus sérine/thréorine des IRS, conduisant a I’inactivation
des récepteurs hormonaux (Berti ef al., 1994 ; Shulman, 2000 ; Yu et al., 2002) et, inhibant
ainsi la transmission du signal insulinique et la capture cellulaire du glucose qui en découle
(Kahn, 1992 ; Shulman, 2000; Yu et al, 2002). La capacit¢ des ROS a oxyder et
endommager I’ADN, les protéines et les lipides ne serait donc pas le seul mécanisme en cause
dans la toxicité¢ des ROS, puisque ces derniers seraient aussi capables de fonctionner comme
des messagers secondaires et ainsi d’induire des voies de signalisation cellulaires redox-
sensibles. L’activation de ces voies de signalisation a ét¢ mise en cause dans I’insulino-
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résistance, la diminution de sécrétion de I’insuline et les dommages cellulaires responsables
des complications cliniques du diabéte. Ainsi, la production des ROS, induite par 1’élévation
de la glycémie et I’hyperlipidémie, joue un rdéle clé dans I’insulino-résistance et le
dysfonctionnement des cellules B-pancréatiques, par leur capacité a induire 1’activation des

voies de signalisation redox-sensibles.
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Figure 11 : Stress oxydant et insulino-résistance, les bases moléculaires
impliquées (Evans et al., 2005).

4.3.5. Syndrome métabolique et inflammation

De nombreux ¢léments ont montré que l'activation chronique de voies pro-
inflammatoires dans des tissus cibles & I’insuline peut favoriser 1’obésité et la résistance a
l'insuline. Des niveaux élevés de cytokines ou molécules inflammatoires comme le TNF-a,

I’IL-6 et la CRP ont été retrouvés chez des sujets insulino-résistants et diabétiques de type 2
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(Shoelson et al., 2006 ; De Luca et al., 2008). En outre, les teneurs de TNF-a sont élevés dans
les tissus adipeux et le sang de rongeurs obeses et la neutralisation du TNF-o améliore la
sensibilité¢ a I'insuline chez ces animaux (Hotamisligil et al., 1993). Par ailleurs, les acides
gras, ’hypoxie du tissu adipeux, le stress au niveau du réticulum endoplasmique, et certaines
cytokines peuvent initier des réponses pro-inflammatoires par l'activation des voies de
signalisation de type c-Jun N-terminal Kinases (JNK). Ces serine kinases phosphorylent les
facteurs de transcription AP1, ce qui active la transcription d’une série de geénes impliqués
dans la réponse inflammatoire et, aboutit a une diminution de la sensibilité a l'insuline. En
effet, la déficience ou l'inhibition de JNK1 prévient la résistance a 1'insuline dans différents

modeles murins (Arkan et al., 2005 ; Solinas et al., 2007).

4.3.6. Syndrome métabolique et stéatose hépatiqgue

Dans le cas du syndrome métabolique, la présence d'une stéatose soit simple, soit
associée a des signes de fibrose, d'inflammation et de nécrose pouvant évoluer vers la
cirrhose, est une observée fréquemment. Cette stéatose a ¢té individualisée sous le terme de
NASH (non alcoholic steato-hepatitis). La physiopathologie de la stéatose reste mal connue.
L'accumulation des triglycérides intra-hépatocytaires résulte d'un déséquilibre entre les
capacités de synthése des triglycérides (soit a partir du glucose par la voie de lipogenése soit a
partir des lipoprotéines circulantes) et les capacités d'oxydation des acides gras dans
I'hépatocyte. L'état d'hyper-insulinémie résultant de l'insulino-résistance et d’hyper-
triglycéridémie pourrait étre responsable en partie de ce déséquilibre métabolique. Alors que
la stéatose simple est un état réversible considéré comme bénin, son évolution vers la fibrose
et la cirrhose conduit & une détérioration de la fonction hépatique qui devient irréversible

(Figure 13) (Ratziu et al., 2000).
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Figure 13 : Mécanisme hypothétique de I’interaction entre insulinorésistance du tissu
adipeux et développement de la stéatose hépatique (Ferre et Foufelle, 2010).

4.3.7. Syndrome métabolique et hyperactivité plaquettaire

Le role des plaquettes sanguines dans le développement des maladies
cardiovasculaires, notamment 1’athérosclérose a ¢ét¢ détaillé précédemment. Dans le cas du
syndrome métabolique les plaquettes sanguines présentent une hyperactivité a laquelle
contribuent divers facteurs. Il a en effet ét¢ démontré que l'insuline in vivo diminue
I’interaction entre les plaquettes et le collagéne. Cet effet bénéfique est absent chez le sujet
obése (Westerbacka ef al., 2002). L hyper-leptinémie présente chez le sujet obése, augmente
I’agrégation plaquettaire (Konstantinides et al., 2001). La dysfonction endothéliale favorise
I’activation plaquettaire de méme que la dyslipidémie typique du syndrome métabolique. Il a
été démontré que le niveau des VLDL typiquement ¢levés dans le syndrome métabolique
induit la libération par les plaquettes de thromboxane A, (Englyst et al., 2003). Les LDL
oxydés ont un role primordiale dans I’hyperactivité des plaquettes Une étude a montré que
I’incubation des plaquettes des sujets sains avec les LDL des patients diabétiques augmente

I’activité plaquettes (Calzada et al., 2013).
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4.4. Le rdle de I’alimentation comme facteur déterminant dans le développement du

syndrome métabolique

L’incidence du syndrome métabolique a augmenté a un rythme spectaculaire au cours
des dernieres décennies dans les pays occidentaux et les pays en voie de développement. Les
raisons de cette situation sont complexes, mais le mode de vie moderne et la diminution de
I’activité physique sont soupgonnés d’avoir joué un role majeur (Zimmet et al., 2001). Les
maladies métaboliques induites par une alimentation riche en graisses et/ou en sucres raffinés,
constituent aujourd’hui un probléme de santé¢ publique majeur. Il est important de souligner
qu’un apport en lipides élevé est associ¢ a une augmentation des risques cardiovasculaires. Au
cours des derni¢res décennies, la proportion de la population touchée par I'obésité et les
maladies métaboliques qui lui sont associées (diabete, dyslipidémie, etc.) a augmenté de
maniere importante dans la majeure partie du monde. Cette augmentation rapide ne pouvant
correspondre a des modifications génétiques seules, la cause doit étre cherchée dans des
changements environnementaux. La sédentarité¢, une alimentation riche en graisses ou en
sucres simples sont parmi les causes envisageables. Une augmentation de consommation de

lipides est effectivement observée au cours de la derniére partie du XX™™ siécle.

4.4.1. Le role d’un régime riche en lipides sur [installation du syndrome

métabolique

Le réle de la qualité et de la quantité des lipides dans le développement des facteurs de
risques associés au syndrome métabolique est actuellement bien établi. La premicre
conséquence visible d'un régime hyper-lipidique se manifeste par une surchage pondérale
pouvant aller jusqu'a 1'obésité. Les régimes alimentaires contenant plus de 30 % des apports
énergétiques sous forme de lipides entrainent en effet le développement d'une obésité chez les
rats, les souris, les chiens et les primates, d & une augmentation de la prise calorique (West et
York, 1998 ; Hill et a/, 2000). Ainsi, des rats Wistar soumis pendant 4 semaines a un régime
compos¢ de lipides comptant pour 60 % des calories totales, ont une masse corporelle 20 %
supérieure a celle des rats soumis a un régime standard (< 12 % de lipides) (Bartness et al.,

1992).

D’autres études ont montré que la nature des graisses consommeées a un impact plus

important sur le risque cardiovasculaire que la quantité totale de matieres grasses. En effet, les
60



Chapitre 4 : Le syndrome métabolique Rappels bibliographiques

résultats de la “Nurses Health Study* ont révélé que l'apport total en maticres grasses n'était
pas associé¢ a un risque accru de maladies cardiovasculaires (Hu et al., 1997). Cependant, en
¢tudiant seulement les acides gras saturés, ils ont démontré que ce type de matieres grasses
était corrélé positivement au risque de développer certaines pathologies. Chaque
augmentation de 5 % de l'apport énergétique provenant des acides gras saturés est associée a
une augmentation de 17 % du risque de maladie coronarienne (Hu et al., 1997). D’autres
études ont démontré que 1’ingestion chronique d’acides gras saturés est associée a une
altération des voies intracellulaires régulant I’action de I’insuline dans différents tissus comme
le muscle squelettique et le foie (Shulman, 2000 ; Yki-Jarvinen, 2001). De plus, il a été
rapporté que la consommation d’acides gras saturés est associ¢e a une diminution de sécrétion
de I’insuline par les cellules B pancréatiques, induisant ainsi une hyperglycémie (Yki-
Jarvinen, 2001). D’autre part, il a ét¢ démontré qu’une alimentation riche en acide gras saturés
entraine également une augmentation des taux plasmatiques du cholestérol total et du LDL-C
(Kris-Etherton et al., 1997). Par ailleurs, d’autres études ont également mis en évidence une
augmentation importante des taux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires TNF-a
(+56 %) et IL-6 (+75 %), apres ingestion d’un repas hyper-lipidique riche en acide gras
saturés (Nappo et al., 2002). L’ensemble de ces études nous montre que la consommation
d’acides gras saturés représente un ¢lément clé dans le développement des facteurs de risques
cardiovasculaires en augmentant la cholestérolémie et 1’inflammation, ce qui peut participer

au développement prématuré de 1’athérosclérose.

L'accumulation des triglycérides, issus d’un régime hyperlipidige, dans le tissu
adipeux stimule la lipolyse et augmente ainsi la concentration en acides gras libres dans le
sang (Nurjhan et al., 1992 ; Lewis et al, 2002). Cette teneur accrue d'acides gras libres
plasmatiques provoque alors de nombreux désordres métaboliques dont : i) une dyslipidémie
et une stéatose hépatique, ii) une perturbation du métabolisme glucidique et une diminution de
la sensibilité a l'insuline dans les tissus cibles, conduisant a la mise en place d'une résistance a
cette hormone, iii) une diminution de I'élimination de l'insuline, aggravant 1'hyperinsulinémie

et, 1ii1) un dysfonctionnement des cellule B-pancréatiques (Reaven, 1988 ; Lewis ef al., 2002).

Une consommation excessive de lipides va donc induire un déséquilibre du contenu
plasmatique en acides gras libres et favoriser I'hyperglycémie. Ces désordres métaboliques ont
pour conséquence, une augmentation du stress oxydant dans les tissus cibles (Paolisso et al.,
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1996 ; Bakker et Gibbons, 2000 ; Rosen et al., 2001 ; Brownlee, 2001 ; Bonnefont-Rousselot,
2002 ; Evans et al., 2005). La teneur accrue d'acides gras libres plasmatiques s'accompagne
d'une accumulation d'acyl-CoA a chaine longue (LC-CoA) dans les tissus, due a une altération
de l'oxydation des lipides (Prentki et Corkey, 1996 ; Laybutt ef al., 1999 ; Perez-Carreras et
al., 2003). Différentes études montrent que les LC-CoA inhibent I'ANT “Adenine Nucleotide
Translocator®, entravant I'entrée d'ADP dans la mitochondrie (Paulson ef al., 1984). La faible
concentration en ADP intra-mitochondriale ralentit alors le processus d'oxydation
phosphorylante avec pour conséquence une diminution de la respiration mitochondriale et une
augmentation de la production de ROS (Boveris et Chance, 1973 ; Korshunov ef al., 1997 ;
Barja, 2002). Dans le muscle squelettique et le foie de rats soumis a un régime hyperlipidique,
la respiration mitochondriale (état 4 et 3) est ainsi diminué¢e comparativement a celle de rats
nourris avec un régime standard (lossa et al., 2000 ; lossa et al., 2003). Cette diminution de la
capacité d'oxydation phosphorylante est également révélée par la réduction de I'expression de
genes des différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (complexe I, 11, I1I et
IV) ainsi que de leur activité (Simoneau et al., 1999 ; Perez-Carreras et al., 2003 ; Sparks et

al., 2005).

Parallélement, la concentration élevée en glucose plasmatique due a ’augmentation
des teneurs en acides gras libres plasmatiques, active la glycolyse et stimule 1'oxydation du
pyruvate qui s'accompagne d'une augmentation du potentiel redox (NADH/NAD+), et donc
de la production de ROS. Une étude a montré que ’incubation des cellules endothéliales
aortiques dans un milieu hyperglycémique (30 mM de glucose) augmente de 3 fois la
production de ROS par rapport aux mémes cellules incubées dans un milieu
normoglycémique (5 mM de glucose) (Nishikawa ez al., 2000). De plus, il est admis que la
surproduction mitochondriale de ROS induite par la dyslipidémie et l'hyperglycémie
déclenche une cascade de réactions amplifiant le niveau de stress oxydant a travers
I'augmentation : i) de I'auto-oxydation du glucose, ii) de la glycation des protéines, iii) de la

la voie des pentoses phosphates.

Différentes études ont montré que les ROS favorisent 1'auto-oxydation du glucose et la
glycation des protéines (Wolff et Dean, 1987 ; Hunt ef al., 1988). Mais ils alterent également
le métabolisme du glucose en inhibant la glycolyse par un rétrocontrole négatif sur la
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glycéraldehyde phosphate déshydrogénase (GAPDH) (Leverve, 2003). Cette diminution
d'activité de la GAPDH entraine une accumulation des trioses phosphates qui va augmenter la
formation d'AGEs (Advanced Glycation End) et de diacylglycérol (DAG) (Brownlee, 2001).
Les AGEs sont impliqués dans divers processus aggravant le stress oxydant, notamment
l'activation de la NADPH oxydase (Wautier ef al., 2001) et la peroxydation lipidique (Yan et
al., 1994). Le DAG, quant a lui, active différentes réactions en chaine dont celle de la PKC
qui, entre autre, stimule la NADPH oxydase (Inoguchi et al., 2000). Les résultats de
Nishikawa et al. (2000) confirment ce lien entre la production mitochondriale de ROS, la
glycation des protéines et l'activation de la voie PKC-dépendente. L'inhibition de la voie
glycolytique par les ROS décrite précédemment engendre également une accumulation du
glucose intracellulaire. Or, une concentration élevée de glucose active la voie des polyols
(Brownlee, 2001) et inhibe la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) qui est la
premiére étape de la voie des pentoses phosphates (Zhang et al., 2000). L'inhibition de la voie
des pentoses phosphates entraine également une réduction de la production de NADPH.
Ainsi, la quantit¢ de NADPH disponible pour régénérer le GSSG en GSH est largement
diminuée, réduisant considérablement le systtme de défense antioxydante non enzymatique
(GSH) (Paolisso et al., 1996 ; Lee et Chung, 1999 ; Maddux et al., 2001 ; Dincer et al., 2002).
Des diminutions en a-tocopherol (vitamine E) et en enzymes antioxydantes (GPx, GR et
Cu/Zn SOD, Mn-SOD) sont également observées (Dincer et al., 2002 ; Sreekumar et al.,
2002 ; Roberts et al., 2002 ; Aliciguzel et al., 2003).

La consommation d’un régime hyperlipidique, engendre des dégats cellulaires
comparables a ceux provoqués par les ROS, a savoir une augmentation de la peroxydation
lipidique, de 1'oxydation des protéines et des dommages de I'ADN (Paolisso ef al., 1996 ; Lee
et Chung, 1999 ; Sreekumar et al., 2002 ; Roberts et al., 2002 ; Evans et al., 2003).
Cependant, Ochoa et al. (2003) montrent que le degré de peroxydation lipidique dépend de la
composition lipidique du régime. La peroxydation lipidique est en effet plus marquée chez
des rats soumis a un régime riche en huile de tournesol (principalement constituée d'acides
gras polyinsaturés) que chez ceux nourris avec un régime riche en huile d'olive (acides gras
monoinsaturés). Ceci s'explique par le fait que la composition membranaire est modifiée en
fonction de la nature des acides gras proposés (Barzanti et al., 1994 ; Mataix et al., 1998 ;
Quiles ef al., 2001 ; Andersson et al., 2002 ; Ochoa et al., 2003). De ce fait, un régime riche

en acides gras polyinsaturés augmente le degré d'insaturation des membranes mitochondriales
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qui deviennent alors plus sensible aux attaques radicalaires (Ochoa et al., 2003). Le systéme
antioxydant semble également varier avec la composition lipidique du régime. Le contenu en
a-tocopherol (vitamine E) et l'activité¢ de la catalase sont en effet plus faibles chez les rats
soumis au régime riche en huile de tournesol qu'au régime riche en huile d'olive (Ochoa et al.,

2003).

Le régime riche en lipides modifie également la composition protéique des
membranes, l'augmentation des acides gras libres entrainant l'induction de la protéine
découplante 3 (UCP3) dans le muscle squelettique (Brun et al., 1999 ; Chou et al., 2001 ;
Schrauwen et al., 2001). Cependant, dans le muscle squelettique des personnes diabétiques,
les UCP3 sont diminuées de 50 % par rapport a celles de personnes seines (Krook et al., 1998
; Schrauwen et al., 2001). Sachant que les UCP3 sont reconnus pour améliorer 1'oxydation des
lipides et ainsi détoxifier les mitochondries en acides gras anioniques (Himms-Hagen et
Harper, 2001 ; Schrauwen et Hesselink, 2002 ; Hesselink et al., 2003), un défaut de leur
expression peut donc faciliter la production de ROS (Vidal-Puig et al., 2000) s'accompagnant

d'une peroxydation lipidique accrue.

De nombreuses études mettent en exergue une relation entre 'augmentation du stress
oxydant et le développement de la résistance a l'insuline (Figure 14) (Paolisso et al., 1996 ;
Ceriello, 2000 ; Maddux et al., 2001 ; Evans et al., 2005). Ceci se caractérise par des
altérations au niveau : i) des récepteurs a l'insuline et de ses substrats (IRS), ii) des
transporteurs du glucose stimulés par l'insuline (notamment GLUT-4 dans le muscle) et iii)
des fonctions des cellules B-pancréatiques. Plus précisément, 1'activation de la PKC entraine
une phosphorylation de résidus sérine/thréonine des IRS qui conduit a l'inactivation des
récepteurs hormonaux (Berti ef al., 1994 ; Shulman, 2000 ; Yu et al., 2002), inhibant ainsi la
transmission du signal insulinémique et la capture cellulaire du glucose qui en découle (Kahn,
1992 ; Shulman, 2000 ; Yu et al., 2002). Ceci est conforté par Maddux et al. (2001) qui
observent sur des myotubes L6 surexprimant GLUT-4 une inhibition du transport du glucose
stimulé par l'insuline apres exposition de ces cellules a un stress oxydant. Enfin, dans les
cellules B-pancréatiques, I'augmentation de la production de ROS induite par I'hyperglycémie
est associée a une diminution de la sécrétion de l'insuline (Maechler et Wollheim, 1999 ;
Sakai et al., 2003). Par ailleurs, les cellules B-pancréatiques ont un faible pouvoir antioxydant
avec des enzymes antioxydantes dont les activités sont de 70 % a 95 % inférieures a celles du
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foie, ce qui les rend plus vulnérables aux ROS (Tiedge et al., 1997 ; Robertson et al., 2003).
De plus, la diminution de GSH observée chez les sujets diabétiques peut contribuer a
l'altération de la sécrétion de l'insuline. En effet, la modification du rapport GSH/GSSG
plasmatique affecte la réponse des cellules-B (Ammon et al., 1989). Ainsi, une concentration
plasmatique élevée en acides gras libres et en glucose peut entrainer la destruction des cellules

B-pancréatiques (Evans et al., 2003).

. | NAPDH +——— | G6PDH
i : vaie des pentoses phosphates
lasuigssa| , { glucose
____________ / . « |1DaAG —=1 PKC -~ - =T NAPDH oxydase
===} napDH - . s
Ly K vaie de la PKC
1 NADH " Y -
1 fructose 4—"‘=-LI sorbitol . X 1
1 glycéraldéhyde-3-P =~ _ v
voie des polyols “==i f methylglyoxal - -~ -~ - -~ = | AGE
’
l CGAFDH glyeation des profeines ¢
1,3-diphosphoglyeérate 'y
:
' L
¥ ROS -.__ f
{ pyruvate e Py
Sais g
| t ijzes des macr l
| acides gras libres .____
s )

i e

b

|1 résistance & Pinsuline | | 1 dysfonctionnement des cellules p

o L8 =P
S

ﬂ { complications diabétiques |

Figure 14: Conséquence de la surproduction des ROS lors de la consommation
d’un régime hyperlipidique.

(— bleu): réactions induites par la dyslipidémie et ['hyperglycémie, (— rouge):
réactions induites par les ROS. (AGE): Advanced Glycation End ; (DAG): diacylglycérol;
(GAPDH): glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase, (G6PDH): glucose-6-phosphate
deéshydrogénase, (PKC): Pyruvate Kinase C.
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4.4.2. Le role d’un régime riche en sucre dans [installation du syndrome

métabolique

Depuis quelques années, la proportion de glucides dans 1’alimentation ne cesse
d’augmenter et plus particulierement celle en saccharose. Aux Etats-Unis, la consommation
de glucides est passée en 25 ans de 42,4 % a 49 % en kcal pour les hommes et de 44,8 % a
49,7 % en kcal pour les femmes, ceci s'accompagnant d'une diminution de la consommation
de lipides (d’environ 37 % a 33 %) (Griel et al., 2006). Or, un tel régime engendre des

désordres métaboliques associés au syndrome métabolique (Reaven, 1988).

Le sucre le plus utilisé dans la nutrition est le saccharose. Le saccharose est un
disaccharide constitué d'une molécule de glucose et d'une molécule de fructose ; et c'est le
fructose qui semble conditionner les désordres métaboliques. Cette spécificité¢ du fructose est
mise en évidence chez l'animal et plus précisemment chez le rat (Thoburn et al., 1989 ;
Thresher et al., 2000). Dans leur étude, Thoburn et al. (1989) comparent un régime contenant
35 % de fructose avec un autre contenant 35 % de glucose : apreés 4 semaines de traitement,
seuls les rats soumis au régime riche en fructose développent une résistance a l'insuline.
Thresher et al. (2000), quant a eux, comparent 4 régimes avec une composition en glucides
différente : un régime standard n'ayant comme source de glucides que de I'amidon, un régime
avec 68 % de saccharose, un régime avec 34 % de fructose + 34 % de glucose et un régime
avec 34 % de fructose + 34 % d'amidon. Aprées 5 semaines de traitement, le régime fructose +
amidon est capable de produire une intolérance au glucose similaire a celle induite par les
régimes saccharose et fructose + glucose. Ainsi, le fructose est bien le principal médiateur de

l'intolérance au glucose et de la résistance a 'insuline induite par le saccharose.

Le fructose est un hexose, de méme formule chimique brute que le glucose : C¢H 20g.
I1 différe du glucose par la présence d’un groupement cétone en position 2 de la molécule,

alors que le glucose présente un groupement aldéhyde en position 1.

Le métabolisme du fructose, a la différence de celui du glucose, est indépendant de
I’insuline jusqu’a son entrée dans ces deux voies métaboliques (Touati et al., 2005). Malgré la
parenté des deux molécules, le fructose suit des voies métaboliques tres différentes de celles
du glucose. Il est absorbé a travers la muqueuse digestive par un transporteur spécifique,

GLUT 5. Puis, il est presque complétement extrait par les tissus splanchniques ou ont lieu les
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¢tapes initiales de son métabolisme et, seule une portion négligeable parvient dans la
circulation systémique. Une faible proportion du fructose ingéré est métabolisée par la
muqueuse digestive et aboutit a la formation de lactate. L’importance de ce métabolisme
intestinal n’est pas connue chez I’homme mais représente 10-20 % du métabolisme total du
fructose chez ’animal. La majeure partie représentant les 80-90 % restants est métabolisée
dans le foie, ou le fructose est initialement dégradé en DHAP et GAD, pour étre ensuite soit
converti en glucose ou en glycogéne, soit encore transformé en acides gras et en triglycérides.
La synthese de glucose et de glycogene hépatique représente cependant la voie largement

majoritaire lors de conditions physiologiques (Mayes, 1993).

Le fructose présente deux caractéristiques métaboliques essentielles : 1) sa rapide
captation par le foie qui posseéde un systeme enzymatique trés actif pour le catabolisme du
fructose (fructokinase, aldolase B et triokinase), et ii) son entrée au niveau des triose-
phosphates en évitant I'étape de régulation de la phosphofructokinase (Mayes, 1993). Toutes
les voies métaboliques peuvent ainsi étre sollicitées mais c'est celle de la néoglucogenese qui
est particulierement activée (Pagliassotti et al., 1994 ; Bizeau et al, 2001a et 2001b ;
Commerford et al., 2002). Ce qui suggere que I'augmentation du stress oxydant observée lors
d'un régime riche en fructose serait liée, comme pour le régime riche en lipides, a une
augmentation de la concentration plasmatique en glucose. Cependant, malgré une
néoglucogenese stimulée, la glycémie est maintenue dans un premier temps, probablement
grace a I'augmentation de l'insulinémie. L'hyperglycémie ne s'installe qu'apres 15 semaines de
régime et semble €tre la conséquence d'une détérioration de la sécrétion d'insuline (Chicco ef
al., 2003). L'augmentation du stress oxydant durant les 15 premiéres semaines de régime riche
en saccharose/fructose ne peut donc étre attribuée a I'hyperglycémie. Comme pour le régime
riche en lipides, ce stress oxydant peut contribuer a la mise en place de la résistance a
l'insuline. Il suffit respectivement d'une semaine et de 2 semaines de régime a 68 % de
saccharose pour induire une insulino-résistance dans le foie puis dans le muscle squelettique
(Pagliassotti et al., 1996). Ce lien entre la résistance a 1'insuline et le stress oxydant induits par
le régime riche en saccharose/fructose est confirmé par différentes études utilisant la
metformine, un antidiabétique (Faure ef al., 1999 ; Srividhya et Anuradha, 2002). Les rats
soumis a un régime riche en fructose et traités a la metformine ont simultanément une
amélioration de leur sensibilité a l'insuline et de leurs défenses antioxydantes. De plus, il est

montré que, si la metformine n'a pas un pouvoir anti-radicalaire “ROS scavenger®, elle inhibe
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partiellement (- 40 %) le complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale permettant ainsi
de diminuer la production de ROS issue du flux inverse d'¢lectrons (El-Mir et al., 2000 ;
Batandier ef al., 2006 ). Par ailleurs, Horton et al. (1997) observent une absence de résistance
a l'insuline chez les rats femelles méme apres 8 semaines de régime riche en saccharose (68
%). Or, les rats femelles sont mieux protégés des effets pro-oxydants d'un tel régime que les
rats males probablement en raison de leur statut hormonal (Busserolles et al., 2002),
l'oestrogéne ayant un effet antioxydant de part sa similarit¢ de structure avec celle de la
vitamine E (en particulier par la présence d'un groupe hydroxyle) (Sugioka et al., 1987 ;
Mendelsohn et Karas, 1999). Enfin, il est montré que l'apport en vitamine E améliore les
systemes de défense antioxydante et la sensibilité a l'insuline chez les rats soumis a un régime

riche en fructose (Faure et al., 1997).

4.5. Approche nutritionnelle dans la prévention et le traitement du syndrome métabolique

La prise en charge du syndrome métabolique vise a réduire les facteurs de risque
associés a ce syndrome, et par voies de conséquences les risques d’apparition d’accidents
cardiovasculaires. Elle peut se faire de maniere globale en modifiant les habitudes de vie ou
bien de manicre plus spécifique en intervenant sur différents composants du syndrome

métabolique a I’aide de médicaments.

Il est conseillé aux personnes atteintes du syndrome métabolique de modifier leurs
habitudes de vie. Un régime alimentaire sain et la reprise d’une activité physique réguliere
sont des solutions efficaces pour le traitement du syndrome métabolique (Anderssen et al.,
2002). La demande se fait donc de plus en plus pressante envers la communauté scientifique,
qui est appelée a proposer des solutions nouvelles pour prévenir ces maladies, les traiter et
limiter leurs dommages. Dans ce contexte, les molécules bioactives issus d’animaux ou de
végétaux constituent une alternative trés prometteuse. La prévalence et I’incidence du diabéte
de type 2 liées a la dyslipidémie du syndrome métabolique augmentent de maniére tres rapide
a I’heure actuelle dans le monde entier. L’intégration de différentes stratégies et/ou produits
nutritionnels pourrait aider a prévenir et a gérer les composantes du syndrome métabolique.
En procurant une alternative accessible et peu cofliteuse par rapport aux médicaments, les
molécules bioactives pourraient jouer un rdle important sur la santé des populations. La

prévention repose sur 1’association de mesures diététiques visant a prévenir ou a réduire
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I’obésité et I’activité physique. Il est démontré que la perte de poids améliore la sensibilité a
I’insuline. Les travaux de Reaven (2005) ont montré qu’un des marqueurs pertinent, bien que
non parfait, de I’insulinorésistance et du risque cardiovasculaire pouvait €tre le rapport
TG/HDL (g/L) supérieur ou égal a 3. La perte de poids s’accompagne aussi d’une diminution
des teneurs en triglycérides et de la CRP, considérée comme un marqueur de risque
cardiovasculaire (Reaven, 2005). Les recommandations de 1’“American Heart Association‘
(AHA) concernant le traitement de la dyslipidémie au cours du syndrome métabolique sont de
réduire les teneurs en LDL cholestérol et en triglycérides, et enfin d’augmenter celles en HDL
cholestérol (Grundy et al., 2004).

Sur le plan diététique, la réduction de I’apport lipidique au profit de I’apport
glucidique (60 %) aggrave le syndrome métabolique (Reaven, 2005). L’alimentation que 1’on
peut recommander est celle de type méditerranéen qui a la particularité d’étre riche en acides
gras insaturés et de biomolécules actives telles que les antioxydants et les pigments.
Parallelement a la perte de poids (ou au maintien d’un poids normal) et a I’activité physique,
il a été montré que les acides gras polyinsaturés a longue chaine n-3 et n-6, essentiellement
contenus dans les aliments d’origine marine et dans certaines huiles végétales,
respectivement, ont une forte potentialité pour prévenir et traiter certains facteurs de risque du

syndrome métabolique.

4.5.1. Oméga 3 et 6 : nutrition et syndrome métabolique

Le syndrome métabolique résulte de déséquilibres quantitatifs et/ou qualitatifs des
apports énergétiques (surconsommation d'énergie, de glucides simples et d'acides gras
saturés) (Reaven, 2005). Quelques études ont évalué 1’'impact des facteurs sociétaux sur la
prévalence du syndrome métabolique. Ainsi, une alimentation riche en glucides et/ou en
lipides est associée a une augmentation du risque de syndrome métabolique (Park et al.,
2003). A l'inverse, certains nutriments, tels que les acides gras polyinsaturés n-3 et n-6, sont
bien connus pour leur capacité a prévenir et/ou améliorer les dérégulations métaboliques
associ¢es au syndrome métabolique (Vessby, 2003). C'est pourquoi les recommandations
concernant les apports nutritionnels sont non seulement une réduction de ’apport d'acides
gras saturés (< 12 % de l'apport énergétique total), mais aussi une augmentation de l'apport

des acides gras polyinsaturés n-3, conduisant a un meilleur équilibre entre les familles d'AGPI
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n-6 et n-3, et plus spécifiquement a un rapport entre les précurseurs, acide linoléique (18:2 n-

6) et acide a-linolénique (18:3 n-3) <5 (AFSSA, 2010).

4.5.1.1. Sources alimentaires d’acides gras oméga 3

Les principales sources alimentaires d’AGPI des séries n-3 sont d’origine végétale
(huiles végétales), mais aussi d’origine animale (chairs de poissons gras et produits de la mer)
Les AGPI n-3 ne dépassant pas les 18 atomes de carbone, tel que 1’acide a-linolénique (ALA)
sont principalement présents dans certaines huiles végétales telles que I’huile de soja, de
canola, de noix, et de lin (Li et al., 2003 ; Gunstone, 2007). Tandis que les AGPI a longue
chaine (20 atomes de carbone et plus) tels que les acides eicosapentaénoique (EPA) et
docosahexaénoique (DHA) sont principalement issus des poissons gras comme le saumon, le
hareng, le maquereau, les anchois et les sardines (Li ef al., 2002 ; Nichols, 2007), ou issus de
’utilisation, comme complément alimentaire, de certaines microalgues marines riches en EPA

et en DHA.

4.5.1.2. Effet de la consommation des huiles de poisson, comme source d’EPA

et de DHA sur les composantes du syndrome métabolique

L'intérét d'étudier 1'effet de la consommation des oméga 3 issus de I’huile de poisson
dans la prévention des maladies cardiovasculaires provient d'é¢tudes épidémiologiques
révélant une plus faible incidence de ces pathologies dans la population des Esquimaux du

Groenland consommant de grandes quantités de poissons et de mammiféres marins.

Les oméga-3 marins ont une potentialité indiscutable dans la prévention et le
traitement du syndrome métabolique par leur effet insulino-sensibilisateur (Delarue et al.,
2006), leur effet modulateur du stress (Accinni et al., 2006), leur effet hypotriglycéridémiant
(Chan et al., 2002, 2003 ; Faeh et al., 2005), leurs effets sur les processus d’athérogenése
(Seierstad et al., 2005) et, probablement aussi leur effet antihypertenseur (Dickinson et al.,
2006). Les données obtenues chez les Esquimaux reprenant une alimentation traditionnelle
riche en produits d’origine marine confortent I’intérét des oméga-3 d’origine marine pour
I’amélioration des parametres du syndrome métabolique et la prévention du diabete de type 2

La plupart des données physiopathologiques disponibles suggerent qu'un apport en oméga-3
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voisin de 2 g/j pourrait apporter un bénéfice sur les différents constituants du syndrome

métabolique.

L’introduction d’huile de poisson dans le régime alimentaire diminue
I’hypertriglycéridémie, la production de VLDL au niveau du foie, la stéatose et
I’insulinorésistance (Peyron-Caso et al., 2002 ; Rossi et al., 2005). La diminution de la
production des TG et de la stéatose résulte a la fois d’une diminution de la lipogenése de
novo, d’un accroissement de 1’oxydation hépatique des acides gras et d’une diminution de la
synthése et de I’exportation des VLDL. Les oméga-3 d’origine marine diminuent I’expression
des genes de la lipogenése de novo (acétyl CoA carboxylase, acides gras synthase, A9-
désaturase, enzyme malique, ATP citrate lyase), et de la glycolyse (L-pyruvate kinase) qui
génere de 1’acétyl CoA précurseur de la lipogenese de novo (Sampath et Ntambi, 2005).
L’augmentation de I’expression et de 1’activité des enzymes de 1’oxydation intra-hépatique
des acides gras, tels que la carnitine palmitoyl transférase 1 et 2 et oxydase réoriente les
acides gras vers leur oxydation aux dépens de leur ré-estérification en triglycérides. De plus,
les oméga-3 marins diminuent la production des VLDL en diminuant leur assemblage et leur
sécrétion (Baker et Gibbons, 2000). Le contrdle de la sécrétion par les oméga-3 marins

résulterait d’une inhibition de la synthése d’apo B100 et CIII.

Le métabolisme lipidique, mettant en jeu les voies de lipogencse, de désaturation-
¢longation des acides gras, de synthése des triglycérides et de sécrétion des VLDL, ainsi que
de B-oxydation et de cétogenése des acides gras, est régulé par les AGPI n-3 au niveau du foie
via la voie des récepteurs nucléaires “Peroxisome Proliferator-activated receptor (PPAR) et
“Sterol Response Element Binding Protein® (SREBP). Il a cependant été montré que les
oméga-3 répriment plus efficacement que les oméga-6 les voies de synthese des triglycérides
et d’assemblage des VLDL, réduisant ainsi la sécrétion de ces lipoprotéines dans la
circulation sanguine et le risque d’hypertriglycéridémie qu’elles représentent (Clarke, 2001).
Ainsi chez ’Homme, la consommation d’oméga-3 a longue chaine entraine une baisse
notable de la triglycéridémie, en particulier chez les sujets hyper-triglycéridémiques (Bays et
al., 2008).

Les dérivés oxygénés de I’ARA favorisent les processus de thrombose, d’allergie et

d’inflammation. De plus, ces dérivés sont synthétisés en plus grande quantité que ceux issus
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de la famille oméga-3 et possédent une grande efficacité biologique a des faibles
concentrations. L’ingestion d’un régime équilibré en AGPI oméga-3 a des effets bénéfiques
(1) en réduisant par inhibition compétitive I’incorporation de I’ARA dans les membranes
cellulaires ainsi que la syntheése de ses médiateurs bioactifs ; et (ii) en produisant des dérivés
oxygénés (issus de I’EPA ou du DHA), qui exercent des propriétés antagonistes a ceux issus
de ’ARA, ou sont biologiquement moins actifs. Ainsi 1’apport alimentaire en AGPI peut
avoir une influence sur I’incidence des maladies cardiovasculaires (athérosclérose, maladies
coronaires et maladies cérébrovasculaires) et inflammatoires (Barcelo-Coblijn et Murphy,
2009). Dans la population Inuit, ou la consommation de graisses animales se fait
exclusivement par I’apport d’animaux marins, trés riches en EPA et DHA, ’incidence de

maladies cardiovasculaires et inflammatoires est trés faible.

4.5.2. Les microalgues marines: une source potentielle d’ oméga 3

4.5.2.1. Généralites sur les microalgues

Au regard des phycologistes, le terme « algue » est utilisé pour désigner 1’ensemble
des végétaux possédant de la chlorophylle a et un thalle, appareil végétatif simple non

différencié en racines, tiges et feuilles (Lee, 1989).

Les microalgues sont définies comme des micro-organismes photosynthétiques
unicellulaires, de quelques dizaines a quelques centaines de micrometres. Elles sont ubiquistes
et ont colonisé la totalité¢ des écosystemes aquatiques d’eau douce et d’eau salée, des plus
extrémes (murs, sols, etc.) aux plus communs (océans, mers, lacs, ruisseaux, etc.). En étant a
la base de nombreuses chaines alimentaires (producteurs primaires), elles constituent un des
compartiments majeurs des écosystémes marins. Les cyanobactéries, bactéries
photosynthétiques, sont incluses dans cette définition bien qu’elles soient des organismes

procaryotes.

La classification des microalgues présentée dans le Tableau IV a été établie a partir
des données de De Reviers (2003), Andersen (2004) et Tomaselli (2004). Les micro-
organismes photosynthétiques sont séparés en deux groupes polyphylétiques : les Eucaryotes
et les Procaryotes. Les Cyanophytes ou «algues bleuesy, avec la classe des Cyanophycées,
constituent I’unique embranchement ou « phylum » du groupe des Procaryotes, tandis que le
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groupe des Eucaryotes est divisé en plusieurs embranchements tels que les Rhodophytes, les
Chlorophytes, les Dynophytes, les Cryptophytes, les Haptophytes, les Ochrophytes, etc. Le
groupe des Eucaryotes et les différents embranchements qui les constituent sont divisés en
plusieurs classes dont les principales sont les Rhodophycées, Chlorophycées, Dinophycées,

Chrysophycées, Pavlovophycées, Prymnésiophycées et Bacillariophycées.

Tableau IV : Classification des principales classes de micro-organismes

photosynthétiques
Groupes Phylums Classes Exemples d’espices
Procaryotes Cyanophytes Cyanophycées Microcystis sp., Spirnlina platensis
Rhodophytes Rhodophycées Porphyridinm cruentum
Chlorophycées (_.'fn’-:n'flﬂa sp.. Chlamydomonas sp.,
Chlorophytes Dunaliella sp., Scenedesmus sp.
Prasinophycées Tetraselmis sp.
Dynophytes

Dinoplvsis sp., Alexandvivm sp.,

Dinophycées i &
P Crypthecodinium cohmnii,

Dinoflagellées

Cryptophyies Crytophycées Cryptomonas sp.
Encaryotes e = z
Prymnésiophycées [sochrvsis galbana
Haptophytes : 5
Pavlovophycées Paviova lutheri
VT ; Skeletonema costatin,
rtes E Voées ;
Ochrophytes Bacillariophycées Odorials aarita
Heterokontophytes Chrysophycées _ Ochromonas sp.
= Xantophycées Monoduy subterraneous
Chrysophycophytes Eustigmatophycées Nannochloropsis sp.
Raphidophyeées Heterosigma sp.

4.5.2.2. Intérét des lipides des microalgues

4.5.2.2.1. Généralités

De par leur diversité taxonomique et biochimique, les microalgues représentent une
source potentiellement intéressante de composés ayant des applications dans les domaines de
I’alimentation, la santé, la cosmétique, I’environnement et les énergies renouvelables. Les
lipides, les protéines, les polysaccharides, les pigments et les enzymes représentent les

principales molécules d’intérét des microalgues.
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La production de lipides par les microalgues marines peut atteindre des rendements
par unité de surface supérieurs de 30 fois a ceux des oléagineux terrestres, pouvant représenter
plus de 30 a 80 % de leur poids de matiere séche dans certaines conditions (Chisti et al.,
2007). Les microalgues présentent également des teneurs élevées en AGPI-LC de la série n-3,
plus particulierement en EPA et DHA (Tableau V) (Volkman et al., 1989; Apt et Behrens,
1999).

Tableau V : Composition en acides gras (% des acides gras totaux) de quelques

especes de microalgues.

Odontella aurita (1) Chlorella Sp (2) Pavlova lutheri (3)
14:0 13,0 2,0 11,5
15:0 1,1 2,4 -
16:0 20,9 19,6 22,8
16:1 n-7 21,0 6,2 23,3
16:2 n-6 8,0 3,6 -
16:2 n-4 - 0,4 -
16:3 n-3 - 12 -
16:4 n-1 - 0,3 -
17:00 2,2 0,3 -
17:1 n-7 3,6 - -
18:0 1,4 33 -
18:1 n-9 2,0 5,7 4,2
18:1 n-7 - 1,6 -
18:2 n-6 1,3 11,8 -
18:3 n-6 0,6 0,3 -
18:3 n-3 0,6 223 -
18:4 n-3 - 0,1 4,5
20:4 n-6 - 0,5 -
20:5 n-3 25,6 1,3 14,7
22:6 n-3 2,5 - 6,8
Autres 4,1 6,3 12,2
l: (Braud, 1997); 2: (Renaud et al., 1999); 3: (Tonon et al., 2003)
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Ces acides gras essentiels sont bien connus pour leurs effets bénéfiques sur la sant¢ humaine
(Dyerberg et Bang, 1979; Babcock ef al., 2000; Din ef al., 2004; Bourre, 2007a et 2007b). De
nombreuses €tudes ont également montré I’'importance de la composition en acides gras des
microalgues fourrages en aquaculture (Brown et al., 1997; Harel et al., 2002; Knuckey et al.,
2002; Ponis et al., 2006a et 2006b). Les microalgues sont donc au cceur de nombreux projets
industriels comme source d’intérét nutritionnel du fait de leur richesse en oméga-3 (Apt et
Behrens, 1999 ; Ward et Singh, 2005 ; Spolaore et al., 2006 ; Cardozo et al., 2007), et
constituent de par leur teneur en lipides, des modéles biologiques de choix pour la production
de biodiesel (Chisti ef al., 2007). Aujourd’hui, dans I’agro-alimentaire, les lipides marins sont
principalement apportés sous forme d’huiles de poisson (Barnathan, 2007; Gunstone, 2007;
Nichols, 2007). L’accumulation de polluants, les problémes d’odeur et de gott, la diminution
des ressources halieutiques et la faible stabilité a 1’oxydation des huiles de poisson (Certik et
Shimizu, 1999; Barnathan, 2007), obligent les chercheurs a développer d’autres sources de

production d’huiles riches en AGPI telles que les microalgues (Ward et Singh, 2005).

4.5.2.2.2. Nutrition animale et humaine

De par leur composition biochimique, les microalgues sont capables d’améliorer le
contenu nutritionnel des produits alimentaires, et de jouer un role positif sur la santé humaine
et animale (Spolaore et al., 2006). Actuellement, les microalgues commercialisées comme
complément alimentaire sont principalement vendues sous la forme de tablettes, de gélules et
liquide (Becker, 2004). Elle peuvent également étre incluse de maniere directe ou sous la
forme d’extraits dans des produits alimentaires tels que les pates, les biscuits, le pain, les
confiseries et certaines boissons afin d’améliorer leur valeur nutritionnelle (Liang ef al.,2004).
En plus de leur utilisation dans la nutrition humaine, les microalgues peuvent étre incorporées
dans I’alimentation d’une large variété d’animaux, du poisson (aquaculture), aux animaux de
compagnie et de ferme (Spolaore et al., 2006). La premiére installation industrielle de
production de microalgues a été mise en service au Japon dans les années soixante (Muller-
Feuga, 1997). Il s’agissait de produire une microalgue verte, Chlorella, commercialisée
comme complément alimentaire (diététique) sous la forme de gélules. En 1974, la production
industrielle de la cyanophycée Spirulina, a également démarré au Mexique. Parallélement a
leur composition globale (protéines, glucides, lipides, acides aminés, vitamines), les
microalgues sont utilisées comme source de molécules a haute valeur ajoutée.
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Les lipides et les acides gras représentent certaines de ces molécules d’intérét majeur
impliquées dans la nutrition et la santé humaine et animale. En effet, les teneurs en AGPI,
EPA et DHA, sont particuliecrement élevées chez certaines microalgues (Volkman et al.,
1989). Depuis 1990, de nombreux organismes de santé recommandent 1’ajout de DHA dans la
formulation des laits infantiles (Spolaore et al., 2006). Dans cette optique, 1’entreprise Martek
Biosciences Corporation produit une huile riche en DHA (DHASCO, Martek, Colombia, MD,
Etats-Unis) a partir de la microalgue Crypthecodinium cohnii qui peut contenir 40-50 % de
DHA mais pas d’EPA (Jiang et al., 1999; Ward et Singh, 2005). En France, la microalgue,
Odontella aurita, a ét¢ agréée en novembre 2002, pour I’alimentation humaine, par I’AFSSA
(Agence Frangaise pour la Sécurité Sanitaire des Aliments). Elle est produite par 1’entreprise
INNOVALG (Bouin, France) pour sa teneur en EPA qui peut atteindre 35 % des acides gras
totaux (Braud, 1997). Les huiles riches en oméga 3 sont couramment employées dans la
supplémentation de I’alimentation des adultes (fromages, yaourts, pates a tartiner, etc.), des

animaux, et des produits utilisés en aquaculture (Spolaore et al., 2006).

4.5.3. L huile d argan comme source d’AGPI n-6

L’huile d’argan est extraite de ’amandon de 1’arganier «Argania spinosa L.» (Skeels)
qui est un arbre endémique du sud-ouest marocain. L’arganier est un arbuste épineux pouvant
atteindre six a huit métres de haut (Figure 15). Son aspect rappelle celui de I’olivier. Son tronc
est noueux, souvent formé de plusieurs tiges entrelacées ; la ramification commence a environ
un metre du sol. La floraison a lieu au mois de mai. Les fleurs hermaphrodites ont une couleur
jaune verdatre. Les fruits sont des drupes ovoides vertes, striées de rouge, de la taille d’une

grosse olive. Le noyau contient une seule amande oblongue (Figure 16).
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Figure 15 : L’arganier

Figure 16 : amandes d’arganier

L’analyse de la composition en AG de I’huile d’argan montre une prédominance des
acides oléique et linoléique. L’acide palmitique est I’AGS majoritaire. L’acide linolénique est
présent a moins de 0,25 %. D’aprés sa composition, I’huile d’argan est une huile de type
oléique/linoléique constituée de presque 80 % d’AGI. Une telle composition la rapproche de
I’huile d’arachide (par sa teneur en acides gras insaturés : 80 %) et de I’huile d’olive (par sa
teneur en acides oléique et palmitique). Cette composition intermédiaire entre I’huile d’olive
et I’huile d’arachide confére a I'huile d’argan une bonne absorption. La fraction
insaponifiable de [I’huile d’argan posséde des -caractéristiques physico-chimiques et
organoleptiques spécifiques, en particulier une odeur de noisette et une couleur brune. Elle
représente approximativement 1 % de la totalit¢ de I’huile. L’analyse qualitative et
quantitative de cette fraction a révélé la présence de tocophérols (a-tocophérol, B-tocophérol,
y-tocophérol et d-tocophérol), de stérols (spinastérol, schotténol), de carotenes, d’alcools tri-
terpéniques et de xanthophylles. La composition de I'huile d’argan peut présenter quelques

variations en fonction des conditions de culture et des méthodes d’extraction.
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4.5.3.1. Role nutritionnel de [’huile d’argan

L’huile d’argan est une huile d’excellente valeur alimentaire. Elle est consommée soit
fraiche ou cuite mais jamais dans les fritures. Sa composition particuliére (80 % d’AGI) lui
confere des valeurs nutritionnelles et diététiques intéressantes et ne pose aucun probléme de
digestibilité et d’absorption intestinale par I’organisme humain. Cette huile est aussi utilisée
pour les soins corporels, dans le traitement de 1’acné juvénile, de la varicelle et des
rhumatismes. Grace a ces propriétés hypocholestérolémiantes, elle est également indiquée en
prévention de D’athérosclérose. L’utilisation traditionnelle de 1’huile d’argan contre le
desséchement cutané et le vieillissement physiologique de la peau a motivé certains

laboratoires a 1’incorporer aux produits cosmétiques.

Bien que [I’huile d’argan soit connue depuis longtemps pour ses vertus
pharmaceutiques et nutritionnelles (Charrouf et Guillaume, 1999), les études réalisés sur cette
huile ont porté surtout sur ses propriétés physicochimiques (Charrouf et Guillaume, 1999 ;
Khallouki ef al., 2003 ; Hilali et al., 2005). Par ailleurs, 1’étude nutritionnelle réalisée in vivo
par Belcadi (1994), a montré que l'ingestion de I'huile d'argan conduit a une modification des
AGPI membranaires comparable a celle due a I'huile d'arachide. Récemment, des études
pharmacologiques ont été entreprises afin de valoriser 1’huile d’argan dans le domaine de la
prévention et du traitement des maladies cardiovasculaires et de 1’athérosclérose (Berrada et
al., 2000 ; Berrougui et al., 2003 ; Drissi et al., 2004 ; Berrougui et al., 2004 et 2006 ;
Derouiche et al., 2005, Haimeur et al., 2013). Une étude nutritionnelle réalisée sur des
modeles d’animaux hypertendus, a montré que le gavage quotidien des animaux avec de
I’huile d’argan, a raison de 5ml /kg /j durant 8 semaines, diminue significativement les
pressions artérielles systolique et diastolique (Berrada et al., 2000). Cet effet hypotenseur est
associ¢ a une diminution du taux de cholestérol total et des LDL et a une augmentation des
HDL plasmatiques. Une autre étude nutritionnelle conduite chez le rat a eu pour objectif de
rechercher I’effet d’une consommation réguli¢re d’huile d’argan sur le profil lipidique et
lipoprotéique plasmatique (Mahmoud et al., 2012). D’autres ¢tudes ont montré que I’ingestion
d’huile d’argan, a raison de 1ml/ 100g/ j pendant 7 semaines, diminue de 37 % le cholestérol
total, de 68 % les LDL et de 31 % les triglycérides plasmatiques, tandis que le taux des HDL
reste inchangé par rapport au groupe témoin (Berrougui et al., 2003). Une étude clinique
conduite par Drissi et al. (2004) chez des sujets sains a montré que 1’ingestion d’huile d’argan
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(15g/j) réduit significativement la susceptibilit¢ des LDL a 1’oxydation et le taux de
cholestérol total comparé au groupe non-consommateur. Ces auteurs ont suggéré que grace a
teneur en antioxydants, 1’huile d’argan protege les LDL contre 1’oxydation qui représente une
étape clé dans I’athérosclérose. L’huile d’argan a ainsi montré son effet bénéfique sur la

prolifération des thymocytes chez le rat (Benzaaria ef al., 2006)

4.6. Model d’étude du syndrome métabolique

Le recours a des modeles expérimentaux simplifiés mimant les différents désordres
physiopathologiques est une nécessité pour étudier le syndrome métabolique et ses
complications graves, ainsi que pour tester des nutriments pouvant avoir un effet bénéfique

sur ces désordres.

Les études visant la mise au point des modeles adéquats du syndrome métabolique
chez I’animal ont abouti a différents types de modeles obtenus essentiellement chez le rat.
L’exploitation de ces modeles de syndrome métabolique apporte des confirmations en faveur
de I’idée selon laquelle les anomalies de 1’insulino-sécrétion et de la sensibilité a 1’insuline
seraient secondaires a une réduction plus ou moins marquée de la population des cellules 3 de
Langerhans du pancréas. L’installation du syndrome métabolique chez les mod¢les animaux
se fait soit spontanément soit par 1’administration des régimes enrichis en lipides ou en
fructose. Les rats nourris avec un régime riche en lipides constituent un modéle animal
satisfaisant de syndrome métabolique (Yokozawa et al., 2008). Le rat soumis a un régime
hyperlipidique est donc utilis¢ comme un modele animal pour la résistance a l'insuline et peut
étre considéré comme un modéle mimant de multiples facteurs de risque du syndrome
métabolique observés chez les humains (Bezerra et al., 2000). Les rongeurs sont largement
utilisés pour mimer les maladies humaines afin d'améliorer la compréhension des causes et la
progression des symptdmes de la maladie et pour tester le potentiel des interventions
thérapeutiques. Les maladies chroniques comme 1'obésité, le diabéte et 1'hypertension, sont a
l'origine de I’augmentation de la morbidité et de la mortalité. Un des modeles de rongeurs qui
se rapproche le plus pour la réalisation de ce critére est le rat male pour lequel une
dyslipidémie d’origine nutritionnelle est installée suite & la consommation de régimes riches

en glucides et/ou en lipides.
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En effet, ’utilisation d’un régime alimentaire a teneur élevée en graisse saturée et en
sucre raftiné (régime «high fat high sucrose ») chez le rat, représente un excellent modele
expérimental pour caractériser les effets d’un régime de type occidental sur la fonction
cardiovasculaire et le métabolisme. Ce régime, utilis¢é de fagon chronique chez des rats
normaux, entraine de 1’obésité¢ viscérale et de la résistance a I’insuline, et ce de fagon
indépendante (Kim et Nolte, 1999, Park et al., 2001). Il a aussi été¢ démontré que 1’utilisation
d’un régime semblable induit I’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-6. En
effet, des niveaux plus élevés de ces cytokines ont été¢ mesurés dans le tissu adipeux de souris
nourries avec un régime de type hyperlipidique (Perreault et al., 2001). Chez des rats
normaux, 1’utilisation a long terme d’un régime de type occidental a eu pour effet de réduire
la biodisponibilit¢ de 1’oxyde nitrique, consécutif au stress oxydatif engendré par la
production de ROS et d’induire des dysfonctionnements d’ordre endothéliale (Roberts ef al.,
2000, 2002a,b). D’autres études ont également démontré qu’un tel régime induisait chez le
rat, une réduction de la sensibilité corporelle totale a I’insuline accompagnée d’une
hyperinsulinémie, hyperglycémie, d’une augmentation de [l’activité du systeme nerveux

sympathique (Barnard et Roberts, 1998, Kim et Nolte, 1999, Park et al., 2001).

Quelques ¢études ont aussi rapporté une €lévation de la pression sanguine (Bunnag et
al., 1997, Kim et al,. 1999, Reil et al., 1999, Yoshioka et al., 2000, Park et al., 2001,
Wheatcroft et al,. 2003). En résumé, il existe un certain nombre d’évidence confortant I’idée
qu’un régime riche en lipide et/ou en saccharose induit chez le rat de nombreux éléments du
syndrome métabolique (Reil ef al., 1999, Roberts et al., 2002a). Par conséquent, ce modele
animal présente des caractéristiques physiopathologiques se rapprochant étroitement de celles
observées chez I’individu obése et insulinorésistant. Ce modele animal est donc tres pertinent
pour élucider les mécanismes de dysfonction endothéliale et vasculaires associés a la

résistance a I’insuline induite par le biais d’une alimentation du type occidentale.
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Matériel et méthodes

1. Matériel
1.1.  Réactifs

Tous les réactifs utilisés au cours de cette étude proviennent de Sigma Aldrich a
I’exception de ceux spécifiés ci-dessous. Le réactif de Bradford provient de la société Bio-
rad, France. La solution de collagéne provient de la société Chrono-log. Les kits de dosage
de I’insuline, du cholestérol et des triglycérides sont obtenus chez les sociétés Eurobio et
Biomérieux, France, respectivement. Le kit de dosage EIA du thromboxane B, provient de la

société Enzolife, France.

1.2.  Appareils

Balances

Centrifugeuses
Evaporateur rotatif
Lecteur de plaque ELISA
Sonicateur a sonde
Sonicateur a bain
Spectrophotometres
Chromatographe en Phase Gazeuse (CPG)
Agrégometres

pH-metre

Compteur des cellules
Microscope optique

Bain de sable

Bain marie

Microtome

Ultrathurrax
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2. Méthodes

2.1.  Expériences animales

Quatre différentes expériences nutritionnelles ont été menées au cours de cette
¢tude. La premicre expérience (expérience 1), a consisté a rechercher 1’effet nutritionnel
d’un lyophilisat d’une microalgue marine riche en EPA, Odontella aurita, supplémentée a
un régime standard R-112 (Scientific Animal Food & Engineering: SAFE, Augy, France)
a des doses croissantes, sur les parametres lipidiques ainsi que I’enrichissement des tissus
en AGPIL Une deuxieme approche (expérience 2) a ¢été ensuite développée en testant
I’effet de la dose 3 % de O.aurita, supplémentée au régime standard ou a un régime
hyperlipidique (HF;) (Scientific Animal Food & Engineering: SAFE, Augy, France) avec
un apport lipidique s’élevant a 25 %, sur la fonction plaquettaire, les parametres
lipidiques, I’enrichissement des tissus en AGPI et sur le stress oxydatif qui pourrait étre
induit par I’apport élevé de lipides dans le régime hyperlipidique. Dans la mesure ot nous
ne pouvions pas comparer le lyophilisat de O.aurita avec une huile, nous avions scindé
I’é¢tude comparative en deux expériences nutritionnelles séparées. Une troisieme
expérience (expérience 3) a ¢été effectuée dans le but de comparer les effets de la
microalgue avec 1’huile de poisson, une source habituelle de n-3, apportés comme
suppléments alimentaires a un régime hyperlipidique (HF,) avec un apport de lipides
s’élevant a 40 %, sur les différents parameétres évalués dans I’expérience 2. Cependant, la
derniére expérience animale (expérience 4) a consisté a comparer les effets de I’huile
d’argan, une source naturelle en AGPI de la série n-6, avec I’huile de poisson dans les

mémes conditions utilisés lors de I’expérience 3.

2.1.1. Animaux

Les rats utilisés au cours de cette étude sont des males de souche Wistar fournis
par le Centre d’Elevage Roger Janvier (CERJ, Le Genest Saint Isle, France). Les animaux,
issus de sevrage, sont répartis en cages collectifs par deux et placés dans un
environnement contr6lé en température et en lumiere (20°C, période jour/nuit 10h/14h).
Avant le démarrage de chaque étude nutritionnelle, une période d’adaptation de 3 jours est

effectuée, durant laquelle les rats ont été nourris par le régime standard R-112 utilisé
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comme régime témoin (Scientific Animal Food & Engineering: SAFE, Augy, France).
Les animaux ont eu acces a la nourriture et a 1’eau ad libitum. Apres la fin d’adaptation,
les animaux sont randomisés a des lots (n=6) de poids homogene en fonction de chaque
¢tude. Les différents lots de chaque expérience seront détaillés au fur et & mesure dans la

partie régimes.

2.1.2. Régimes
2.1.2.1.  Expérience 1

Apres la période d’adaptation, les rats ont été randomisés en 5 groupes et nourris
pendant 8 semaines avec les régimes suivants :

Le groupe témoin (T) : mis sous régime standard R-112 contenant (5 % lipides, 23
% protéines, 58 % glucides, 6% cellulose, 7 % minéraux et 1 % vitamines).

Le groupe OAIl: mis sous régime standard R-112 supplémenté avec 1 %
(poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita (Innovalg, Bouin, France).

Le groupe OA3: mis sous régime standard R-112 supplémenté avec 3 %
(poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita.

Le groupe OA9: mis sous régime standard R-112 supplémenté avec 9 %
(poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita.

Le groupe OA12: mis sous régime standard R-112 supplémenté avec 12 %
(poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita.

La composition des différents régimes utilisés dans cette expérience est détaillée

dans le tableau VI.
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Tableau VI: Composition détaillée des différents régimes testés au cours de ’expérience 1

Caséine 23 23 23 23 23
Amidon de mais 20 20 20 20 20
Glucose monohydrate 38 38 38 38 38
Cellulose 6 6 6 6 6
Saindoux 3 3 3 3 3

Huile de mais 1 1 1 1 1
Huile de colza 1 1 1 1 1
Minéral 205B SAFE 7 7 7 7 7
Vitamine 200 SAFE 1 1 1 1 1
Lyophilisat de O.aurita 0 1 3 9 12

Apport énergétique Kcal/Kg 3690 3715,5 3766,5 3919,5 3996

Le mélange Minéral 205B SAFE fournis dans les régimes est composé de (mg/kg de régime) : CaHPO, :
17,2 ; KCI: 4000 ; NaCl: 4000, MgO : 420 ; MgSO,: 2000 ; Fe,O;: 120 ; FeSO,7 H,O : 200 ; MnSO,7
H,0 : 98 ; CuSO,5 HO : 20 ; ZnSO,, H,0 : 80 ; CoSO,7 H,O : 0,1 ; KI : 0,3.

Le mélange Vitamine 200 SAFE fournis dans les régimes est composé de (par kg de régime) . rétinol :
39,6 IU ; cholecalciferol : 5000 1U ; thiamine : 40 mg ; riboflavine : 30 mg ; acide pantothénique : 140 mg ;
pyridoxine : 20 mg ; inositol : 300 mg ; cyanocobolamine : 0,1 mg ; acide ascorbique : 1600 mg ; choline :
2,720 mg ; acide folique : 10 mg ; acide p-aminobenzoique : 100 mg ; biotine : 0,6 mg.

2.1.2.2.  Expérience 2

Apres avoir testé les effets de différentes doses de la microalgue sur les paramétres
plasmatiques et 1’incorporation des AGPI n-3 au niveau tissulaire en présence d’un régime
standard, nous nous sommes intéressés par la suite, a étudier les effets de O. aurita sur
I’agrégation plaquettaire, les parametres lipidiques circulaires et hépatiques et sur le stress
oxydatif dans un modéle de dyslilpidémie induite par un régime hyperlipidique. Dans ce
contexte, 24 rats ont été randomisés en 4 groupes et soumis aux régimes suivants pendant 8
semaines :

Le régime témoin (T): correspond au régime standard R-112 normolipidique composé
de 5 % de lipides, 23 % de protéines, 58 % de glucides, 6 % de cellulose, 7 % de minéraux et
1 % de vitamines).

Le régime TOA: correspond au régime standard R-112 supplémenté avec 3 %
(poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita.

Le régime HF,: correspond au régime hyperlipidique avec un apport de lipides
s’élevant a 25 % comprenant 23 % de saindoux, 1 % d’huile de mais et 1 % d’huile de colza.

Ces deux derniers représentent 1’apport nécessaire en acides gras essentiels de la série n-6 et
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n-3. La composition du régime HF; est la suivante: 25 % lipides, 23 % protéines, 38 %
glucides, 6 % cellulose, 7 % minéraux et 1 % vitamines.

Le régime HF,OA: correspond au régime HF; supplémenté avec 3 % (poids/poids) de
lyophilisat d’O. aurita.

La composition des différents régimes utilisés dans cette expérience est détaillée dans

le tableau VII.

Tableau VII : Composition détaillée des différents régimes testés au cours de ’expérience 2

Caséine 23 23 23 23
Amidonde mais 20 20 8 8
Glucose monohydraté 38 38 30 30
Cellulose 6 6 6 6
Saindoux 3 3 23 23
Huile de mais 1 1 1 1
Huile de colza 1 1 1 1
Minéral 205B SAFE 7 7 7 7
Vitamine 200 SAFE 1 1 1 1
Lyophilisat de O.aurita 0 3 0 3

Apport énergétique Kcal/Kg 3690 3766,5 4690 4766,5

T : régime témoin ; TOA : régime témoin supplémenté avec 3 % de lyophilisat de O.aurita ; HF :
régime hyperlipidique ; HFOA : régime hyperlipidique supplémenté avec 3 % de lyophilisat de O.aurita.

2.1.2.3.  Expérience 3

Au cours de cette expérience, nous avons comparé¢ les effets d’O. aurita avec ceux de
I’huile de poisson, comme une source habituelle d’AGPI n-3, sur les différents paramétres
évalués dans I’expérience 2. Cependant, la qualité et la quantité de lipides apportés au régime
hyperlipidique utilisé dans cette expérience ont été changées, par rapport a I’expérience 2, afin
d’améliorer I’installation de la dyslipidémie. Vingt-quatre rats ont ét¢ randomisés en 4
groupes et soumis aux régimes suivants pendant 8 semaines :

Le régime témoin (T): correspond au régime normolipidique dont la composition est la
suivante: 7 % de lipides (5 % de saindoux, 1 % d’huile de colza et 1 % d’huile de mais), 23 %

de protéines, 56 % de glucides, 6 % de cellulose, 7 % de minéraux et 1 % de vitamines.
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Le régime HF,: correspond au régime hyperlipidique avec un apport en lipides
s’¢élevant a 40 % comprenant 5 % de saindoux, 1 % d’huile de colza, 1 % d’huile de mais,
auquel sont ajoutés 33 % d’huile de coprah hydrogénée comme une source riche en AGS.

Le régime HF,OA: correspond au régime HF, précédemment décrit, supplémenté avec
12% (poids/poids) de lyophilisat d’O. aurita.

Le régime HF,FO 0,5 %: correspond au régime HF, auquel sont ajouté¢ 0,5 %
(poids/poids) d’huile de poisson (Polaris, Pleuven, France) dont la composition est présentée
dans I’annexe.

Les régimes HF,0A et HF,FO ont été préparés en ajoutant au régime HF,, 12 % d’O.
aurita et 0,5% d’huile de poisson, respectivement, de telle sorte qu’on obtient les mémes
apports d’AGPI n-3 (EPA et DHA) dans ces deux régimes. La composition détaillée des

différents régimes utilisés au cours de cette expérience est présentée dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Composition détaillée des différents régimes testés au cours de I’expérience 3

Caséine 23 23 23 23
Amidonde mais 20 8 8 8
Glucose monohydraté 38 15 15 15
Cellulose 6 6 6 6
Saindoux 5 5 5 5
huile de coprah hydrogénée oAk 33 33 33
Lyophilisat de O.aurita otk otk 12 hoAk
huile de poisson oAk otk oAk 0,5
Huile de mais 1 1 1 1
Huile de colza 1 1 1 1
Minéral 205B SAFE 7 7 7 7
Vitamine 200 SAFE 1 1 1 1
Apport énergétique Kcal/Kg 3870 5440 5746 5485

T : régime témoin ; HF, : régime hyperlipidique ; HF,0A : régime hyperlipidique supplémenté avec 12
% de lyophilisat de O.aurita ; HF,FO 0,5% : régime hyperlipidique supplémenté avec 0,5 % d’huile de poisson.

2.1.2.4.  Expérience 4

L’expérience 4 a consisté a comparer les effets de I’huile d’argan avec ceux de I’huile

de poisson, sur les différents paramétres évalués dans les expériences 2 et 3. A cet effet, 24
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rats méles Wistar ont été randomisés en 4 groupes et nourris pendant 8§ semaines avec les
régimes suivants :

Le régime témoin (T): le méme régime témoin utilisé au cours de I’expérience 3.

Le régime HF;: le méme régime hyperlipidique utilis¢ dans 1’expérience 3.

Le régime HF,AO: correspond au régime HF, auquel les 5 % de saindoux ont été
substitués par 5 % d’huile d’argan (Argan oil company, Casablanca, Maroc).

Le régime HF,FO 5 %: correspond au régime HF, auquel les 5 % de saindoux ont été

substitués par 5 % d’huile de poisson (Polaris, Pleuven, France).

2.1.3. Manipulation sur [’animal

La prise alimentaire a été évaluée de manicre journalicre, et les rats ont été pesés deux
fois par semaine afin de suivre le gain du poids des animaux au cours de chaque expérience.
Apreés 8 semaines de régime, les rats ont été sacrifiés a jeun. Ils ont été anesthésiés par
administration par voie intrapéritonéale de 0,1 mL/100g de masse corporelle d’'un mélange
diazepam/kétamine 4v/3v. Le sang a ¢té ensuite prélevé au niveau de 1’aorte abdominale et
collect¢ dans des tubes en présence d’anticoagulant citraté. Les organes: foie, cceur, tissu
adipeux et cerveau sont ainsi prélevés, rincés dans du sérum physiologique, pesés et ensuite

conservés a -80 °C.

2.2. Etude clinique sur Peffet de ’huile d’argan sur le bilan lipidique, la

fonction des plaquettes et leur état rédox chez des patients dyslipidémiques

Une approche clinique chez ’homme a été développée afin d’étudier 1’effet de 1’huile
d’argan sur les paramétres lipidiques plasmatiques, 1’agrégation plaquettaire et le stress

oxydatif chez des patients dyslipidémiques.

2.2.1. Les patients

Cette étude a été réalisée sur des patients dyslipidémiques consultant le service
d’Endocrinologie, Diabétologie et Nutrition du Centre Hospitalier Universitaire Ibn Sina,
Rabat, Maroc. Le critére d’inclusion pris en compte était 1’augmentation du taux d’au moins

un des lipides athérogenes circulaires (cholestérol total > 2 g/L ; triglycérides > 1,5 g/L ;
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LDL-cholestérol > 1,5 g/L). En revanche, étaient exclus de I’étude tout patient présentant une
complication cardiaque, rénale ou hépatique; prenant des médicaments anti-agrégants
(aspirine, thiénopyridines) ou hypolipémiants (statines, fibrates), prenant un régime diététique
spéciale ou suivant une thérapie hormonale durant les 6 mois précédent I’étude. Les patients
¢taient informés de 1’objectif et du protocole de I’étude avant d’intégrer 1’étude. Leurs

habitudes nutritionnelles étaient également investigués a I’aide d’un questionnaire détaillé.

2.2.2. Protocole de l’étude clinique

Parmi 78 patients consultés, seulement 39 ont ¢ét¢ sélectionnés selon les critéres
d’inclusion et d’exclusion précédemment décrits. L’étude s’est déroulée en deux périodes
(Figure 17). La premicre correspond a la période de stabilisation, durant laquelle tous les
patients sélectionnés consomment 20 g/j de beurre au petit déjeuner pendant 2 semaines. Cette
période permet d’équilibrer I’apport lipidique individuel des patients avant de commencer la
période d’intervention. A la fin de la période de stabilisation, les 39 patients ont été répartis en
deux groupes: groupe témoin (T, 18 patients) et groupe argan (AO, 21 patients) pour ensuite
entrer en deuxieme période de 1’étude, la période d’intervention qui, elle, dure 3 semaines. Au
cours de cette période, le groupe témoin continue a recevoir les 20 g/j de beurre, cependant

chez le groupe AQ, le beurre a été remplacé par 25 mL/j d’huile d’argan.

((

N\

Groupe argan (25 mL d’huile d’argan / jour)

Phase d’intervention : 3 semaines

Phase de stabilisation: 2 semaines
20 g de beurre / jour

Groupe témoin (20 g de beurre / jour) y

\S

Figure 17: Protocole expérimentale de I’étude clinique. Les patients recrutés dans
I’étude consomment 20 g de beurre par jour dans leur petit déjeuner pendant 2 semaines: phase de stabilisation.
Apres, les 2 semaines de stabilisation, les patients sont randomisés en deux groupes, le premier (groupe argan,
21 patients) consomme 25 mL/j d’huile d’argan dans leur petit déjeuner pendant 3 semaines. Le deuxieme
groupe (groupe témoin, 18 patients) continue a recevoir les 20 g de beurre / jour dans leur petit déjeuner
pendant 3 semaines.
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2.2.3. Prélevements sanguins

Trois prélevements sanguins, par voie intraveineuse, ont été effectués au cours de cette
étude. Le premier a été fait avant la période de stabilisation, dans des tubes a sec apres 12 h de
jeun. Ces échantillons ont servi pour confirmer la dyslipidémie par une analyse du bilan
lipidique avant de commencer 1’é¢tude. Le deuxiéme prélévement a été effectué au début la
période d’intervention (c’est-a-dire a la fin de période de stabilisation). Le sang collecté au
cours de ce prélevement est réparti en 2 tubes différents. Le premier échantillon est collecté
dans un tube a sec pour servir a I’analyse du bilan lipidique avant I’intervention. Cependant,
le deuxiéme échantillon est collecté dans un tube en présence d’un anticoagulant citraté et
destiné a 1’isolement et I’analyse des plaquettes sanguins. A la fin de la période
d’intervention, un troisieme prélévement, identique au deuxieme, a été effectu¢ afin de
comparer les paramétres lipidiques et plaquettaires entre le début et la fin de la période

d’intervention.

2.3. Isolement des plaguettes sanguines

2.3.1. Chezlerat

Le sang est prélevé dans des tubes en plastique contenant 1’acide citrique, dextrose
(ACD) comme anticoagulant a raison de 9 volumes de sang pour 1 volume d’anticoagulant.
Les plaquettes sont isolées selon la méthode décrite par Mekhfi et al. (2004) avec
modification (Figure 18). Briévement, le sang prélevé est immédiatement centrifugé a 230 g
pendant 15 min a température ambiante. Les plaquettes sont ainsi séparées des autres
¢léments sanguins et retrouvées dans la partie supérieure du tube. Le plasma riche en
plaquette (PRP) est prélevé délicatement puis acidifié a pH 6,4 par I’ajout de quelques gouttes
d’acide citrique 0,15 M afin d’éviter I’agrégation spontanée des plaquettes. Le PRP est ensuite
centrifugé a 900 g pendant 15 min pour sédimenter les plaquettes en culot. Le surnageant,
plasma pauvre en plaquette (PPP) est récupéré et servi aux analyses plasmatiques. Le culot
plaquettaire est délicatement remis en suspension dans une solution tampon a pH 7,4 (NaCl:
137 mM, KCI: 2,6 mM, MgCl,: 0,9 mM, Glucose: 5,5 mM, Gélatine: 0,25 %, HEPES: 5 mM,
CaCly: 1,3 mM).
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230 g/ 15 min Prélévement 900 g / 15 min Suspension
. W bt " e,
dans tampon
f\/ HESPES

Culot plaquettaire Suspension de plaquettes
lavées

Figure 18: Différentes étapes de I’isolement des plaquettes chez le rat.
PRP : plasma riche en plaquettes ; G.R. : globules rouges ; PPP : plasma pauvre en plaquettes

2.3.2. Chez I’homme

Les plaquettes humaines sont isolées selon la technique de Lagarde et al. (1980), a
partir du sang des patients recueilli sur anticoagulant citrate, phosphate, dextrose (CPD)
(acide citrique: 15,6 mM, citrate de sodium: 89,4 mM, phosphate monosodique: 16,1 mM,
dextrose: 128,7 mM — pH 5,6), a raison d’un volume de CPD pour 7 volumes de sang. Les
¢chantillons de sang sont centrifugés a 200 g pendant 17 min a température ambiante. Le PRP
est prélevé puis acidifi¢ a pH 6,4 par 1’ajout de quelques gouttes d’acide citrique 0,15 M. Le
PRP est aussitdt centrifugé a 900 g pendant 12 min, le surnageant est éliminé et le culot
plaquettaire est repris dans une solution Tyrode-HEPES (NaCl: 137 mM, KCI: 2,7 mM,
NaHCOs: 11,9 mM, NaH,POy4: 0,41 mM, MgCl,: 1 mM, glucose: 5,5 mM, HEPES: 5 mM —
pH 7,3).

2.4.  Numération plaquettaire

Afin de reproduire les mémes signaux d’agrégation et de pouvoir les comparer, il est
impératif de travailler & une concentration constante des plaquettes dans la suspension. A cet
effet, une numération plaquettaire est réalisée a 1’aide d’un compteur de cellules (coulter)
(Beckman coulter, Villepinte, France), sur un aliquote de 100 pL de suspension de plaquettes
lavées. La concentration des plaquettes est ajustée a 5.10° cellules/mL, par addition d’un

volume calculé de la solution tampon.
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2.5. Mesure de agrégation plaquettaire

2.5.1. Principe

Le principe de I’agrégation repose sur une méthode turbidimétrique développée sur le
PRP par Born en 1962 (Born, 1962). La suspension plaquettaire présente une certaine
turbidité ce qui diminue la transmission d’un faisceau lumineux a travers cette suspension.
L’addition d’un agoniste de 1’agrégation dans les conditions d’agitation constante induit
I’agrégation des plaquettes et permet une augmentation de la transmission du faisceau
lumineux. Ce changement de transmission est détecté par une cellule photoélectrique et la

cinétique est retranscrite sur un enregistreur couplé a ce systéme.

2.5.2. Test d’agrégation plaquettaire chez le rat

Un volume de 225 pL de la suspension plaquettaire est introduit dans une cuve de
I’agrégometre APACT 4004 (LABIiTEC, Ahrensburg, Allemagne) en présence de 1,3 mM de
CaCl,. La suspension est incubée a 37 °C pendant 1 min sous une agitation continue a 1000
tr/min. L’agrégation totale (transmission du faisceau lumineux a 100 %) est calibrée sur la
solution tampon et le 0 % de transmission est réglé sur la suspension plaquettaire avant 1’ajout
de I’agoniste. L’agrégation est ensuite initiée en ajoutant I’ADP (5 uM) ou le collagene (5

ug/mL) a la suspension plaquettaire.

2.5.3. Test d’agrégation plaquettaire chez [’homme

Dans la mesure ou la quantité des plaquettes isolées a partir du volume de sang prélevé
ne permet pas de réaliser la totalité des analyses prévues, nous n’avons utilisé qu’un seul
agoniste, la thrombine, pour le test de I’agrégation plaquettaire chez ’homme. Un volume de
400 pL de la suspension plaquettaire est introduit dans une cuve de 1’agrégometre PACKS 4
(HELENA, Texas, USA). L’agrégation totale (transmission du faisceau lumineux a 100 %)
est calibrée sur la solution Tyrode-HEPES et le 0 % de transmission est réglé sur la
suspension plaquettaire avant 1’ajout de 1’agoniste. La suspension plaquettaire est incubée a
37 °C pendant 1 min sous une agitation continue a 1000 tr/min. L’agrégation est ensuite

initiée en ajoutant la thrombine 0,2 U/mL a la suspension de plaquette lavées.
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2.6. Dosage du thromboxane B,

> Principe :

Ce dosage immunoenzymatique (EIA) est basé sur la compétition, entre le TXB, dans
I’échantillon a doser et le TXB, couplé a une péroxydase alcaline, pour un nombre limité¢ de
sites de fixation sur un anticorps polyclonal anti-TXB, fixé sur un support solide. La
péroxydase (couplée au TXB,;) réagit avec son substrat chromogene, le tétraméthylbenzidine
(TMB) et le peroxyde d’hydrogeéne (Figure 19). Aprés une breéve incubation a la température
ambiante, la réaction est arrétée par acidification, et la coloration résultante de la réaction
enzymatique est mesurée par spectrophotométric & 405 nm. La coloration est inversement
proportionnelle a la quantité de TXB, contenue dans les échantillons. Une gamme étalon est

réalisée a I’aide d’une solution de TXB, de concentration connue.

(7 B\

Ac-
Anti
lapin

TXB,-peroxydase + TMP

k& Di 405 nm ))

Figure 19: Schéma récapitulatif du dosage de TXB,

> Dosage :

La concentration en TXB, des suspensions plaquettaires a été déterminée en utilisant
un kit de dosage EIA de commerce (Enzolife sciences, Exeter, GB). Les plaquettes sont
préalablement lysées par trois cycles de congélation/décongélation successives. 100 pL
d’échantillons dilués, ou de standards, sont déposés dans les puits appropriés, auxquels 50 pL.
d’anticorps anti-TXB; et 50 pL. de TXB;-peroxydase sont ajoutés. La plaque est incubée a
température ambiante pendant 2 h sous agitation oscillante. Le contenu de chaque puits est
ensuite aspiré et rincé 3 fois avec la solution de rincage fournie dans le kit. 200 pL de TMP

est ajouté, puis la plaque est incubée a température ambiante pendant 45 min sans agitation.
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Apres I’incubation, la réaction est finalement stoppée en ajoutant 100 pL de la solution stop
fournie dans le kit de dosage. La densité optique est alors mesurée a 405 nm dans un lecteur

de plaque ELISA.

2.7. Analyse de la composition lipidique

Les effets des différents régimes testés au cours cette étude, sur la modification de la
composition en acides gras des lipides totaux et des différentes classes de lipides (PL et LN)
ont été étudiés sur les organes prélevés (foie, coeur et tissu adipeux) ainsi que sur le plasma et

les plaquettes sanguines.

2.7.1. Extraction des lipides totaux

> A partir des organes

L’extraction des lipides totaux provenant d’organes est réalisée selon la méthode de
Folch et al. (1957). Un échantillon d’organe, de poids connu, est broyé a 1’aide d’un
ultrathurrax en présence d’un mélange de solution chloroforme/méthanol (2v/1v) a raison de
20 mL pour 1 g d’échantillon. Le butyl hydroxy-toluéne (BHT) a été ajouté au mélange
d’extraction a une concentration finale de 50 uM afin d’éviter I’éventuelle oxydation des
lipides. Pour permettre une meilleure extraction, le broyat est fermé sous flux d’azote et laissé
décanter une nuit a 4 °C. Aprés décantation, le broyat est filtré a 1’aide de papier filtre sans
cendres, et le filtrat ainsi obtenu est récupéré dans un ballon en Pyrex, et ensuite évaporé sous
vide partiel a I’aide d’un évaporateur rotatif Heidolph 94200 (Fisher Bioblock Scientific,
Illkirch, France). L’extrait sec ainsi obtenu est repris par 2 fois 1 mL de chloroforme, puis

transféré dans un tube a méthyler et conditionné sous azote.

> A partir du plasma

L’extraction des lipides totaux plasmatiques est réalisée selon la méthode décrite par
Delsal (1944). Apres décongélation des échantillons, une aliquote de plasma est prélevée puis
ajoutée goute a goute dans un tube a centrifuger en verre dans lequel a été introduit au

préalable 5 volumes d’un mélange formaldéhyde diméthylacétal/méthanol (4v/1v) et le BHT a
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une concentration finale de 50 pM, en agitant au vortex apres chaque adjonction. Le contenu
du tube ainsi obtenu est centrifugé a 725 g pendant 10 min. Un culot protidique se sépare du
surnageant qui représente la phase organique contenant les lipides. Le surnageant est recueilli
délicatement et placé dans un ballon en Pyrex. Une deuxiéme extraction est ensuite réalisée en
rajoutant 5 volumes du mélange d’extraction dans le tube a centrifuger. Le culot protidique est
cassé a I’aide d’une pipette pasteur, puis le contenu du tube est agité au vortex. Aprés une
nouvelle centrifugation a 1630 g pendant 10 min, le deuxieme surnageant obtenu est ajouté au
premier dans le ballon. L’extrait lipidique obtenu est évaporé sous vide partiel a I’aide d’un
évaporateur rotatif, ensuite 1’extrait sec est repris par 2 fois 1 mL de chloroforme et transféré

dans un tube a méthyler.

2.7.2. Séparation des classes lipidiques

Les extraits de lipides totaux provenant d’organes ou du plasma sont fractionnés en 2
échantillons de volumes égaux, le premier sert a 1’analyse de la composition en acides gras
des lipides totaux de ces tissus, le deuxiéme en revanche, sert a la séparation des principaux

classes lipidiques (LN et PL) et & I’analyse de leur composition en acides gras.

> Séparation sur micro-colonne de silice

Les classes lipidiques correspondant aux LN et aux PL sont obtenues par
chromatographie sur colonne de silice (Sep-Pak, Waters, France) selon la méthode de Sukenik
et al. (1989). Apres lavages successifs de la colonne par 20 mL de méthanol puis 20 mL de
chloroforme, un volume de 1 mL d’extrait lipidique total concentré sous flux d’azote puis
repris par 100 uL de chloroforme, est déposé sur la colonne. Les LN sont élués par 40 mL de
chloroforme et les PL par 60 mL de méthanol. Les fractions ainsi recueillies sont concentrées
par évaporation sous vide partiel, et les extraits sec de chaque fraction est repris par 2 fois 1

mL de chloroforme.

> Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

Afin de vérifier la pureté des fractions lipidiques obtenues, une CCM de ces fractions

est réalisée, en présence des standards correspondants. L’analyse est réalisée grace a une

94



Matériel et méthodes

double migration en une dimension, selon la méthode décrite par Henderson et Tocher (1992).
Lors de la premiére migration, les lipides polaires sont séparés en présence d’'un mélange de
solvants composé de: acétate de méthyle/propan-2-ol/chloroforme/méthanol/solution aqueuse
de KCl a 0,25 % dans les proportions respectives 25v/25v/25v/10v/9v. La premicre migration
est arrétée lorsque le solvant atteint le centre de la plaque et le front de solvant est
immédiatement marqué, il correspond au front de migration des lipides polaires. Apres
séchage de la plaque sous hotte ventilée a température ambiante, la deuxiéme migration est
réalisée dans une nouvelle cuve contenant le mélange de solvants suivant: hexane/diéthyl
ether/acide acétique glacial dans les proportions respectives 80v/20v/2v, qui permet de
séparer les LN. Cette migration est réalisée sur toute la hauteur de la plaque
chromatographique. La plaque est ensuite séchée a température ambiante sous une hotte
ventilée, puis les différents spots sont révélés en présence d’un milieu saturé en iode. Les
différentes classes lipidiques sont identifiées par comparaison de leur rapport frontal avec

celui obtenu a partir des standards correspondants.

2.7.3. Deérivation des acides gras en esters méthyliques d’acides gras

La détermination de la composition en acides gras des lipides totaux et de chacune des
fractions lipidiques par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) nécessite la dérivation des
acides gras de ces lipides sous forme d’esters méthyliques d’acides gras volatils.

Les esters méthyliques d’acides gras sont obtenus par saponification des lipides
simples et complexes puis méthylation des sels des acides gras (Figure 20), selon la méthode

de Slover et Lanza (1979).
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Figure 20: Réaction de saponification et de méthylation des acides gras
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Aprés évaporation sous flux d’azote d’un volume précis d’extrait, de lipides totaux
et/ou de chacune des fractions lipidiques, le résidu lipidique sec est repris dans 1 mL d’une
solution méthanolique d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,5 M, puis le tube a méthyler est
fermé sous flux d’azote afin d’éviter les phénomenes d’oxydation. Les lipides sont ensuite
saponifiés en chauffant les tubes a 80 °C pendant 20 min au bain de sable. Les sels d’acides
gras ainsi obtenus sont ensuite méthylés en ajoutant 2 mL d’une solution méthanolique de
trifluorure de bore (BF3) a 15 % et en chauffant a 80 °C pendant 20 min. Les esters
méthyliques d’acides gras ainsi obtenus sont extraits par 1’ajout de 1 mL d’isooctane et 1 mL
d’une solution de NaCl 35 %. Les tubes sont ensuite centrifugés a 1200 g pendant 2 min pour
obtenir une bonne séparation des deux phases; la phase supérieur (isooctane) contenant les
esters méthyliques d’acides gras est récupérée puis séchée par passage sur une colonne de
sulfate de sodium anhydre. L’extraction est réalisée une deuxieéme fois et les esters
méthyliques d’acides gras sont alors recueillis dans des tubes en verre et peuvent étre

conserveés a -20 °C pendant plusieurs mois apres conditionnement sous azote.

2.7.4. Analyse de la composition en acides gras des phospholipides

des plaquettes

Les lipides totaux provenant des plaquettes sanguines sont extraits selon la méthode
décrite par Bligh et Dyer (1959). Une aliquote de suspension de plaquettes sanguines isolées a
partir du sang des rats soumis aux différents régimes testés est mise dans un tube a centrifuger
en verre contenant 5 volumes du mélange chloroforme/méthanol (2v/1v) en présence de BHT
50 uM. Apres agitation et 30 min de repos, un mélange de NaCl/chloroforme (1v/1v) est
ajouté. Le tube est ensuite centrifugé a 700 g pendant 10 min et la phase chloroformique est
récupérée dans un ballon en Pyrex. Une deuxiéme extraction est effectuée et les phases
organiques obtenues sont réunies puis évaporées sous vide partiel.

A raison de la faible quantité de lipides dans les plaquettes, nous nous somme
intéress¢ directement a la composition en acides gras des phospholipides. A cet effet, une
autre approche, plus sensible, a été utilisée pour la séparation des lipides et la dérivation des
acides gras des phospholipides plaquettaires. Les extraits secs sont repris dans un faible
volume du mélange chloroforme/méthanol (2v/1v) et déposés sur plaques de silice G60
préalablement lavées au méthanol et séchées sous la hotte. La séparation des lipides est

effectuée par migration en présence d’un mélange de solvants constitué par
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I’héxane/I’éther/I’acide acétique dans les proportions suivantes: (70v/30v/1v). Les
phospholipides tres polaires restent a I’origine (Rf = 0), alors que les lipides neutres migrent
plus haut. Aprés la migration, les bandes de silice correspondant aux phospholipides des
plaquettes sanguines sont grattées et récupérées dans un tube a méthyler. Les acides gras sont
transméthylés en présence de 5% d’acide sulfurique dans le méthanol et en chauffant dans un
bain de sable a 100 °C pendant 90 min. La réaction est arrétée en plongeant les tubes dans la
glace et en ajoutant 1,5 mL de carbonate de potassium (K,COj3) 5% afin de neutraliser le

milieu. Les esters méthyliques d’acides gras ainsi obtenus sont extraits par 2 mL d’isooctane.

2.7.5. Analyse des esters méthyliques d’acide gras par CPG

Les esters méthyliques d’acides gras préparés a partir des lipides totaux et des
fractions lipidiques provenant des organes, du plasma et des plaquettes sanguines sont
analysés a 1’aide d’un chromatographe Focus GC (Thermo Electron Corporation, Les Ulis,

France) couplé a un détecteur a ionisation de flamme (FID).

> Principe

En CPG, la phase mobile est constituée d’un gaz vecteur (le gaz utilisé lors de cette
étude est un gaz inerte: I’azote) et la phase stationnaire est ici une colonne capillaire polaire
Chrompack CP SIL 88 de 25 m x 0,25 mm (Varian, Les Ulis, France). Les constituants du
mélange sont séparés d’une part en fonction de leur point d’ébullition qui différe selon le
nombre de carbones des AG et d’autre part en fonction de leur polarité, qui varie en fonction
du nombre de double liaisons. A la sortie de la colonne, les produits sont détectés a 1’aide
d’un FID; la combustion des composés fournit un courant ionique qui est mesuré entre deux
¢électrodes. Ce courant constitue le signal de sortie et est fonction du débit massique de
carbone donc proportionnel a la masse de carbones présents dans la molécule détectée (Figure
21).
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Figure 21: Schéma du principe de la chromatographie en phase gazeuse

> Protocole

Un volume de 3 pL est déposé a 1’aide d’un injecteur automatique split/splitness Al
3000 (Thermo Electron Corporation, Les Ulis, France) dont la température est fixée a 250 °C.
Le gaz vecteur est fixé & un débit de 1 mL min™. Aprés I’injection, le four est maintenu a 120
°C pendant 4 min puis un gradient de température de 120 °C & 220 °C est appliqué avec un
pas de 6 °C min. Le «split » a un ratio de 15 soit un débit de fuite de 15 mL min™. La
température du FID est de 280 °C, il est alimenté par un mélange d’air et d’hydrogeéne dont
les pressions respectives sont de 2 bars et 1 bar. Des mélanges d’esters méthyliques d’acides
gras purs (Sigma, St Quentin Fallavier, France) sont utilisés pour déterminer les temps de
rétention des principaux acides gras.

Les acides gras sont quantifiés par détermination de leurs pourcentages molaires. Un
enregistreur, équipé d’une carte d’acquisition et du logiciel AZUR V.4 (Datalys, Les Ulis,
France), congu pour la CPG et la Chromatographie en Phase Liquide (CPL), analyse les

données acquises apres réception du signal électrique émis par le détecteur.

2.8. Dosage des paramétres biochimiques

2.8.1. Dosage des paramétres lipidiques et de la glycémie chez le rat
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Pour évaluer I’effet des différents régimes testés, sur le taux de glucose, de cholestérol
total et des triglycérides circulaires, une analyse des plasmas des rats est effectuée a la fin de
chaque expérience nutritionnelle.

Les taux de cholestérol total et des TG sont déterminés a 1’aide de kits enzymatiques
commerciaux spécifiques (RTU™ et TG PAP 150, respectivement). Le dosage est effectué
sur des aliquotes de plasma des rats selon les protocoles fournis par le fournisseur
(Biomérieux S.A., Marcy I’Etoile, France).

La glycémie a été mesurée a ’aide d’un glucometre sur des gouttes de sang prélevées

a partir de la queue des animaux.

2.8.2. Dosage du cholestéerol total et des TG hépatiques chez le rat

Une aliquote de I’extrait chloroformique de lipides totaux hépatiques est utilisée pour
le dosage des taux de cholestérol totale et des TG dans le foie des rats. 100 uL de I’extrait
chloroformique de lipides totaux hépatiques sont évaporés sous flux d’azote. L’extrait sec
ainsi obtenu est dilué dans une solution d’éthanol, puis les taux de cholestérol et des TG sont
déterminés a I’aide des kits enzymatiques commerciaux (Biomérieux S.A., Mercy I’Etoile,

France).

2.8.3. Dosage de l'insuline plasmatique chez le rat

La quantité¢ de I’insuline au niveau plasmatique a été déterminée chez les rats soumis
aux différents régimes en utilisant un kit de dosage EIA de commerce (Biorad, France). Le
dosage est effectué¢ sur des aliquotes de plasma en suivant le protocole fournis par le

fournisseur.

2.8.4. Détermination du bilan lipidique chez [’homme

Le bilan lipidique est déterminé sur les sérums préparés a partir des échantillons de
sang des patients, prélevés sur des tubes secs. Le taux du cholestérol total et des TG
circulaires sont dosés par des kits enzymatiques commerciaux (Randox, Crumlin Co.,
Antrium, UK) selon le protocole fournis par le fournisseur. Cependant, le HDL-cholestérol est

déterminé par précipitation du complexe: chylomicrons, LDL-cholestérol et VLDL-
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cholestérol, sous 1’action de I’acide phosphotungstique et les ions Mg*" contenus dans le kit
commercial pour le dosage de HDL-cholestérol (Randox HDL cholesterol precipitant,
Randox, Crumlin Co., Antrium, UK). Quant au taux de LDL cholestérol, il est évalué en
utilisant la formule de Friedewald (1972) :

LDL cholestérol (g/L) = cholestérol totale (g/L) — HDL cholestérol (g/L) —
triglycérides / 5 (g/L).

2.9. Dosage des marqueurs du stress oxvdatif

2.9.1. Dosage du MDA

> Principe

Le dosage du MDA est basé sur la réaction de ce dernier avec 2 molécules d’acide
thiobarbiturique (TBA) en milieu acide et a chaud selon un mécanisme d’addition nucléophile
(Figure 22). Le chromophore formé¢, MDA-TBA de couleur rose, est dosé par
spectrophotométrie a 532 nm selon la méthode de Ohkawa et al., (1978).

MDA TBA "-'[DA—TBA Adduct

Figure 22: Réaction du MDA avec I’acide thiobarbiturique

> Protocole

Le dosage du MDA est effectu¢ directement sur les suspensions plaquettaires apres
décongglation, ou sur un broyat d’organe (foie ou Ceceur). A cet effet, 0,5 g d’organe est broyé
dans 4,5 mL d’une solution de KCI (1,15 %) a 1’aide d’un ultrathurrax. Le broyat ainsi obtenu
est centrifugé a 400 g pendant 10 min, et le dosage des différents marqueurs du stress oxydatif

est réalisé sur le surnageant.
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Dans un tube a hémolyse en verre contenant une aliquote de suspension plaquettaire
ou de broyat d’organe, sont ajoutés: 100 pL d’une solution de SDS a 8,1 %, 750 uL d’acide
acétique 20 % a pH 3,5; 300 pL de I’eau distillée et 750 pL d’une solution de TBA a 0,8 %.
Apres agitation, les tubes sont placés dans un bain-marie a 95 °C pendant 60 min pour
favoriser la réaction du MDA avec le TBA présent dans le milieu. La réaction est stoppée en
placant la préparation 5 min dans la glace. Le complexe MDA-TBA formé durant la réaction
est extrait en ajoutant 0.5 mL d’eau distillée et 2,5 mL d’une solution de n-butanol/pyridine
(15v/1v). Apres agitation, le mélange est centrifugé a 400 g pendant 10 min. La phase
organique (supérieure) est récupérée, et la quantification du MDA est réalisée par mesure de
la densité optique sur un spectrophotométre-UV a une longueur d’onde de 532 nm. La
quantit¢ du MDA dans les échantillons est calculée grace a une gamme étalon réalisée avec
des quantités connues d’un précurseur du MDA, le 1,1,3,3’-tetraméthoxypropane (TMP) dans

les conditions expérimentales sus-décrites.

2.9.2. Mesure de [’activité enzymatique de GPx

> Principe

L’activité GPx est déterminée selon la méthode de Paglia & Valentine (1967),
modifiée par Chaudi¢re & Gérard (1988). Ce dosage est basé sur la mesure indirecte de la
vitesse d’oxydation du glutathion (GSH) catalysé par la GPx, par I’intermédiaire de la vitesse

d’oxydation du NADPH en NADP", via la GSSG réductase (Figure 23).
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Figure 23: Principe du dosage de I’activité enzymatique de GPx
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> Protocole

La suspension plaquettaire est lysée auparavant par sonication a une faible intensité
pendant 5 min, puis le lysat est centrifugé a 1500 g pendant 10 min a 4 °C. La mesure de
I’activité enzymatique de la GPx est réalisée sur le surnageant du lysat plaquettaire ou sur le
surnageant du broyat d’organe.

Dans une cuvette de spectrophotometre thermostatée a 37 °C, sont introduits 1,5 mL
de tampon Tris HCI (50 mM), EDTA (0,1 mM), pH 7,6 contenant 0,14 mM de NADPH, 2
mM de GSH, 0,64 U/mL de GSSG-réductase et 100 pL d’échantillon (lysat de suspension
plaquettaire ou broyat d’organe). Le mélange est pré-incubé a 37 °C pendant 3 min, puis la
réaction est démarrée en ajoutant 50 pL de substrat, le tert-butyl-hydroxyperoxyde (0,2 mM).
L’absorbance est mesurée pendant 5 min a la longueur d’onde de 340 nm. Afin d’évaluer la
réduction spontanée du NADPH lors de la réaction, un blanc non enzymatique est réalisé en
remplagant I’échantillon par 100 pL de tampon Tris HCL. La vitesse de décroissance du
NADPH, d(NADPH)/dt, est calculée a partir de la pente de la droite décrivant la variation
d’absorbance a 340 nm. La vitesse enzymatique, obtenue aprés soustraction du blanc

correspond a:

d(ROOH)  d(NADPH) \%
= X
dt dt €

v=2653x d(As0)
dt
Ou:
V = volume d’incubation.
¢ = coefficient d’extinction molaire du NADPH (¢ = 6,22.106 mol-1.cm-1).
Définie pour une concentration donnée de GSH, I’activité de la GPx est exprimée en
nmol d’hydroperoxydes réduits par min ce qui €équivaut a la quantité de NADPH oxyd¢ par

min.
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2.10. Dosage des protéines

Pour connaitre la quantité de protéines dans les échantillons destinés a 1’analyse des
marqueurs du stress oxydatif, un dosage protéique des échantillons analysés est nécessaire. Le
principe repose sur la fixation non covalente a la protéine du bleu de coomassie brillant G250,
déplacant ainsi son maximum d’absorption de 465 nm a 595 nm. La quantification des
protéines dans les échantillons est réalisée a 1’aide d’une gamme étalon de I’albumine sérique

bovine (BSA).

2.11. Etude histologique du foie et du tissu adipeux

Des coupes histologiques du foie et du tissu adipeux sont effectuées, pour chaque

groupe de rats, selon la méthode classique d’inclusion sur paraffine (voir GABE 1968).

2.11.1. Préparation des échantillons

Des morceaux du foie et du tissu adipeux sont coupés, rincés au liquide physiologique
et aussitot placés dans des piluliers contenant un volume précis du liquide de Bouin (acide
picrique, formol, acide acétique dans les proportions: 3v/1v/0,2v, respectivement). Les
¢échantillons sont ensuite placés sous agitation oscillante pendant 24 h.

Apres la fixation chimique, la préparation des échantillons met en jeu les étapes
suivantes: la déshydratation, I’imprégnation et I’inclusion en paraffine.

La déshydratation repose sur une succession d’immersion dans des solutions d’éthanol
a concentrations croissantes a des durées différentes: un bain de 60 min dans I’eau, un bain de
60 min dans 1’éthanol 70 %, trois bains de 60 min dans 1’éthanol 95 %, un bain de 60 min
dans un mélange d’éthanol/butanol-1 (1v/1v), puis deux bains de 3 h dans le butanol-1.

L’imprégnation est réalisée dans trois incubations de 3 h dans la paraffine fondue a 60
°C. Aprés la phase d’imprégnation, la paraffine est déposée dans des moules et les
¢chantillons sont disposés de fagon paralléle au moule et donc au plan de coupe. Les moules
ainsi remplis sont laissés a température ambiante. Une fois séchés, les blocs sont démoulés et

préts a étre coupés.
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2.11.2. Coloration histologique

A partir des blocs de paraffine, des coupes semi-fines de 10 um et 5 pm pour les tissus
adipeux et les foies, respectivement, sont réalisées a I’aide d’un microtome. Les coupes sont
ensuite fixées sur lame de verre, a 1’aide d’une solution de gélatine 1 %.

Apres séchage des lames, une coloration Hématoxyline-Eosine est réalisée afin de
visualiser les coupes histologiques du foie et du tissu adipeux. La coloration Hématoxyline-
Eosine permet de constater les cellules en rose, les noyaux en violet et le tissu conjonctif en
jaune. Elle est adaptée d’une coloration de base courante en histologie (Bancroft et Stevens,
1990). La coloration Hématoxyline-Eosine se déroule en plusieurs étapes: une incubation de 2
min dans le réactif Hématoxyline de Groat, un lavage d’une minute a I’eau, une incubation de
2 min dans une solution d’éosine et enfin un lavage d’une minute a [’eau. Apres
déshydratation, les lames sont conservées en appliquant une goutte d’un conservateur,
I’Eukitt. A cette stade les coupes peuvent étre conservées a température ambiante jusqu’aux

acquisitions d’images en microscopie optique.

2.12. Analyse statistique des données

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Statgraphics Plus 5.1
(Manugistics Inc, Rockville, MD, USA). Apres vérification de la distribution normale des
données, des analyses de variance (ANOVA) a plusieurs facteurs (effets des différents
régimes testés) ont été effectuées. Des tests a posteriori de Student-Newman-Keuls (SNK) ont
été appliqués a la suite pour déterminer les données qui différent les unes des autres. Pour
chaque régime testé, des lettres différentes ou un astérisque sont affectés pour identifier les

valeurs qui sont significativement différentes (p < 0,05).
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Résultats expérimentaux

Effet-dose de Odontella aurita sur certains paramétres biochimiques
et sur ’enrichissement des phospholipides plasmatiques et hépatiques en n-

3 AGPI

1. Introduction :

Il est actuellement bien admis que les acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-
LC) de la série oméga-3, principalement ’EPA et le DHA, contribuent a la prévention de certains
facteurs de risque liés aux pathologies cardiovasculaires. Les recommandations internationales
exigent un apport régulier d’oméga-3 dans notre alimentation quotidienne pour maintenir un
rapport oméga-6/oméga-3 satisfaisant (proche de 5). En effet, ce rapport est quatre fois trop €levé
chez les populations des pays développés. Une des solutions avancées pour rétablir 1’équilibre de
ce rapport consiste en la supplémentation nutritionnelle a 1’aide d’une source riche en oméga-3.
Les huiles de poisson représentent la principale source d’AGPI-LC de la série oméga-3.
Cependant, la diminution des ressources halieutiques et la génération de déchets polluants au
cours du procédé de fabrication de ces huiles entre autres problémes, contribuent a rechercher des
sources alternatives d’oméga-3. De par sa richesse en EPA et en d’autres molécules bio-actives, la
microalgue Odontella aurita a été autorisé en nutrition humaine en 2003, comme complément
alimentaire riche en oméga-3, par I’AFSSA (Agence Frangaise pour la Sécurité¢ Sanitaire des

Aliments).

Dans cette étude préliminaire, nous avons testé différentes doses de lyophilisat d’O. aurita,
supplémentées a un régime standard, sur certains parameétres biochimiques (la glycémie, la
triglycéridémie et la cholestérolémie) et sur I’enrichissement des lipides plasmatiques et tissulaires en
oméga-3 chez des rats Wistar males. Au cours de cette étude, les doses 1%, 3%, 9% et 12% ont été
testées afin de déterminer la dose minimale permettant une incorporation significative de I’EPA, et
éventuellement sa conversion en DPA et en DHA, dans les lipides plasmatiques et hépatiques des

animaux.
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2. Résultats et discussion :

2.1. Suivi nutritionnel des animaux

La courbe de I’évolution du poids des animaux durant les 7 semaines de I’¢tude
(Figure 24) nous révele que les 4 doses de O. aurita testées (1%, 3%, 9% et 12%), n’ont
aucune influence sur le poids des animaux en comparaison avec le t¢émoin. La microalgue O.
aurita est une diatomée marine riche en EPA et contient entre outre des biomolécules actives,
comme les pigments, en plus faible quantité. Des ¢tudes épidémiologiques et cliniques ont
montré que les n-3 AGPI marins (EPA et DHA) n’ont aucun effet sur le poids chez des sujets
sains (Defina et al., 2011). Cependant, plusieurs €tudes ont montré que les n-3 AGPI
d’origine marine (EPA et DHA), lorsqu’ils sont administrés dans le cadre d’une pathologie
métabolique (obésité, syndrome métabolique), peuvent avoir un effet anti-obésité chez les rats
et chez ’homme (Lorente-Cebrian et al., 2013). Dans notre étude, O. aurita est supplémentée
a un régime standard et est administrée a des animaux sains, ce qui expliquerait que I’EPA

apporté par les différentes doses de O. aurita n’a pas influencé le poids des animaux.

500 -
o oT
% 400 4 .l."
< . LU 00Al
S 300 YLl
< 200 - .O'.. oA
= ... ®0A9
x 4
& 100 ®0AI2
0 T T T T T
0 10 20 _ 30 40 50

Figure 24 : Effet de différentes doses de Odontella aurita supplémentées a un
régime standard sur le poids corporel des rats durant les 7 semaines de régime. Les rats
ont subi des régimes différents pendant 7 semaines, selon les lots (n=6), T : témoin, un régime
normolipidique standard ; OAl : le régime standard T supplémenté avec 1% de lyophilisat de
O. aurita; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de Ilyophilisat de O. aurita ;
OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de O. aurita ; OAI2 : le
régime standard T supplémenté avec 12% de Iyophilisat de O. aurita.
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Afin d’évaluer la quantité de régime moyenne consommée quotidiennement par
chaque rat, nous avons suivi la prise alimentaire journaliére de chaque lot pendant la durée de
I’étude. Les résultats de la prise alimentaire cumulée sont présentés dans la figure 25. Les
résultats montrent que les rats des différents lots avaient une prise alimentaire moyenne
similaire tout au long de 1’étude, ce qui nous permet de conclure que O. aurita, a faible
comme a moyenne dose, n’influe pas I’appétit des animaux. Cela représente un des avantages
de lutilisation de O. aurita comme supplément alimentaire. Les huiles de poissons, qui
représentent la premiére source des AGPI n-3 d’origine marine ont une odeur désagréable qui

peut déranger le consommateur de ces huiles comme un supplément alimentaire.
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Figure 25 : Effet de différentes doses de Odontella aurita supplémentées a un
régime standard sur la prise alimentaire journaliére des rats durant les 7 semaines de
régime. Les rats ont subi des régimes différents pendant 7 semaines, selon les lots (n=6), T :
témoin, un régime normolipidique standard ; OAl : le régime standard T supplémenté avec
1% de lyophilisat de O. aurita; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de
lyophilisat de O. aurita ; OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de
O. aurita ; OA12 : le régime standard T supplémenté avec 12% de lyophilisat de O. aurita.
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2.2 Poids des organes

Apres 7 semaines de régime, les organes (foie, tissu adipeux, reins et cceur) des

animaux ont été prélevés et leur poids a été évalué (Tableau 11X).

Tableau IIX: Effet de différentes doses de O. aurita supplémentées a un régime
standard sur le poids des organes apres 7 semaines de régime

(® Témoin OAl OA3 0A9 0A12

Tissu adipeux 4,00 £0,75 4,57+0,77 4,78 £ 1,99 3,97+ 1,23 4,21 + 1,27

Reins 2,52 £0,16 2,68 £0,22 2,51 £0,08 2,79 +£0,35 2,67 £0,4
Ceeur 1,28 £0,16 1,47 £0,24 1,27 £0,12 1,32 £0,1 1,32 £ 0,16
Foie 10,98 £1,35 10,09 +1,37 10,01 £0,59 10,03 £0,75 10,21 +£1,28

Les rats ont subi des régimes difféerents pendant 7 semaines, selon les lots (n=4), T :
témoin, un régime normolipidique standard ; OAI : le régime standard T supplémenté avec
1% de lyophilisat de O. aurita; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de
lyophilisat de O. aurita ; OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de
O. aurita ; OA12 : le régime standard T supplémenté avec 12% de lyophilisat de O. aurita.

Les résultats sont exprimés en moyennes + ecartype pour n = 6 animaux.

Selon les résultats présentés dans le tableau IIX, aucune différence significative du
poids des organes n’est observée entre les différents groupes. Les différentes doses de O.
aurita testées dans cette étude, n’ont en effet aucun effet sur le poids des organes des animaux

apres 7 semaines de régime.

2.3 Parametres biochimiques plasmatiques

Les résultats montrant les effets des différentes doses de O. aurita sur les taux de
glucose, de triglycérides et du cholestérol total au niveau plasmatique aprés 7 semaines de

consommation sont présentés dans le tableau IX.
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Tableau IX : Effet de différentes doses de O. aurita supplémentées a un régime
standard sur les taux de glucoses, de triglycérides et du cholestérol total plasmatiques
apres 7 semaines de régime.

g/L T OAl OA3 0A9 OA12

Glycémie 1,65+0,13 239 +£0,09 2,03 +£+0,38 1,70 £0,15 2,30 £0,91
Triglycéridémie 0,86+0,12 0,84+0,14 0,83+0,11 0,87+0,11 0,95+0,29
Cholestérolémie 0,64+ 0,30 0,66+ 0,16 0,50+ 0,03 0,62+ 0,11 0,64+ 0,13

Les rats ont subi des régimes différents pendant 7 semaines, selon les lots (n=4), T :
téemoin, un régime normolipidique standard ; OAl : le régime standard T supplémenté avec
1% de lyophilisat de O. aurita,; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de
lyophilisat de O. aurita ; OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de
O. aurita ; OA12 : le régime standard T supplémenté avec 12% de lyophilisat de O. aurita.

Les résultats sont exprimés en moyennes + ecartype pour n = 4 animaux.

Les résultats indiqués dans le Tableau IX montrent que les différentes doses de O.
aurita testées dans cette étude ne présentent aucun effet significatif sur la glycémie, sur la
triglycéridémie et sur la cholestérolémie aprés 7 semaines de consommation. D’aprés ces
résultats, nous pouvons donc conclure que la consommation de O. aurita pendant 7 semaines,
méme a dose moyenne (12%), n’augmente pas les taux de glucose, de triglycérides et du
cholestérol total plasmatiques. Cependant, des ¢études ¢épidémiologiques, cliniques et
expérimentales ont montré que I’EPA et le DHA dans I’huile de poisson peuvent influencer le
métabolisme glucidique et lipidique en diminuant le taux de glucose et des triglycérides
plasmatiques chez des sujets sains. D’autres études ont montré des effets similaires avec des
esters de ’EPA ou du DHA purs. En effet, la forme de I’EPA apporté par la microalgue est
différente de celle de I’EPA dans I’huile de poisson ou I’ester de ’EPA. Dans I’huile de
poisson, nous trouvons les AGPI n-3 estérifiés exclusivement dans des triglycérides, qui
représentent la forme de lipides la plus abondante en alimentation. Or, la microalgue O. aurita
comporte en moyenne 8% de lipides par rapport a son poids sec. Ces lipides sont
essentiellement sous forme de glycolipides (51%), de triglycérides (46%) et une faible
quantité¢ de phospholipides (3%). Cette forme vari¢e de lipides dans la microalgue pourrait
influencer leur digestion au niveau de ’estomac et par conséquent le taux des AGPI n-3
libérés et incorporés dans les phospholipides des différents tissus. Les résultats obtenus dans
notre étude peuvent étre expliqués par le taux faible de I’EPA apporté par la microalgue par

rapport a celui apporté par [’huile de poisson.
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2.4 Analyse de la composition en acides gras des lipides totaux plasmatiques

Afin d’évaluer le taux d’enrichissement des lipides totaux plasmatiques en AGPI n-3
(EPA, DPA et DHA), nous avons étudié les modifications de la composition des lipides

plasmatiques en acides gras en fonction des différents régimes administrés.

Concernant I’effet des différents régimes sur la composition en acides gras des lipides
plasmatiques, seul le taux des AGPI n-3, essentiellement I’EPA est modifi¢ en fonction des
différentes doses de O. aurita dans le régime (Tableau X). Les résultats montrent d’une part
que le taux de ’EPA augmente d’une maniére dose dépendante dans les lipides plasmatiques
des animaux, et d’autre part, nous observons une augmentation significative du DPA et du
DHA a partir de la dose 3%. En effet, lorsque les AGPI n-3 sont ajoutés au régime, une partie
entre en compétition avec les autres acides gras alimentaires et s’incorpore dans les
phospholipides membranaires, et I’autre partie subit une série de réactions d’élongation et de
désaturation pour synthétiser d’autres AGPI n-3 plus longs. Ceci expliquerait les
modifications de la composition en acides gras observées dans les lipides plasmatiques des
animaux. L’EPA, I’acide gras majoritaire de la microalgue, est incorporé dans les lipides
totaux plasmatiques. A partir de la dose 3% de O. aurita, une partie de I’EPA apportée par la
microalgue est convertie en DPA et DHA. Ces 2 AGPI n-3 sont a leur tour incorporés dans les
phospholipides membranaires, augmentant ainsi leur taux dans les lipides plasmatiques. En
revanche, I’enrichissement des lipides plasmatiques en AGPI n-3 diminue le rapport AGPI n-
6 / AGPI n-3 qui est en étroite relation avec la prévalence des maladies cardiovasculaires. Les
recommandations internationales exigent un rapport AGPI n-6 / AGPI n-3 inférieur ou égale a
5. Au dessus, le risque de développement des maladies cardiovasculaires augmente
significativement. Nos résultats (Tableau X) montrent une diminution significative de ce
rapport dans les lipides plasmatiques chez les animaux nourris avec les régimes supplémentés

avec O. aurita (a partir de la dose 3%) par rapport aux animaux témoins.

2.5 Analyse de la composition en acides gras des lipides totaux hépatiques

Le foie représente I’organe cible du métabolisme lipidique. Nous nous sommes donc
intéressé a évaluer les modifications de la composition en acides gras des lipides hépatiques

en fonction des différents régimes administrés.
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Apres 7 semaines de régime, nous observons des modifications dans la composition en
acides gras des lipides hépatiques similaires que celles observées au niveau plasmatique
(Tableau XI). Les résultats présentés dans le Tableau XI montrent une augmentation
significative du taux de I’EPA dans les lipides hépatiques a partir de la dose 3% en
comparaison avec le groupe témoin. Cette augmentation est dose-dépendante pour les autres
doses de O. aurita. Nos résultats montrent également une conversion de I’EPA apporté par la
microalgue en DPA et en DHA a partir de la dose 3%. Cette augmentation est représentée par
une augmentation de ces 2 AGPI n-3 dans les lipides hépatiques en comparaison avec le
groupe témoin. Par conséquence, le rapport AGPI n-6 / AGPI n-3 diminue significativement a

partir de la dose 3% en comparaison avec les animaux nourris avec le régime témoin.
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Tableau X : Effet de différentes doses de O. aurita supplémentées a un régime standard
sur la composition en acides gras des lipides plasmatiques aprés 7 semaines de régime

(en % molaire)

Acides gras T 0OA1 0OA3 0A9 0A12

14-0 1,24+024  129+0,12  1,67+043  2,15+031  224+0,23
16-0 1738+ 1,00 18.59+0,84 19,07+1,02 21,88+2.70 19,72 +231
18-0 1027+2,19 10,70+0,42 928+0,66 10,56+0,79 10,71 = 1,98
AGS 2888132 30,57+1,11 30,01 £1,02 34,58+275 32,67+0,93
16 1 1,63+046  1,61+020  1,75+0,42  239+049 235+0,17
18-1n-9 17,47+333  19,02+2.55 21,69+339 19,73+1,76 1828+4.,18
18-1n-7 2,52+0,26  233+£098  2,15+£059  2,00+£022  2,07+0,39
20-1n-9 0,23+0,08 039+0,07 032+0,07 0,20+0,05  0,19+0,02
AGMI 21,84+£394 2334+1,63 2590+290 2432+226 22,89+458
18-2n-6 11,71+ 1,21 12,42+1,04 11,77+0,77 12,91+0,75 1327+ 1,46
20-4n-6 2841 +£641 29,69+1,40 2500+343 2325+3,57 23,06+4,77
AGPI n-6 40,11 +539 42,10+1,30 36,77+3,01 36,16+2.88 36,32 + 6,05
18 3 0,37+0,14  036+0,07 038+0,07 0,40+0,04  037+0,08
20-5n-3 0,28 +0,06° 036+0,08° 0,51+0,02° 1,55+022° 1,95+0,57°
22-5n-3 0,37+0,07° 039+£0,07° 049+003° 0,67+0,05 0,79+0,11°
22-6n-3 3,90+£0,27°  3,63+036° 4,56+020° 3,45+0,38° 4,74+ 0,63
AGPI n-3 456+024° 448+0,39° 557+023° 566+037° 7,48+0,94°
n-6/n-3 8,81 £1,08° 944+062*° 6,60+040° 6,40+0,55" 4,93+ 1,08

Les rats ont subi des régimes différents pendant 7 semaines, selon les lots (n=4), T : témoin,
un régime normolipidique standard ; OAl : le régime standard T supplémenté avec 1% de
lyophilisat de O. aurita ; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de lyophilisat de
O. aurita; OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de O. aurita ;
OA12 : le régime standard T supplémenté avec 12% de lyophilisat de O. aurita.
Les résultats sont exprimés en moyennes + ecartype pour n = 4 animaux.

AGS : acides gras saturés ; AGMI : acides gras mono-insaturés ; AGPI : acides gras
polyinsaturés ; n-6 : oméga-6 ; n-3 : oméga-3.

Pour chaque ligne, des lettres différentes sont affectées pour identifier les
valeurs qui sont significativement différentes (Test SNK, p < 0,05).
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Tableau XI : Effet de différentes doses de O. aurita supplémentées a un régime standard
sur la composition en acides gras des lipides hépatiques aprés 7 semaines de régime (en

% molaire)

Acides gras T 0OA1 0OA3 0A9 0A12

14-0 0,38+0,16  026+0,06 024+0,02 027+0,05  034+0,10
16-0 2085+1,17 19,90+041 20,15+1,32 19,61+0,5 19,75+ 1,77
18-0 1556+233  1723+090 1743+1,19 17,71+0,42 17,46 +2,94
AGS 36,78+ 1,02 37,38+0,90 37.82+0,33 37,59+082 38,11+1,08
16 1 1,70£0,18  1,57+0,16 1,46+029  1,82+0,17 1,48+0,6
18-1n-9 14,43 +039 14,08+230 13,39+0,72 1329+091 14,73 +2,98
18-1n-7 3,05+0,6 2,92+0,27 2.88+036 241+021  2,39+0,42
20-1n-9 0,184+0,02 0,16+0,02 0,140,010  0,15+0,05  0,15+0,04
AGMI 2888 £450 18,11+£228 1642+0,64 1433+2,60 1898 =440
18-2n-6 9,13+£0,53  10,17+0,93 897+0,35 10,72+£091 11,06+ 0,60
20-4n-6 2024+£292 2284+089 2242+171 21,19+0,67 18,84+327
AGPI n-6 2937+328 33,01+£0,80 28,59+3.70 31,91+0,93 31,34+3,84
18 3 0,05+0,00 004+£001 0,16+002  0,06+0,01  0,07+0,01
20-5n-3 0,13+0,02¢  0,1640,05° 0,29+0,10° 0,82+0,10° 1,18 +0,15°
22-5n-3 0,42+0,04>  051+0,12° 0,67+£0,06° 0,92+020° 097+0,18
22-6n-3 576 +0,95° 552+0,77° 723+036° 6,69+0,59*° 6,55+0,83°
AGPI n-3 6,30 +£0,92°  6,19+0,75° 742+034° 843+0,14° 9,12+ 1,63"
n-6/n-3 469+0,33" 538+0,68° 384+034° 3,79+0,17° 3,58+0,90°

Les rats ont subi des régimes différents pendant 7 semaines, selon les lots (n=4), T : témoin,
un régime normolipidique standard ; OAl : le régime standard T supplémenté avec 1% de
lyophilisat de O. aurita ; OA3 : le régime standard T supplémenté avec 3% de lyophilisat de
O. aurita; OA9 : le régime standard T supplémenté avec 9% de lyophilisat de O. aurita ;
OA12 : le régime standard T supplémenté avec 12% de lyophilisat de O. aurita.

Les résultats sont exprimés en moyennes + ecartype pour n = 4 animaux.

AGS : acides gras saturés ; AGMI : acides gras mono-insaturés ; AGPI : acides gras
polyinsaturés ; n-6 : oméga-6 ; n-3 : oméga-3.

Pour chaque ligne, des lettres différentes sont affectées pour identifier les
valeurs qui sont significativement différentes (Test SNK, p < 0,05).
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3. Conclusion

Dans cette ¢tude préliminaire, différentes doses de lyophilisat d’O. auwrita
supplémentées a un régime standard ont été testées chez des rats Wistar, afin de déterminer la
dose minimale permettant un enrichissement des lipides plasmatiques et tissulaires en EPA,
I’acide gras majoritaire de la microalgue. Aprés 7 semaines de régime, les résultats de
I’évolution du poids des rats et de la prise alimentaire journaliére nous montrent aucune
différence significative dans le poids des animaux entre les différents groupes, et que la dose
de la microalgue n’influence pas sur la prise alimentaire journalicre des rats. Concernant les
résultats des parametres biochimiques plasmatiques, O. aurita n’a aucun effet significatif sur
les taux de glucose, de triglycérides et du cholestérol total plasmatiques quelque soit la dose
testée chez les rats Wistar sains nourris avec un régime standard. En revanche, les résultats de
I’analyse de la composition en acides gras des lipides plasmatiques et hépatiques nous
révélent que la consommation de O. aurita permet un enrichissement des phospholipides
membranaires en EPA de maniére dose-dépendante a partir de la dose 3%. Ces résultats nous
ont permis de retenir la dose minimale efficace (3%) qui a montré un enrichissement des

lipides plasmatiques et membranaires en EPA et en ses dérivés DPA et DHA.

Apres avoir choisi la dose 3%, nous avons ¢tudi¢ son action sur les facteurs de risque

cardio-vasculaires induits par un régime hyperlipidique.

114



The role of Odontella aurita, a
marine diatom rich in EPA, as a
dietary supplement in dyslipidemia,
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Effet d’Odontella aurita comme complément alimentaire sur la fonction plaquettaire et
les facteurs de risque cardiovasculaires induits par un régime hyperlipidique chez le rat

Wistar
Introduction :

L’athérosclérose et la thrombose sont deux processus responsables du développement et de la
progression des maladies cardiovasculaires. Certains facteurs de risque, comme
I’hyperlipidémie, I"hyperagrégabilité des plaquettes sanguines et le stress oxydant peuvent
favoriser I’installation de ces pathologies cardiovasculaires. Plusieurs études nutritionnelles et
épidémiologiques ont montré 1’implication des lipides actifs, notamment les acides gras
polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de la série oméga 3, dans la prévention vis a vis de
ces facteurs de risques(réf). Bien que la microalgue Odontella aurita représente une source
importante d’AGPI-LC de la série oméga 3, en particulier, I’acide eicosapentaénoique (EPA),
les études nutritionnelles sur 1’effet protecteur de cette microalgue contre les maladies

cardiovasculaires restent limitées.

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet de lyophilisat de O. aurita, fourni comme
complément alimentaire sur la fonction plaquettaire et leur état redox chez des rats soumis a
un régime alimentaire standard et a un régime hyperlipidique. L’évolution des parametres
biochimiques (plasmatiques et hépatiques), ainsi que I'enrichissement en AGPI-n-3 des
phospholipides du plasma et du foie, comme organe cible du métabolisme lipidique sont

également étudiées.

Vingt quatre rats males de souche Wistar ont été répartis en 4 groupes homogenes et soumis
aux différents régimes: un régime standard (groupe témoin, T) ; un régime standard
supplémenté avec 3 % de lyophilisat de O. aurita (groupe TOA) ; un régime hyperlipidique a
25 % de lipides (groupe HF) et un régime hyperlipidique supplémenté avec 3 % de lyophilisat
de microalgue (groupe HFOA).

Apres 8 semaines de régime, une différence significative (p = 0,01) est observée entre le poids
corporel moyen des rats soumis aux régimes hyperlipiques (HF et HFOA) et celui des rats
nourris avec les régimes normolipidiques (T et TOA). La supplémentation du régime
hyperlipidique avec 3 % de lyophilisat de O. aurita a permis de diminuer significativement la

glycémie, les taux de cholestérol et de triglycérides sériques et hépatiques. L’analyse de la
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composition en acides gras a révélé une augmentation de la teneur en oméga 3 dans les
phospholipides plasmatiques et hépatiques des rats soumis aux régimes supplémentés avec la
microalgue (TOA et HFOA) par rapport aux rats nourris avec les régimes (T et HF). Cet
enrichissement en oméga 3 concerne essentiellement I’EPA qui représente l’acide gras
majoritaire de O. aurita. En outre, en présence du régime hyperlipidique, O. aurita a montré
son pouvoir antioxydant au niveau hépatique en favorisant D’activit¢é de la gluthation
peroxydase et en diminuant le taux de peroxydation lipidique. Concernant la fonction
plaquettaire, aucune différence n’est observée entre les pourcentages maximaux d’agrégation
induits par ’ADP (10 pM) quel que soit le régime administré. En revanche, une tendance a la
diminution de I’agrégation plaquettaire est observée chez le groupe HFOA par rapport au

groupe HF en utilisant le collagene (5 pg/mL) comme agoniste de I’agrégation.

Les résultats obtenus suggerent un role préventif voire protecteur d’O. aurita, en tant que
complément alimentaire, vis a vis des maladies cardiovasculaires. En présence d’un régime
hyperlipidique, O. aurita diminuerait I’hyperagrégabilit¢ des plaquettes et leur taux de
peroxydation, qui représente une cause majeure de thrombose. De plus, des effets positifs sur
la glycémie, les triglycérides et le cholestérol sériques et hépatiques ont également été mis en

¢évidence.
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Abstract

Background: Dietary changes are a major factor in determining cardiovascular risk. n-3 polyunsaturated fatty acids
modulate the risk factors for metabolic syndrome via multiple mechanisms, including the regulation of the lipid
metabolism. We therefore investigated the effect of Odontella aurita, a microalga rich in EPA, which is already used
as a food supplement, on the risk factors for high-fat diet induced metabolic syndrome in rats.

Methods: Male Wistar rats were divided into 4 groups and were fed with a standard diet (control); with the
standard diet supplemented with 3% freeze-dried O. aurita (COA); with a high-fat diet (HF); or with the high-fat diet
supplemented with 3% of freeze-dried O. aurita (HFOA) for 7 weeks. In this study we evaluated the impact of these
different diets on the risk factors for metabolic syndrome, such as hyperlipidemia, platelet aggregation,
thromboxane B, production, and oxidative stress.

Results: After 7 weeks of treatment, high fat feeding had increased final body weight, glycemia, triacylglycerol, and
total cholesterol levels in plasma and liver compared to the control diet. Collagen-induced platelet aggregation and
basal platelet thromboxane B, were also higher in the high-fat fed rats than in those in the control group. In the
liver, oxidative stress was greater in the HF group than in the control group. O. gurita intake in HFOA-fed rats
resulted in lower glycemia and lipid levels in the plasma and liver relative than in the HF group. Thus, in the HFOA
group, n-3 polyunsaturated fatty acid levels in the tissues studied (plasma, liver, and platelets) were higher than in
the HF group. Platelet hyper-aggregability tended to decrease in HFOA-fed rats as basal platelet thromboxane B,
production decreased. Finally, O. aurita reduced oxidative stress in the liver, with lower malondialdehyde levels and
increased glutathione peroxidase activity.

Conclusions: O. gurita is a marine diatom rich in EPA as well as in other bioactive molecules, such as pigments.
The synergistic effect of these microalgal compounds, displayed a beneficial effect in reducing the risk factors for
high-fat induced metabolic syndrome: hyperlipidemia, platelet aggregation, and oxidative stress.
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Background

Metabolic syndrome (MS) has usually been defined on
the basis of a combination of risk factors for cardiovas-
cular diseases (CVDs), such as impaired glucose meta-
bolism, insulin resistance, atherogenic dyslipidemia,
hypertension, and obesity [1]. Lifestyle modifications, in-
cluding abundant calorie-rich food and physical inacti-
vity are recent phenomena in human evolution and may
be responsible for the onset of one or several risk factors
for MS. Several studies have shown that animals fed high
fat and/or high sucrose diets are more likely to develop
risk factors for MS, such as dyslipidemia and hypergly-
cemia [2,3], insulin resistance [4], hepatic steatosis [5,6],
platelet aggregation [7] and oxidative stress [8,9]. While
the prevalence of MS is increasing worldwide [10], stu-
dies have shown that recent dietary modifications such
as low fat diets, high-fiber diets, Mediterranean diets
and diets rich in flavonoids and phenolic acids can re-
duce MS risk factors [11,12]. Another way to reduce risk
in patients with MS may be to increase the relative
abundance of omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) in the diet [13].

The relationship between dietary n-3 PUFA and the
risk of developing cardiovascular diseases is described
in epidemiological, clinical, and animal studies [14-16].
Eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5n-3) and docosahexae-
noic acid (DHA; 22:6n-3) are commonly referred to as
bioactive n-3 fatty acids. They are known to reduce
key risk factors for coronary diseases, for instance by
reducing plasma triacylglycerol, arterial and venous
thrombosis, diabetes mellitus, hypertension, and in-
flammation [15]. EPA and DHA also play a key role in
normalizing platelet hyper-aggregability. When added
to the diet, EPA and DHA can alter the phospholipid
membrane composition of the cells, and therefore im-
pact on the synthesis and action of eicosanoids, and
regulate transcription factor activity and abundance.
Another aspect of the action of n-3 fatty acids is to
act as an important mediator of gene expression work-
ing via the peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs) that control the expression of the genes
involved in the lipid and glucose metabolism and adi-
pogenesis [17]. Ethyl-EPA markedly reduced the fatty
droplets in the liver cells of mice fed a high-fat diet,
also lowering plasma levels of total cholesterol and
triacylglycerols [18]. Kajikawa et al. [5] showed that
oral administration of highly purified EPA ethyl ester
(EPA-E) improved hepatic fat accumulation in high
fat/high sucrose diet-fed mice by suppressing the tri-
glyceride (TG) synthesis enzymes regulated by sterol
regulatory element binding protein-1 (SREBP-1) and
decreased the accumulation of hepatic monounsatu-
rated fatty acids (MUFAs) produced by stearoyl-CoA
desaturase 1 (SCD1). Adan et al. [7] showed that EPA
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and DHA feeding reduces serum cholesterol and tria-
cylcerol levels, and decreases platelet aggregation in
hypercholesterolemic rats.

The richest dietary source of EPA and DHA is fish oils.
However, fish do not synthesize these fatty acids de novo,
as they lack the required key enzymatic activities [19].
Instead, fish accumulate EPA and DHA primarily by
consuming plankton and algae from the marine food
chain [20]. Unfortunately fish also accumulate pollu-
tants, the oil extracted from them also has unpleasant
odor, and the proportion of specific fatty acids in lipids
from this source are difficult to control. These draw-
backs mean that an alternative and renewable source
must be found.

Marine microalgae are the primary producers of n-3
PUFA in the marine food chain. So far, only a few spe-
cies of algae have been approved for use as food comple-
ments, the one most studied is Chlorella sp., a fresh
water unicellular green algae. It contains essential
amino-acids, minerals, fibers, and lipid soluble vitamins
[21,22]. Numerous studies have revealed the biochem-
ical activities of Chlorella, especially when adminis-
tered in the context of underlying disorders, such as
streptozotocin-induced diabetes in rats [23]. Thus, in
rabbits fed a high-cholesterol diet for 10 weeks, Chlo-
rella vulgaris, demonstrated antilipidemic and anti-
atherosclerotic actions [24]. Cherng et al. [2] also
showed that Chlorella pyrenoidosa has the ability to
prevent dyslipidemia in rats and hamsters models fed a
high-fat diet containing 20% hydrogenated coconut oil
(as the source of saturated fatty acids). In a human
study, Lee et al. [25] showed that in male Korean smo-
kers, Chlorella vulgaris supplementation conserved
plasma antioxidant nutrient status and improved
erythrocyte antioxidant enzyme activities. Chlorella in-
take can also lower cholesterol levels in patients with
hypercholesterolemia [26]. These potential health ben-
efits of Chlorella have been attributed to the effects of
specific ingredients in this microalga such as minerals,
dietary fiber, proteins, and n-3 PUFA (18:3n-3). Odontella
aurita is a microalgal marine diatom that is known to
contain high levels of EPA (26% of total fatty acid) and
several bioactive compounds, such as pigments, fibers and
phytosterols, which have beneficial effects on human
health [27,28]. O. aurita is currently approved for use as a
dietary supplement. The studies of Moreau et al. [27]
focus on carotenoids extracted from this microalgae, and
show that an antiproliferative effect was produced in cul-
tures of bronchopulmonary and epithelial cells when
extracts were added to the cell medium. However, no nu-
tritional studies have been yet conducted to demonstrate
the biological effect of O. aurita as a food supplement or
to investigate the possible synergistic effect of various
microalgal compounds.
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Against this background, the aims of this study are to
investigate the effects of freeze-dried O. aurita as a food
supplement on risk factors for high-fat induced MS in
rats fed with a high-fat diet, principally hyperlipidemia
in the bloodstream and liver, platelet aggregation and
oxidative stress, in order to prevent cardiovascular
diseases.

Materials and methods

Animal experiments and diet

Male Wistar rats weighing (120 + 10 g) were purchased
from (Janvier, CER], Le Genest Saint Isle, France) and
housed in pairs in cages with a 12h light/dark cycle and
maintained at 20 + 2°C. Rats were fed an R-112 standard
diet (SAFE, Augy, France) containing (on a per weight
basis; 5% fat, 23% protein, 58% carbohydrates, 6% cellu-
lose, 7% mineral, and 1% vitamins). After a 1-week accli-
mation period, the rats were randomly assigned to 4
groups, with 6 rats in each. The control group (C), con-
tinued to receive the standard diet (R-112). The second
group (COA) was fed the standard diet supplemented
with 3% (w/w) freeze-dried O. aurita (Innovalg, Bouin,
France). The freeze dried O. aurita content in n-3 PUFA
and pigments was as following: #-3 PUFA (in % of total
fatty acids), total = 32%, EPA = 26%; pigments, total = 9
mg/g of dry matter, chlorophyll @ = 30%, fucoxanthin =
20% of total pigments (results provided by Innovalg,
Bouin, France). The third (HF) group received a high fat
diet containing (on a per weight basis: 25% fat, 23% pro-
teins, 38% carbohydrates, 6% cellulose, 7% mineral, and
1% vitamins). The fourth group (HFOA) was fed with
high fat diet supplemented with 3% (w/w) of freeze-
dried O. aurita. The composition of the four diets is
shown in Table 1, and the fatty acid composition of the
different diets is presented in Table 2. The rats had free
access to food and water throughout the study. The
bodyweight gain of the rats was monitored at regular
intervals, and their daily food intake was estimated. All
the experiments involving animals had been approved by
the institutional ethics committee (Direction des Ser-
vices Vétérinaires de la Mayenne, France, N° B53500).
Rats were fed the test diets for 7 weeks and were anaes-
thetized (with Diazepam/Ketamine 4v/3v), following an
overnight fast on day 49, and exsanguinated via the ab-
dominal aorta. The liver and adipose tissue were
removed, rinsed with ice-cold saline solution (0.9%
NaCl) and stored at (-70°C).

Platelet aggregation assay

Platelet preparation

Blood was recovered in polyethylene tube containing
Acid-Citric-Dextrose anticoagulant (9:1 v/v) (citric acid
130 mM, trisodium citrate 170 mM, dextrose 4%).
Washed platelets were prepared as described previously

Page 3 of 13

Table 1 Diet composition

Composition (g/kg) C COA HF HFOA
Casein 230 230 230 230
Corn starch 200 200 130 130
Glucose 380 380 250 250
Cellulose 60 60 60 60
Lard 30 30 230 230
Corn oil 10 10 10 10
Rape oil 10 10 10 10
Mineral 2058 SAFE 70 70 70 70
Vitamin 200 SAFE 10 10 10 10
freeze-dried O. aurita - 30 - 30

Analysis was provided by SAFE (Scientific Animal Food & Engineering, Augy,
France).

The mineral mixture provides the following amounts in mg/kg of diet:
CaHPO,, 17.2; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgS0,, 2000; Fe,0s, 120;
FeSO,, 7 H,0, 200; trace elements, 400. Trace element mixture (mg/kg of diet):
MnSQ,, H,0, 98; CuSO,, 5 H,0, 20; ZnSO,, H,0, 80; CoSO,, 7 H,0, 0.1; KI, 0.3.
The vitamin mixture provides the following amounts per kg of diet: retinol,
39.600 IU; cholecalciferol, 5000 IU; thiamin, 40 mg; riboflavin, 30 mg;
pantothenic acid, 140 mg; pyridoxine, 20 mg; inositol, 300 mg;
cyanocobolamin, 0.1 mg; ascorbic acid, 1600 mg; choline, 2.720 mg; folic acid,
10 mg; p-aminobenzoic acid, 100 mg; biotin, 0.6 mg.

C, control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.

by Mekhfi et al. [29] with some modifications. Briefly,
blood was centrifuged at 230 x g for 15 min to obtain
platelet rich plasma (PRP). The supernatant (PRP) was
then centrifuged at 120 x g for 8 min to remove any re-
sidual erythrocytes and leukocytes. The platelet rich
plasma obtained was acidified to pH 6.5 with citric acid
0.15 M to inhibit spontaneous aggregation. PRP was
then centrifuged at 900 x g for 15 min to obtain platelet
pellets. The cells were finally suspended in Tyrode buffer
(NaCl 137 mM, KCl 2.6 mM, MgCl, 0.9 mM, glucose
5.5 mM, gelatin 0.25%, HEPES 5 mM, CaCl, 1.3 mM pH
7.4). Platelet poor plasma (PPP) was recovered for lipid
analysis.

Platelet aggregation

Platelet aggregation was measured turbidimetrically in
washed platelet suspensions [30] using an APACT 4004,
4-channel platelet aggregometer (LABiTEC, Ahrensburg,
Germany). Platelet suspension concentrations were esti-
mated by a Coulter cell counter (Beckman Coulter, Ville-
pinte, France), and the concentrations were adjusted to
5x10® cells/mL using Tyrode buffer. Aggregation tests
were performed at 37°C in cuvettes stirred at 1000 rpm.
Washed platelets (225 pL) were stimulated with ADP 10
UM (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or
with Collagen (Kordia, Lille, France) 5 pg/mL. The light
transmission was recorded for 5 min after platelet stimu-
lation. The platelet aggregation was quantified as the
maximum change in light transmission through a
washed platelet solution expressed as a percentage of
the light transmission through the blank (Tyrode buffer).
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Table 2 Dietary fatty acid composition

Fatty acids C COA HF HFOA
(% molar)

14:0 094 +0.12 1.00 = 0.15 150 + 0.14 167 +0.19
16:0 1716 £ 170 1772+ 186 2458 £+ 103 2549+ 153
16:1n-7 139+005 241 +014 023+006 023+004
180 919+016  853+023 11.53+£031 11.29+030
181n-7+n-9 4502 + 254 4231 +281 4269+ 196 4206+ 212
18:2n-6 2014 +£181 1886+ 154 1233047 1192+ 051
18:4n-3 04 £ 0.02 037 £ 0.03 022 £ 0.01 021 £ 0.01
20:4n-6 - - 016 +£002 015+ 002
20:5n-3 - 083 +£0.16 076 £ 0.11
22:6n-3 - tr - tr

Total lipids were extracted from diets according to Folch et al. method [31].
Fatty acid methyl ester (FAMEs) were prepared according to the method of
Slover and Lanza [33] and analyzed by gas chromatography as described in
material and methods section. Values are expressed as mean + SD (n=3). C,
control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita. tr:
traces.

Phospholipid fatty acid composition analysis

Total lipids were extracted from the liver with chloroform/
methanol (2:1 v/v) according to the method of Folch
et al. [31]. Furthermore total lipids were extracted from
the platelets and plasma using the Bligh and Dyer
method [32]. Phospholipids (PLs) and neutral lipids
(NLs) were separated from the total lipids by solid phase
extraction using silica gel columns Sep-pak (Sep-Pak
plus, silica cartridges, Waters, France). Fatty acid methyl
esters (FAMEs) were prepared according to the method
of Slover and Lanza [33], and analyzed with a FOCUS
gas-chromatography instrument (Thermo Electron Cor-
poration, Les Ulis, France) equipped with a capillary
column CP Sil-88 25 m x 0.25 mm id (Varian, Les Ulis,
France). Analyses were carried out from 150°C to 220°C.
The esters were detected with a flame-ionization de-
tector. Individual fatty acids were identified from au-
thentic fatty acid methyl ester standards (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), and expressed
as a percentage of total fatty acids.

Biochemical analysis

Glycemia was measured in rat tails using a glucometer
(FreeStyle PAPILLON mini, Abbott, Rungis, France).
However, plasma triacylglycerol and total cholesterol
levels were determined by enzymatic methods, using com-
mercial Kits (Biomérieux S.A, Marcy |'Etoile, France).
Triacylglycerol and total cholesterol levels were also
determined in the liver using total lipids extracted by
enzymatic methods.

Measurement of lipid peroxidation in platelets and liver

Lipid peroxidation was evaluated by measuring the level
of malondialdehyde (MDA) by the Ohkawa method [34].
0.5 g of liver was homogenized with 4.5 mL KClI solution
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(1.15%). To 0.5 mL washed platelet solution or 0.1 mL
liver homogenate was added 0.1 mL 8.1% sodium dode-
cyl sulfate (SDS), 0.75 mL acetic acid 20% pH 3.5, 0.75
mL thiobarbituric acid (TBA) 0.8% and distilled water to
make the volume up to 2.5 mL. The tubes were placed
in a water bath at 95°C for 60 min, and then imme-
diately cooled in ice. 0.5 mL of water and 2.5 mL of a so-
lution of n-butanol and pyridine (15:1 v/v) were added
to each tube, which was then shaken vigorously and then
centrifuged at 1000 x g for 10 min. The organic phase
corresponding to the upper layer was aspired and the
color intensity was measured at 532 nm. The standard
range was prepared using thel,3,3,3- tetramethoxypro-
pane (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
solution.

Glutathione peroxidase assay

The platelet content was released by sonication. The lysate
was centrifuged at 4000 x g for 10 min and the super-
natant was used to determine the platelet glutathione per-
oxidase activity. The liver was homogenized in KCl
solution (1.15%) using a Potter tissue homogenizer then
centrifuged at 4000 x g for 10 min. Liver glutathione per-
oxidase activity was measured in the supernatant.

The glutathione peroxidase (GPx) activity was deter-
mined according to Paglia and Valentine method [35] as
modified by Chaudiére and Gérard [36]. Briefly, to a
final volume of 1.5 mL containing Tris-HCI/EDTA (50
mM/0.1 mM) pH 7.6, NADPH,H* (0.14 mM), reduced
glutathione (GSH) (2 mM) and 0.7 U/mL of GSSG-re-
ductase, was added 100 pL of platelet lysate or 100 pL of
liver homogenate. The mixture was incubated at 37°C
for 3 min. The reaction was started by adding 50 L ter-
tiary butyl hydroperoxide (t-BH) (0.2 mM). The change
in absorbance was recorded at 340 nm for 5 min at 5 s
intervals. An appropriate control without samples was
run simultaneously. GPx activity was expressed in
nmoles of hydroperoxide reduced per min and per mg
protein.

Protein assay

Protein was determined by Bradford’s colorimetric
method [37] using Biorad reagent, with bovine serum al-
bumin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
as standard.

Thromboxane B, measurement

Rat washed platelets underwent three successive freeze/
thaw cycles to release the cell content. The basal TXB,
level was measured using an enzyme immunoassay
(EIA) Kit (Enzo-Life sciences, Exeter, UK) according to
the manufacturer’s recommendations.
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Statistical analysis

All values were expressed as the mean + SD. After ana-
lysis of variance, the mean values were compared using
Fisher's least significant difference test (Statgraphics Plus
5.1, Manugistics Inc., Rockville, MD, USA).

Results

Effect of diet treatments on body and organ weights

As shown in Table 3, the final bodyweight of the rats on
the high-fat (HF) diet was significantly higher than that
of the control (C) diet rats. Feeding with either the con-
trol or high-fat diet supplemented with O. aurita (COA
and HFOA respectively) tended to decrease the final
body weight after 7 weeks of diet treatment compared to
both C and HF feeding, but this effect failed to reach
statistical significance. With regard to organ weights
(Table 3), only the adipose tissue was affected by the
dietary treatments. The data showed that the HF diet
significantly increased adipose tissue weight (p < 0.016)
compared to the C diet. Adipose tissue weight/final body
weight ratio (AT/Bw) was also calculated to evaluate the
development of adiposity. The AT/Bw ratio was signifi-
cantly greater in HF-fed rats than in the controls. The
increased adiposity was prevented by O. aurita intake in
the HFOA group, where the adipose tissue weight was
reduced, and the AT/Bw ratio lower than that in HF-fed
rats. Daily food intake was significantly greater in the C
and COA groups than in the HF and HFOA groups.
However, the daily energy intake did not differ for the
different dietary treatments.

Effect of diet treatments on plasma and liver lipid levels

The in-vivo hypolipidemic and hypoglycemic effects of
O. aurita intake was evaluated (Table 4). The HF group
registered a significant increase in plasma glucose, triacyl-
glycerols (TG) and total cholesterol compared to the C
group (p < 0.009, p = 0.001 and p = 0.035 respectively).
The presence of O. aurita produced a hypoglycemic and
hypolipidemic effect in the HFOA-fed rats compared to
the HF group. In the liver, the data revealed that liver
lipids, especially TG and total cholesterol, were

Table 3 Animal characteristics after 7 weeks of treatment
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significantly greater in the HF group than in the controls
(p < 0.001). The liver TG and total cholesterol levels were
significantly lower in the HFOA-fed rats than in the HF
group (Table 4).

Effect of diet treatments on plasma total lipid fatty acid
composition

The plasma total lipid fatty acid composition in each
group of rats is reported in Table 5. After 7 weeks of
treatment, the data revealed a significant change in the
plasma total lipid fatty acid composition with the differ-
ent dietary treatments. O. aurita intake in the COA and
HFOA-fed rats significantly (p = 0.024) increased their
total n-3 level compared to the C and HF groups, re-
spectively. The increased 7-3 level was mainly related to
the EPA (20:5 n-3) rate, the main polyunsaturated fatty
acid (PUFA) in microalgae. Furthermore, the data
revealed that the DHA (22:6 n-3) level was significantly
greater in the COA and HFOA groups than in the C
and HF groups respectively (p = 0.042). Total n-3
increase with O. aurita intake induced a decrease of the
n-6/n-3 PUFA ratio in the plasma in HFOA-fed rats
compared to the HF group.

Effect of diet treatments on platelet aggregation, TxB,
production, and platelet phospholipid composition

The effect of dietary treatment on ADP and collagen-
induced platelet aggregation is reported in Figure 1. The
maximum aggregation percentage is presented in Table 6.
The data did not reveal any difference in ADP-induced
platelet aggregation in the different groups. However, O.
aurita intake in HFOA-fed rats tended to normalize the
platelet aggregation induced by collagen compared to
the HF-fed rats (p = 0.05), but this effect failed to reach
statistical significance.

The effects of O. aurita supplementation of a high fat
diet on the basal platelet level of thromboxane B2 is
shown in Figure 2. The basal levels of eicosanoids in pla-
telets are influenced by dietary fat. Rats fed with the HF
diet displayed a significantly higher amount of TXB, in
the platelet suspension than those fed with the control

Diet groups C COA HF HFOA p value
Organs (g)

Body weight (Bw) 359.1 + 18.7°¢ 339.1 + 27.8° 380.1 + 13.1° 3787 + 274 0.008
Liver weight (Lw) M1+15 10407 106 + 06 11409 NS
Adipose tissue (AT) 45+ 16° 48+ 1.1° 69 + 08° 43 +09° 0016
AT/Bw (%) 12+05° 14+03%® 184037 11+£02° 0.045
Daily food intake (g/day) 462 +128° 428 +92° 359 +87° 323+ 88° <0001
Energy intake (Kcal/day) 17047 + 47.23 1613 + 347 168.23 + 408 15407 + 4197 NS

Results are expressed as mean + SD (n=5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing

order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; COA, control + O. aurita; HF,

high fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant.
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Table 4 Glycemia and plasma and liver lipids determinations after 7 weeks of treatment

Diet groups C COA HF HFOA p value
Plasma (mmol/L)

Glucose 430 + 049° 396 + 027° 517 + 0.74° 457 +051% 0.009
Triacylglycerols 0.84 + 007° 0.90 + 0.06° 1.06 + 0.04° 091 + 0.09° 0.001
Total cholesterol 149 + 022° 157 +022° 1.87 £ 0.17° 151 £013° 0.035
Liver (mg/g)

Triacylglycerols 12,04 + 248 10.14 + 1.00° 2828 + 497° 1662 + 4.15° <0001
Total cholesterol 297 + 049° 264 + 035° 419 + 066" 288 +0.17° < 0.001

Results are expressed as mean + SD (n=5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing
order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.

diet (Figure 2). The basal TXB, level in rats fed with the
HFOA diet was 16.6% lower than in the HF-fed rats,
which was a significant difference.

The fatty acid composition of platelet phospholipids
showed that O. aurita intake increased the total n-3
PUFA level when added to the HF diet (Table 7).
Increased n-3 in HFOA fed rats involved docosapentae-
noic acid (DPA), which represents an EPA conversion
product. The total n-6/n-3 ratios were also lower in the
HFOA group than in HF-fed rats.

In platelets, the redox status is a critical modulator of
platelet function. Figure 3 presents the MDA level and
GPx activity in platelets. The data show that HF feeding
tended to increase the level of MDA and decrease GPx
activity in rat platelets. O. aurita showed a tendency to

enhance platelet redox status by reducing the level of
MDA and increasing GPx activity, but this effect failed
to reach statistical significance.

Effect of diet treatments on liver phospholipids and
neutral lipid fraction compositions

The fatty acid compositions of the liver phospholipids
(PL) and neutral lipids (NL) are reported in Tables 8 and
9 respectively. After a 7-week period on the experimen-
tal diets, the data showed that after O. aurita intake by
COA and HFOA-fed rats, EPA incorporation into the
liver phospholipid fraction was significantly greater than
in the C and HF-fed rats, respectively. Thus, DPA and
DHA levels in liver PL, were significantly higher in the
HFOA group than in the HF-fed rats, but there was no

Table 5 Plasma total lipid fatty acid composition of rats after 7 weeks of treatment

Diet groups C COA HF HFOA p value
Fatty acids (% molar)

14:0 032 + 0.07% 034 + 0.10° 0.20 + 0.03° 0.23 + 0.06° 0.025
16:0 17.84 + 1.86° 16.94 + 165%° 1511 £ 072 14.83 + 146 0010
16:1 151 + 027 169 + 0.28° 0.56 + 0.05° 0.58 + 0.12° < 0001
180 941 + 0.74° 876 + 0.60° 1208 + 0857 11.29 £ 069° < 0001
181n-7 + n9 1860 + 3.84 16.84 + 2.85 1587 + 153 1609 + 239 NS
18:2n-6 1040 + 0.87 10.99 + 1.40 12,09 + 096 10.98 + 1.00 NS
183n-3 0.18 + 0.05 0.25 + 0.04 024 + 005 022 + 004 NS
20:1n-9 027 + 0.06° 034 + 0.09° 0.15 + 003° 0.16 + 0.04° < 0001
20:4n-6 2325+ 322 2344 + 296 2664 + 1.76 2340 + 348 NS
20:5n-3 0.27 + 0.07° 060 + 0.16° 0.19 + 0.05° 0.33 + 0.09° <0001
22:5n-3 048 + 0022 046 + 0.06 033 + 004 043 + 007 NS
22:6n-3 442 +1.19% 531 + 066° 3.64 + 0.70° 492 + 0.70° 0042
SFA 27.58 + 149 26.10 + 1.83 2740 + 0.86 2635+ 1.77 NS
MUFA 2038 + 4.14 1887 + 2.89 1657 + 160 16.83 + 2.51 NS
Total n-3 522 + 1.1% 599 + 1.04° 422 + 068° 571 +067° 0.024
Total n-6 3364 + 2.54° 3444 + 262° 3874 + 0.95° 3439 + 3.88° 0.035
MUFA / SFA 0.73 £ 0.11 072 +0.10 0.60 + 0.07 0.64 + 0.07 NS
n-6/n-3 663 + 1.18° 588 + 1.09° 935 + 1.37° 6.12 + 1.19° < 0001

Results are expressed as mean + SD (n=5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing
order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant.
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Figure 1 Platelet aggregation measurement after 7 weeks of treatment with different diets. Washed platelets were stimulated with
collagen (5 pg/mL): A or with ADP (10 pM): B. C, control; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.
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significant difference between these PUFA rates in the
COA and C groups. Furthermore, the n-6/n-3 PUFA
ratio was significantly lower in the liver PL of HFOA-fed
rats than in that of the HF group animals.

Compared to the liver PL fraction, more modifications
were revealed in the composition of NL (Table 9). Beside
total #-3 enrichment in the liver NL fraction, especially
with EPA, DPA, and DHA, the data showed that the
total monounsaturated fatty acid (MUFA) level, espe-
cially of 16:1n-7 and 18:1n7 + 18:1n-9 MUFA levels, was
significantly higher in the COA and HFOA groups than
in the C and HF groups. The n-6/n-3 PUFA ratio was
also lower in the liver NL fraction in COA and HFOA-
fed rats than in the C and HF groups.

Effect of diet treatments on the level of MDA and on GPx
activity in liver

The hepatic MDA level and GPx activity are shown in
Figure 4. A significantly higher liver MDA level was
observed in the HF group than in the C group. O. aurita
intake in HFOA-fed rats resulted in a significantly lower
MDA level in the liver than in HF-fed rats. Thus, after 7
weeks of treatment, the HF diet had induced a signifi-
cantly lower level of hepatic GPx activity than the C diet.
However, HF diet supplementation with O. aurita

Table 6 Effect of dietary regimens on rat platelet
aggregation after 7 weeks of treatment

% maximum aggregation
C HF HFOA p value
Collagen 5 ug/mL 6835 = 356° 8029 + 3597 7242 + 109 0053
ADP 10 uM 80.18 £ 572 8763+509 8697 +444 NS

Values are means * SD of 4 independent determinations (animals). After a
one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test
results are arranged in increasing order from left to right:a > b > ¢ (p < 0.05).
C, control; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant.

resulted in significantly greater antioxidant activity of
GPx in the liver than that observed with the HF diet.

Discussion

The present investigation was undertaken to assess the
influence of O. aurita, a marine diatom rich in EPA, on
the risk factors for high-fat induced MS in rats. In this
study, the HF diet group rats had significantly higher
final body weight, adiposity, blood glucose, TG and total
cholesterol levels than were found in the animals in the
C group. Abdominal obesity and insulin resistance have
been proposed as being the main causal factors of MS
[38]. It was also found that O. aqurita intake in HFOA
group decreased adipose tissue weight, plasma glucose,
and TG and total cholesterol levels, but had no effect on
final body weight in the COA or HFOA groups as com-
pared to the C and HF groups respectively. These results
suggest that the administration of O. aurita reduces MS
risk factors by lowering glycemia and blood lipid levels.
Marine organisms such as fish and microalgae are
known to be rich in #-3 fatty acids, and specifically in
EPA and DHA. Previous studies have already reported
that purified EPA or DHA have differing effects on para-
meters involved in cardiovascular disease prevention
[15]. Matzusawa et al. [38] showed that n-3 PUFA plays
an important role in preventing obesity by acting on the
adipocytokines that regulates lipid and glucose homeo-
stasis. Itoh et al. [39] reported that dietary EPA increased
adiponectin secretion in genetically and high-fat diet
induced obese mice. Indeed, the consumption of fish oil
enriched in EPA can markedly reduce the levels of
plasma triacylglycerols and associated very-low-density
lipoprotein (VLDL) in the circulation in healthy subjects
and selected patients with hypertriglyceridemia [40].
Nemoto et al. [18] showed that EPA markedly reduced
the fatty droplets in the liver cells, and also lowered
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Basal platelet TXB; level
(ng/ 5x10°® cells)
o

Figure 2 Effect of O. aurita supplementation to high fat diet on
the basal platelets thromboxane B2 level. Values are expressed
as the mean + SD (n = 5). Values bearing different superscript letters
are significantly different from each other. (P = 0.009) After a one-
way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison
test, results are arranged in increasing order from left to right:a > b
> ¢ (p < 0.05). C, control; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.

plasma levels of total cholesterol and triacylglycerol in
high fat-fed mice.

Platelet aggregation is considered to be closely
involved in the development of arterial thrombosis after
the formation of atherosclerotic plaques [41]. Further-
more, a variety of platelet functions abnormalities, in-
cluding increased adhesiveness and activation in vitro

Table 7 Platelet phospholipids fatty acid composition of
rats after 7 weeks of treatment

Diet groups C HF HFOA p value
Fatty acids (% molar)

14:0 044 +004  053+0.10 059+ 006 NS
160 2454 +055 2493 +028 2572+ 068 NS
16:1 050+ 005"  026+002° 025+000° <0001
180 1390+ 029 1449+ 012 1425+ 099 NS
181n7+n9  882+020° 771+028° 706+033 <0001
182n-6 433+004  466+039  439+0.10 NS
183n-3 049 £002  057+003 054+ 005 NS
20:1n-9 046 £001  057+006 054+ 006 NS
20:4n-6 2588 £ 033 2380 +052° 23.80 + 065° 0.004
20:5n-3 020+003  017+003 022+ 000 NS
22:5n-3 036+ 006° 039 +005° 052+003° 0018
22:6n-3 047 +008  048+005 063 +0.14 NS
SFA 3889 + 045° 3995 + 022* 4057 + 0.38° 0.004
MUFA 078 £021° 855+025° 7.85+028° <0001
Total n-3 152 +019° 163 +005° 192+ 0.12° 0.029
Total n-6 3021 +036° 2847 +054° 2819 +071° 0.009
MUFA /SFA  025+000° 021 +000° 0.19+000° < 0001
n-6/n-3 2002 +2.75° 1748 £ 086° 14.71 £ 0717 0.025

Results are expressed as mean + SD (n=6). After a one-way ANOVA,
Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged
in increasing order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; HF, high
fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant.
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and in vivo and increased sensitivity to physiological
agonists, have been identified in obese subjects [42]. The
polyunsaturated fatty acids EPA and DHA play a crucial
role in reducing platelet aggregation [43]. In the present
investigation we compared platelet activities in three
groups: control, C, high-fat, HF, and high fat + O. aurita,
HFOA. It was found that rats fed the HFOA diet dis-
played lower collagen-induced platelet aggregation, but
not in ADP-induced platelet aggregation, than rats fed
with the HF diet. The decrease in platelet aggregation in
the HFOA group was confirmed by the lower TXB, level
in this group compared to the HF group. The fatty acid
composition of platelet phospholipids revealed higher
levels of n-3 PUFA in the HFOA than in the HF group.
These findings could be explained by the incorporation
and conversion of EPA produced by the microalgae in
the platelet phospholipids. When n-3 PUFA are con-
sumed they are selectively incorporated into the phos-
pholipids of the platelet membrane, and thus decrease
the release and formation of TXB,, which is a potent in-
ducer of platelet aggregation. Burri et al. [44] have
shown that the consumption of a diet high in linoleic
acid (LA) decreases ADP- and collagen-induced platelet
aggregation compared to a diet containing oleic acid.
Studies by Kwon et al. [45] have found that the con-
sumption of both oleic acid and linoleic acid reduce
collagen-induced platelet aggregation compared to that
found in subjects consuming a diet high in saturated
fatty acids. Moreover, Véricel et al. [46] showed that a
small intake of n-3 PUFA reduced the oxidative stress in
the platelets of elderly people, and could be beneficial to
subjects with atherothrombotic tendencies by lowering
the cell peroxide tone.

The levels of n-3 fatty acids incorporated into tissue
lipids can be considered to be a cardiovascular disease
risk marker, as has often been reported previously
[47,48]. The results reported in Tables 5, 7, 8 and 9
showed higher levels of n#-3 PUFA in the plasma and
liver fatty acid compositions in rats fed with COA and
HFOA diets than those in rats on the fed with C or HF
diets. These results show that the EPA provided by the
O. aurita diet is incorporated into the plasma and liver
lipids. Moreover, there is a relationship between food in-
take and lipid enrichment with EPA. The rats fed the
COA diet had a higher food intake than those receiving
the HFOA diet, and higher EPA levels were observed in
the plasma and liver in the COA group than in the
HFOA group.

The liver is a very important site for maintaining body
lipid homeostasis. Our data show that rats fed with the
HF diet had higher hepatic TG and total cholesterol
levels than HFOA-fed rats, which suggests that O. aurita
could regulate hepatic genes involved in lipid metabo-
lism through the effect of EPA. Stearoyl-CoA desaturase
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Figure 3 Effect of O. aurita supplementation to high fat diet on platelets oxidative stress after 7 weeks of treatment. (A): effect of
O. aurita on platelets MDA level (p = 0.180); (B): effect of O. aurita on platelets GPx activity (p = 0.617). Values are expressed as the mean + SD
(n = 5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing order from left to
right:a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.

(SCD) is an endoplasmic reticulum enzyme that cata-
lyzes the biosynthesis of monounsaturated fatty acids
(MUFAs) from saturated fatty acids (SFAs) that are ei-
ther synthesized de novo or derived from the diet. The
regulation of this process plays a critical role in disorders
such as obesity, diabetes, and atherosclerosis. SCD1, the
main SCD isoform expressed in liver, is a key player in
the regulation of lipid partitioning in liver. The import-
ance of SCD1 in neutral lipid synthesis in liver has been

confirmed by studies in SCD1 -/- mice, in which an
SCD1 deficiency leads to a fall in the hepatic triacylgly-
cerol and cholesterol ester contents [49,50] and down
regulates de novo fatty acid synthesis [51]. The results
shown in Table 9 show a lower level of total MUFA in
liver neutral lipids in the HF group than in the controls.
However, the lower MUFA level was enhanced by O.
aurita intake in HFOA fed rats. These results may sug-
gest the potential regulation of SCD1 by O. aurita.

Table 8 Phospholipid fatty acid composition in liver rat after 7 weeks of diet

Diet groups C COA HF HFOA p value
Fatty acids (% molar)

140 031 +0.18 0.18 + 0.04 0.14 + 003 0.16 + 0.07 NS
160 17.86 + 1.69° 17.15 + 0.90° 1497 + 0.54° 1499 + 1.14° <0001
16:1 0.20 + 0.07 0.16 + 0.06 0.15 + 0.05 0.14 + 003 NS
180 21.82 + 2.05° 2199 + 1.11° 26.98 + 0.39° 26.57 + 0.69° < 0001
181n-7 + n9 9.12 + 1.05% 876+ 0.51° 730+ 077° 7.15 + 068° 0.001
182n-6 880 + 0.93 948 + 0.96 965 + 061 943 + 0.54 NS
183n-3 0.10 + 0.03 0.10 + 001 0.07 + 001 0.09 + 003 NS
20:1n-9 0.14 + 0.05 0.13 + 003 0,12 + 004 0.10 + 0.03 NS
20:4n-6 2780 + 1.83% 2631 + 1.64° 29.37 + 0.60° 2857 + 162° 0.044
20:5n-3 0.14 + 004> 0.28 + 0.07° 0.12 + 003° 0.20 + 0.03° < 0001
22:5n-3 0.57 + 0.08° 066 + 0.09°° 061 + 0.06° 071 £ 0.09° 0.038
22:6n-3 7.79 £ 0.50° 7.80 + 0.30° 6.94 + 0.60° 746 + 039°° 0.025
SFA 39.99 + 0.83° 3947 + 0.59° 4214 + 067° 4177 £ 067° < 0001
MUFA 965 + 1.00° 9.04 + 0.557 6.83 + 0.90° 762 +075° <0001
Total n-3 847 + 049° 881 + 047 768 £ 065° 835 + 0.29° 0.009
Total n-6 3660 + 1.03° 37.57 + 095 3899 + 0.5° 3800 + 1.34%° 0.025
A9 desaturase index 029 + 0.04° 0.29 + 0.02° 0.20 + 003° 021 + 0.02° 0.002
MUFA / SFA 025 + 0.04° 0.23 + 002 0.17 +0.02° 017 £ 001° <0001
n-6/n-3 432 +0.18° 415 +030° 513 + 0.52° 455 + 024° 0.002

Results are expressed as mean + SD (n=5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing
order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant. A9 desaturase

index = [18:1n-7 + n-9/(18:0 + 18:1n-7 + n-9)].
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Table 9 Liver neutral lipids fatty acid composition of rats after 7 weeks of treatment

Diet groups C COA HF HFOA p value
Fatty acids (% molar)

14:0 0.95 + 0,06 0.88 + 0.32° 051 +0.17° 0.64 + 0297 0.030
160 2553 +2.22 2439 + 2.73 2284 + 055 23.07 + 1.80 NS
16:1 3.75 + 1.00° 341 +074° 034 £ 003° 040 + 0.07° < 0001
180 6.06 + 1.76 575 + 2.58 542 +132 439 + 086 NS
18:1n-7 + n-9 35.06 + 4.60° 3584 + 357° 3297 + 1.90° 4100 + 248° 0.005
18:2n-6 1141 + 1.96° 1120 + 291° 1514 + 1572 1461 + 1367 0.008
18:3n-3 046 + 0.20 054 + 0.16 0.62 + 0.06 0.65 + 0.10 NS
20:1n-9 0.14 + 001° 040 % 0,067 0.15 + 0.00° 0.28 + 0.00° < 0001
20:4n-6 3.89 + 045 339+ 081 327 +078 364 + 144 NS
20:5n-3 0.13 + 0.04° 033+ 0.16° 0.15 + 0.04° 0.19 + 0.05° 0011
22:5n-3 0.16 + 003" 035 + 0.10° 0.12 +001° 041 + 0.15% <0001
22:6n-3 1.09 + 0.07° 158 + 0.17° 102 +0.19° 1.14 + 0.06° 0.004
SFA 3275+ 1.26° 31.02 + 241° 2877 + 165° 2872 +09° 0.002
MUFA 38.88 + 4.19°° 4215 + 539° 33.60 + 2.06° 4297 + 400° 0.007
Total n-3 188 + 0.16° 268 + 043 194 + 027° 2.78 + 068 0.043
Total n-6 14.96 + 2,01 1414 + 248 2040 + 4.18 19.52 + 355 NS
A9 desaturase index 0.85 + 0.05 0.86 + 0.05 0.86 + 0.03 0.89 +0.03 N.S
MUFA / SFA 119 + 0.15° 1.55 + 0.24° 117 + 0.06° 149 + 0.09° 0.004
n-6/n-3 737 +0.94°° 556 + 0.60° 844 + 0847 7.25 + 0.66° 0.001

Results are expressed as mean + SD (n=5). After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, results are arranged in increasing
order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control; COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita. N.S: Not significant. A9 desaturase index =

[18:1n-7 + n-9/(18:0 + 18:1n-7 + n-9)].

Velliquette et al. [52] showed that diets enriched in
linoleic acid, a-linolenic acid and, by metabolic infe-
rence, EPA, can regulate SCD activity at the level of
transcription.

Numerous studies have shown that oxidative stress is
increased in obesity, which is an essential component of
MS, and that reactive oxygen species (ROS) levels can
be reduced as a result of weight loss [53]. Obesity

induced by a high fat diet leads to enhanced oxidative
stress in rats [54]. Roberts et al. [55] also showed that
ROS were overproduced in a rat model of MS induced
by a diet high in fat and refined sugar. The results shown
in Figure 3 showed that O. aurita intake in HFOA group
resulted in significantly lower hepatic oxidative stress
after 7 weeks of treatment than in HF fed rats. Rats fed
with HFOA had lower level of hepatic MDA than HF
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Figure 4 Effect of O. aurita supplementation of standard or high fat diets on hepatic oxidative stress after 7 weeks of treatment.
(A): effect of O. aurita on hepatic MDA level (p = 0.006); (B): effect of O. aurita on hepatic GPx activity (p = 0.002). Values are expressed as the
mean + SD (n = 5). Values bearing different superscript letters are significantly different from each other. After a one-way ANOVA, Student—
Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test, the results are arranged in increasing order from left to right: a > b > ¢ (p < 0.05). C, control;
COA, control + O. aurita; HF, high fat; HFOA, high fat + O. aurita.
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fed rats. Thus, the antioxidant activity of hepatic GPx
was higher in the HFOA group than in the HF group.
Indeed, a significant correlation (r = 0.986 and p =
0.002) has been established between a fall in MDA level
and an increase in GPx activity in response to the HFOA
diet. These results prove that O. aurita supplementation
of the HF diet reduces the hepatic oxidative stress after
7 weeks of treatments. Beside n-3 PUFA, O. aurita also
contains a large portion of pigments. Chlorophyll a and
fucoxanthin are the major pigments in O. aurita (30.0
and 20.4 % of total pigments, respectively). Many studies
have reported that micronutrients, such as polyphenols,
pigments, vitamins and minerals, can prevent or at least
attenuate the damage caused by oxidative stress. The
Feillet-Coudray et al. [56] study demonstrates that a
polyphenol extract seems to have some protective effects
against hepatic steatosis and against the oxidative stress
induced by high fat, high sucrose diet in rats. Fucoxan-
thin, like other carotenoids displays remarkable bioacti-
vities (antioxidant, anti-obesity etc.) that are relevant to
human health (for a review see Peng et al. [57]).

The present investigation showed that O. aurita could
be used as food supplement to prevent risk factors for
high-fat induced MS. The beneficial effects of O. aurita
showed in the present investigation could be due to a
synergistic effect between the various different active
microalgal components, such as n-3 PUFA and pig-
ments. Kay [58] proposed that the possible active ingre-
dients of Chlorella that reduce blood lipid levels could
be water-soluble fiber, vegetable protein, phospholipids,
Vitamin C, Vitamin E and beta-carotene. Furthermore
numerous authors have provided evidence that a com-
bination of phytosterols and #-3 fatty acids may reduce
cardiovascular risk in a complementary and synergistic
way [59,60].

In conclusion, our data show that O. aurita supple-
mentation reduces the risk factors for high-fat induced
MS in rats after 7 weeks of treatment. O. aurita intake
in HFOA-fed rats resulted in lower levels of glycemia,
triacylglycerols, and total cholesterol in plasma and liver
than the same levels found in HF-fed rats. Furthermore,
rats given the HFOA diet tended to have lower collagen-
induced platelet aggregation, decreased platelet TXB,
level and enhanced n-3 PUFA incorporation in plasma,
platelet, and liver lipids. Finally, O. aurita as food sup-
plement in HFOA-fed rats displayed an antioxidant ef-
fect in the liver, with lower levels of MDA and increased
GPx activity.
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A comparative study on the effect
of two omega-3 rich food
supplements (fish oil and Odontella
aurita) on some risk factors for
metabolic syndrome in high-fat fed
rats



Etude comparative des effets de deux suppléments alimentaires
(Odontella aurita et ’huile de poisson) sur I’agrégation plaquettaire et
certains parameétres biochimiques liés au syndrome métabolique chez des

rats dyslipidémiques
Introduction :

Il est actuellement bien admis que les acides gras polyinsaturés a longue chaine
(AGPI-LC) de la série oméga-3, principalement I’EPA et le DHA, contribuent a la prévention
de certains facteurs de risque liés aux pathologies cardiovasculaires. Les recommandations
internationales exigent un apport régulier d’oméga-3 dans notre alimentation quotidienne pour
maintenir un rapport oméga-6/oméga-3 satisfaisant (proche de 5). En effet, ce rapport est
quatre fois trop élevé chez les populations des pays développés. Une des solutions avancées
pour rétablir 1’équilibre de ce rapport consiste en la supplémentation nutritionnelle a 1’aide
d’une source riche en oméga-3. Les huiles de poisson représentent la principale source
d’AGPI-LC de Ila série oméga-3. Cependant, la diminution des ressources halieutiques et la
génération de déchets polluants au cours du procédé de fabrication de ces huiles entre autres
problémes, contribuent a rechercher des sources alternatives d’oméga-3. De par sa richesse en
EPA et en d’autres molécules bio-actives, la microalgue Odontella aurita a été autorisée en
nutrition humaine en 2003, comme complément alimentaire riche en oméga-3, par I’AFSSA
(Agence Frangaise pour la Sécurité Sanitaire des Aliments). Cependant, trés peu d’études
nutritionnelles prouvant les effets bénéfiques de cette microalgue ont été réalisées. L objectif
de ce travail est donc de comparer les effets d’un lyophilisat de O. aurita et de 1’huile de
poisson sur 1’agrégation plaquettaire, certains parametres biochimiques sériques et tissulaires

et le stress oxydatif chez des rats rendus dyslipidémiques.

Pour cela, 24 rats males de souche Wistar ont été répartis en 4 groupes homogenes et
soumis a différents régimes : un régime standard (groupe témoin, T) ; un régime
hyperlipidique a 40 % de lipides (groupe HF) et un régime hyperlipidique supplémenté avec
12 % de lyophilisat de microalgue (groupe HFOA) et un régime hyperlipidique supplémenté
avec 0,5 % d’huile de poisson (HFFO). Les deux derniers régimes ont été congus de facon a

apporter le méme taux d’EPA.
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Apres 8 semaines de régime, une diminution significative du poids corporel est
observée chez les rats nourris avec le régime HFOA par rapport aux rats du groupe HFFO. Par
ailleurs, les résultats obtenus pour les différents paramétres liés au syndrome métabolique
montrent que la microalgue et I’huile de poisson diminuent de fagon similaire les teneurs en
lipides sériques et hépatiques et réduisent ainsi le développement de la stéatose hépatique par
rapport au régime HF. D’autre part, la supplémentation en lyophilisat d’O. aurita et en huile
de poisson diminuent 1’agrégation plaquettaire et le stress oxydatif par rapport aux résultats
obtenus chez le groupe HF. En revanche, 1’analyse de la composition en acides gras des
phospholipides des tissus (foie et cceur) et des plaquettes montre une incorporation d’AGPI-
LC moins importante chez le groupe HFOA comparativement a celle observée chez le groupe

HFFO.

En conclusion, malgré une incorporation moins importante des AGPI-LC dans les
phospholipides des tissus et des plaquettes, la microalgue a montré des effets biologiques
similaires, voir dans certains cas plus significatifs, que I’huile de poisson. Ceci peut
s’expliquer par un effet synergique entre ’EPA et d’autres biomolécules actives comme les

pigments présents dans la microalgue.
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Abstract

Dietary supplementation with marine omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) can
have beneficial effects on a number of risk factors for cardiovascular disease (CVD). We
compared the effects of two n-3 PUFA rich food supplements (freeze-dried O. aurita and fish
oil) on risk factors for CVD.

Male Wistar rats were randomly divided into four groups of six animals each and fed the
following diets: the control group (C) received a standard diet containing 7% lipids; the
second group (HF, high fat) was fed a high-fat diet containing 40% lipids; the third group
(HFFO, high fat + fish oil) was fed the high-fat diet supplemented with 0.5% fish oil; and the
fourth group (HFOA, high fat + O. aurita) received the high-fat diet supplemented with 12%
of freeze-dried O. aurita.

After 8 weeks rats fed the high-fat diet supplemented with O. aurita displayed a significantly
lower bodyweight than those in the other groups. Moreover, both the microalga and the fish
oil significantly reduced insulinaemia and serum lipid levels. However, O. aurita was more
effective than the fish oil in reducing hepatic lipid levels and in preventing high-fat diet-
induced steatosis. O. aurita also reduced platelet aggregation and oxidative status induced by
high fat intake.

Freeze-dried O. aurita showed similar or even greater biological effects than the fish oil. This
could be explained by a potential effect of the n-3 PUFASs or to the others compounds of the

microalgae.

Keywords : Odontella aurita . n-3 PUFA . Lipid metabolism . Cardiovascular disease .

Platelet aggregation . Rat
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Abbreviations: AT, adipose tissue; BW, body weight; C, control diet; CVD, cardiovascular
disease; DHA, docosahexaenoic acid; DPA, docosapentaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic
acid; FO, fish oil; GPx, glutathione peroxidase; HF, high fat diet; HFFO, high fat + fish oil
diet; HFOA, high fat + Odontella aurita diet; MDA, malondialdehyde; OA, Odontella aurita;
PRP, platelet rich plasma; PUFA, polyunsaturated fatty acids; SFA, saturated fatty acid,

TxB,, thromboxane B,. GPx, glutathione peroxidase.
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1. Introduction

On the basis of their proven health benefits, global demand for marine omega-3
polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) has increased significantly over the last two decades.
The marine n-3 PUFAs eicosapentaenoic acid (20:5n-3, EPA) and docosahexanoic acid
(22:6n-3, DHA) occur mainly in FO and are commercially available as food supplements. The
European Food Safety Agency (EFSA) recommends a daily intake of 250 mg/d of EPA and
DHA for adults, because such an intake is linked to lower incidences of cardiovascular
disease (CVD) [1]. There is abundant evidence that EPA and DHA from either fish or FO
supplements have potentially beneficial effects on some markers of metabolic syndrome risk,
a major public health problem that is increasing in prevalence worldwide [2-4]. Indeed, when
added to the diet, FO or purified EPA and DHA from various sources can significantly reduce
triglyceridemia, hypertension and inflammation [5]. Furthermore, EPA and DHA play
preventative roles in diabetes mellitus by enhancing insulin sensitivity [6] and in arterial and
venous thrombosis by reducing platelet aggregation [7]. However, the quality of the ingested
FO is variable and depends on fish species, the season and the location of fishing sites [8].
Marine microalgae offer interesting alternative sources of n-3 PUFAs and other high-
value compounds, such as sterols and pigments, which are of economic relevance in food
science, pharmacology and human health [9]. Even today, the consumption of complete
microalgae or lipid extracts in the form of commercial food supplements is restricted to
certain genera, such as Spirulina, Chlorella, Crypthecodinium, Dunaliella, Ulkenia and
Odontella , however many other microalgae have been tested as potential food supplements,
but are not yet authorised for commercial use [10]. The beneficial effect of these microalgae
on human health, in particular in preventing CVD, has been identified in several studies [11-

13]. The future exploitation of the biological diversity of microalgae for human consumption
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can be expected to be hampered by food safety regulations for a long time. Therefore, the
authorisation (following EC regulation 258/97) of the marine diatom Odontella aurita (OA)
as a novel food supplement rich in omega-3 by the French company Innovalg is a major step
forward in the diversification of microalgal biotechnology. OA is a diatom known to contain
high levels of EPA (26% of total fatty acids) and several other bioactive compounds, such as
pigments, fibres and phytosterols, with beneficial effects on human health [14]. Due to the
synergistic effect of these bioactive compounds, OA has already shown beneficial effects as a
dietary supplement in reducing the risk factors for metabolic syndrome in high-fat (HF) diet
fed rats [15].

The aim of this study was to compare two n-3 PUFA-rich food supplements (FO and
freeze-dried OA) in preventing some of the risk factors for CVD in rats fed a (HF) diet. In the
mediterranean diet, the relationship between the quality (saturated fatty acid (SFA) and
PUFA) and the quantity of dietary lipids and the onset of CVD was clearly demonstrated [16].
In this study, rats were administered a HF diet containing 40% of lipids, consisting essentially
of saturated fats, which are considered to be risk factors for several metabolic disorders
including hyperlipidaemia, insulin-resistance, diabetes, thrombosis and oxidative stress. We
investigated the effects of freeze-dried OA or FO, used as a food supplement, versus the risk
factors associated with HF diet induced metabolic disorders in the blood and liver, platelet

aggregation and oxidative stress, with a view to preventing CVD.
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2. Materials and methods

2.1.  Animals and experimental protocol

Male Wistar rats weighing 120 = 10 g were purchased from (Centre d’Elevage Janvier, Le
Genest Saint Isle, France). They were housed in pairs in cages in a room under standard
conditions of temperature (22-24°C), humidity (40-60%) and 12 h light/dark cycle. All the
animals were fed a standard diet (SAFE, Augy, France) for 1 week of acclimation. The
animals were then randomly divided into four groups of 6 rats, and were fed with the
following diets for 8 weeks: the control group (C), continued to receive the standard diet; the
HF group was fed a HF diet containing (on a per weight basis: 40% fat, 23% proteins, 23%
carbohydrates, 6% cellulose, 7% mineral and 1% vitamins); the HFOA group received the HF
diet supplemented with 12% (w/w) of freeze-dried OA (Innovalg, Bouin, France); the HFFO
group was fed with the HF diet supplemented with 0.5% (w/w) of FO (Polaris, Pleuven,
France). The compositions of the experimental diets are shown in Table 1. All animals were
fed ad libitum with free access to water. All study protocols complied with the institutional
guidelines (Direction des Services Vétérinaires de la Mayenne, France, N° B53500).

The fatty acid compositions of the various diets are shown in Table 2.

2.2.  Sample collection and analysis

The bodyweight (BW) gains of the rats were monitored at regular intervals, and their daily
food intakes were estimated. At the end of the experiment, blood was collected from the
abdominal aorta under Diazepam/Ketamine (4v/3v) anaesthesia and the liver and adipose

tissue (AT) were removed, rinsed with ice-cold NaCl (0.9%) and weighed. Fractions of the
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Table 1 Composition of the experimental diets (g/Kg diet)

Nutrient C HF HFFO HFOA
Caseine 230 230 230 230
Corn starch 200 80 80 80
Glucose 360 150 150 150
Cellulose 60 60 60 60
Lard 50 50 50 50
Hydrogenated coconut oil - 330 330 330
Freeze-dried O. aurita - - - 120
Fish oil - - 5 -
Corn oil 10 10 10 10
Rape oil 10 10 10 10
Mineral 205B SAFE 70 70 70 70
Vitamine 200 SAFE 10 10 10 10

Analysis was provided by SAFE (Scientific Animal Food & Engineering, Augy, France).

The mineral mixture provides the following amounts in mg/kg of diet: CaHPOy, 17.2; KCI,

4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgS0Oy4, 2000; Fe,03, 120; FeSO4, 7 H,0, 200; trace elements,

400.

Trace element mixture (mg/kg of diet): MnSQOy, H,0, 98; CuSO,, 5 H,0, 20; ZnSO4, 7 H,0,

80; CoSOy, 7 Hy0, 0.1; KI, 0.3. The vitamin mixture provides the following amounts per kg

of diet: retinol, 39.600 IU; cholecalciferol, 5000 IU; thiamin, 40 mg; riboflavin, 30 mg;

pantothenic acid, 140 mg; pyridoxine, 20 mg; inositol, 300 mg; cyanocobolamin, 0.1 mg;

ascorbic acid, 1600 mg; choline, 2.720 mg; folic acid, 10 mg; p-aminobenzoic acid, 100 mg;

biotin, 0.6 mg.
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Table 2 Fatty acid compositions of the experimental diets (% molar)

Faity acid C HF HFFO HFOA
(% molar)
14:0 09+0.1 55402 57£02 19401
16:0 171417 287419  255+15  27.6+1.0
16:1 13940.1 0.9+0.1 1.0+0.1 11+0.1
18:0 9.1+02 125402 123403 129403
18:1n7/9  450+2.5 323428  320+2.1 32.74£2.0
18:2n-6 201 + 1.8 188415 18.9+0.5 183+0.5
18:4n-3 0.4+ 0.02 04+003 02001 0.2 +0.04
20:4n-6 0.1 £0.02 014002 014003  0.1=001
20:5n-3 0.02 + 0.0 0.02 £ 0.01 13401 1.0+0.1
22:5n-3 0.1+0.03 0.1£0.02 014002  0.1+0.02
22:6n-3 ; 0.1£003  03+0.1 0.1 +0.02

All values were expressed as the mean = SD (n=3).

-, not detected.

liver and AT were fixed in Bouin’s solution for the histology, the rest was frozen in liquid
nitrogen and kept for lipid and oxidative stress analysis. Frozen samples were stored at - 80°C

before analysis.

2.2.1. Blood parameter analysis

Plasma levels of glucose, total cholesterol and triglycerides (TG) were measured using
commercial enzyme kits (Biomérieux S.A, Marcy I’Etoile, France). The plasma insulin level
was measured using a commercially-available, enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit

(Eurobio, Courtaboeuf, France).
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2.2.2. Tissue lipid analysis

To assess the hepatic lipid content, a fraction of the liver tissue was homogenized and total
lipids were extracted according to Folch et al. [17]. Plasma and platelet lipids were extracted
following the method described by Bligh and Dyer [18]. Phospholipids were separated from
an aliquot of the total lipids after extraction using silica gel columns Sep-Pak (Sep-Pakplus,
silica cartridges, Waters, France). Phospholipid extracts were transmethylated according to
the method of Slover and Lanza [19], and analysed using a FOCUS gas-chromatography
instrument (Thermo Electron Corporation, Les Ulis, France) equipped with a flame-
ionization detector. Pure standards (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) were
used to identify the fatty acids by comparing the peak retention times of the samples to those
of the standards.

Hepatic cholesterol and TG levels were determined in aliquot of the liver total lipid extract

using commercial kits (Biomérieux S.A, Marcy I’Etoile, France).

2.2.3. Histology analysis

For histology studies, immediately after removal, liver and adipose tissue samples were fixed
in Bouin’s solution (picric acid, formalin, acetic acid, 3:1:0.2 v/v/v) and embedded in
paraffin. Sections (5 um) were prepared and stained with hematoxylin and eosin. The
histology views were obtained using a Motic BA400 microscope (Motic Co, Wetzlar,

Germany).
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2.2.4. Platelet activity and thromboxane B, level

Platelet aggregation was measured using the turbidimetric method [20] for a washed platelet
suspension using a Apact aggregometer (LABiTEC, Ahrensburg, Germany). Blood was
collected from the abdominal aorta into tubes containing citrate-dextrose anticoagulant (9:1
v/v) (citric acid 130 mM, trisodium citrate 170 mM, dextrose 4%) and platelets were isolated as
described previously [15]. Platelet suspension concentrations were adjusted to 5x10° cells/uL
using Tyrode buffer. Platelets suspensions were preincubated at 37°C for 10 min in the
cuvettes stirred at 1000 rpm. Platelet stimulation was initiated by adding of agonists (ADP 5
UM (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or collagen 5 pug/mL (Kordia, Lille,
France)). The extent of platelet aggregation was expressed in terms of percent of change in

light transmission 5 min after the addition of the agonist.

To determine the platelet thromboxane B, (TxB,) level, isolated platelets were subjected to
three successive freeze/thaw cycles to release the cell contents. The baseline TxB; level was
determined using an enzyme immunoassay (EIA) kit (Enzo-Life Sciences, Exeter, U.K.)

according to the manufacturer’s instructions.

2.2.5. Oxidative stress measurement

To evaluate the redox status in liver and platelets, the malondialdehyde (MDA) level and the

glutathione peroxidase (GPx) activity were determined.

2.2.5.1. Platelet and liver malondialdehyde level evaluation

The MDA level was measured spectrophotometrically (532 nm) as 2-thiobarbituric acid-

reactive substance (TBARS) in the liver homogenate or washed-platelet solution using the
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widely cited method of Ohkawa et al [21]. TBARS values were expressed as MDA

equivalents. 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP) was used as the standard.

2.2.5.2. Platelet glutathione peroxidase activity determination

The GPx activity was determined according to the method of Paglia and Valentine [22] as
modified by Chaudiére and Gérard [23]. Briefly, tert-butylhydroperoxide (0.2 mM) and
reduced glutathione (2 mM) were used as substrates at 37°C in the presence of 0.14 mM
NADPH and 0.7 units/mL glutathione reductase. The rate of NADPH oxidation at 340 nm

was used as an index of hydroperoxide reduction.

2.2.6. Protein assay

Proteins were determined in the liver homogenate and platelet lysate by Bradford’s [24]
colorimetric method using BioRad reagent. The calibration range was prepared using the
bovine serum albumin (BSA) solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

2.2.7. Statistical analysis

All values were expressed as the mean &+ SD. After analysis of variance, the mean values were

compared using Fisher's least significant difference test (Statgraphics Plus 5.1, Manuguistics

Inc., Rockville, MD, USA).
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3. Results

3.1.  Body and organ weights, food intake

As shown in Table 3, the bodyweight in the HF group was not affected versus the control
group. Moreover, the bodyweight in the HFOA group was significantly lower than that in the
other groups (p<0.05). With regard to the organ weights, only the AT was affected by the
dietary treatments. The data showed that AT weight in the HF group was higher than that in
the control group, thus the adipose tissue weight/body weight ratio (AT/BW) was
significantly greater (p<<0.05) in the HF group than in the control group. OA and FO intake
significantly reduced adiposity versus the HF group, but the reduction in the weight of AT
observed in the HFOA group was less than that observed in the HFFO group. During the
experiment, the food intake of the rats fed with the standard diet was greater than that of those

fed with the HF diets, despite their equal overall energy intakes.

3.2.  Plasma biochemical parameters

The plasma biochemical parameters of the four groups are reported in Fig. 1. No significant

difference in the glycaemia or blood lipids was observed between the HF and control groups.

143



Table 3 Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to that with
fish oil on the bodyweight and organ weights, daily food intake and energy intake in rats fed a

high-fat diet for 8 weeks

Diet groups C HF HFFO HFOA
Ogans
Body weight (g) 465.4°+22.7 468.0°+31.2 460.8° £14.6 386.4°+185
Liver weight (g) 12.4 £0.7 11.8 £ 1.7 114 +1.4 9.6 £1.6
Adipose tissue (g) 13.6°+2.8 17.1*+ 3.0 11.0°+ 1.0 8.5°+2.3
AT/BW (%) 2.7°+0.7 33'+£1.2 2.6°+0.8 2.8°+05
LW/BW (%) 2.5 £0.8 24+ 06 24+0.7 2.5+0.6
Daily food intake 26.7°£2.7 19.7°+ 1.1 18.1°+ 1.6 18.5°+1.6
(g/day)
Energy intake 108.0+£11.0 112.0+6.2 103.0+£9.3 105.0+9.2
(Kcal/day)

All values were expressed as the mean + SD (n=6). After analysis of variance, the mean
values were compared using Fisher's least significant difference test.

¢ Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a
>b>c.

-, not detected.
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Figure 1
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Fig. 1 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil on

(A) plasma glucose level; (B) plasma insulin level; (C) plasma triglyceride levels and (D)

plasma cholesterol level in rats fed a high fat diet for 8 weeks. Values are means with their

standard deviations (n = 6), represented by vertical bars.

> Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >

b.
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However, a significant increase in the plasma insulin level (p<0.05) was observed in rats fed
the HF diet versus the control animals. OA and FO intakes also produced significantly

(»<0.05) lower plasma insulin, cholesterol and TG levels.

3.3.  Liver lipid levels

Measurements of the hepatic TG and cholesterol (Fig. 2) levels revealed that lipid levels were
higher in the HF group than in the control group. The effect of OA on lipid synthesis was
associated with a significant reduction in both cholesterol and TG levels (p<0.05). In contrast,

FO seems to have reduced cholesterol levels without having any effect on TG levels.

3.4. Histology

As shown in Fig. 3 (A), liver sections revealed normal liver structure in the C group. The HF
group displayed marked steatosis with microvesicular fat accumulation. In the HFOA and
HFFO groups, histological sections of the liver showed an improvement in the high fat-
induced steatosis with a liver structure similar to that in the control group. The steatosis
quantification results are shown in Fig. 4 (A). Data show that there were more fat droplets in
the HF group than in the control group. OA intake produced a steatosis improvement, with a
decrease in the percentage of liver droplets (Fig. 3A, Fig. 4A); with regard to the visceral
adiposity, data (Fig. 3B) indicate that visceral adipocytes were bigger in HF group. After an
OA supplementation, the HFOA group adipocytes were smaller than those in the HF group.
The morphological observations also identified smaller adipocytes in the HFFO group than in

the HF group. The adipocyte size results are presented in Fig. 4 (B). Adipocytes were
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significantly higher in the HF group, with a median value of 28 um versus a median of 18 pm

in the control group.

Figure 2
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Fig. 2 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil on

(A) liver triglyceride and (B) liver cholesterol levels in rats fed a high-fat diet for 8 weeks.

Values are means with their standard deviations (n = 6), represented by vertical bars.

> Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >

b.
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Figure 3

A

Fig. 3 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil on
(A) hepato-steatosis and (B) adipocyte size of rats fed a high-fat diet for 8 weeks. Liver and

adipose tissues were stained with haematoxylin and eosin. Scale bar = 50 um.
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Figure 3
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Figure 4
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Fig. 4 - (A) Quantitative steatosis after 8 weeks supplementation with freeze-dried Odontella

aurita. Quantitative steatosis was evaluated using the Mesurim Pro 3.4 software. After the

steatosis evaluation (white dots), the measure of area was evaluated and results were

expressed as percentage of lipids (white dots) per slice area. Values are means with their
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standard deviations (n = 20 cells in 5 different slices for each group), represented by vertical
bars.

+b¢Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >
b>c.

(B) Adipocyte size after 8 weeks supplementation with freeze-dried Odontella aurita.
Adipocyte size was evaluated using the Mesurim Pro 3.4 software. The shapes of cells were
reconstituted and the diameter of the cells was evaluated. Results are presented in box plot

with median, 25%, 75% and non-atypical extent.

3.5.  Fatty acid composition of the plasma total lipid and the hepatic phospholipids

Rats fed the HF diet showed a higher SFA content in the plasma total lipids and liver
phospholipids (Tables 4 and 5, respectively) compared to control rats. In this case, it concerns
14:0 and 18:0. On the other hand, rats fed the HFOA and HFFO diets displayed greater n-3
PUFA incorporation into plasma total lipids and liver phospholipids than those in the HF
group. However, EPA incorporation was greater in the rats fed the HFFO diet than in those
that had received the HFOA diet, even though both groups ingested the same amount of EPA
in their daily food intake. The incorporation of n-3 PUFA into plasma total lipids and liver
phospholipids induced a n-6 PUFA decrease, which provide less protection against CVDs
than n-3 PUFAs. Consequently, the rats fed the HFFO and the HFOA diets had lower n-6/n-3
ratios than those in the HF group. Furthermore, the fatty acid composition of hepatic
phospholipids showed that the MUFA/SFA ratio in the HFFO group was lower than in the HF
group. However, there was no difference in the MUFA/SFA ratio between the HFOA and HF

groups.
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Table 4 Effect of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to that with

fish oil on the fatty acid composition of plasma total lipids in rats fed a high fat diet for 8

weeks
Diet groups C HF HFFO HFOA
Fatty acid
(% molar)
14:0 0.6°+0.2 2.6°+0.8 2.5+ 0.6 2.4°+0.8
16:0 163 + 4.1 172+5.0 17.0+1.2 17.5+3.7
18:0 6.5°+1.2 11.12+£23 11.6°+2.1 10.8*°+1.3
SFA 23.4°+ 4.4 31.0%+ 4.9 31.1°+2.9 30.8°+ 3.6
16:1 1.7+0.8 0.8+ 0.1 1.0+0.1 13+03
18:1n-9 17.9°+ 7.4 143°+ 7.6 12.7°+£3.3 15.6*° £ 8.1
18:1n-7 0.1£0.0 - - -
22:1 0.6°+£0.2 0.8° £0.2 0.2°+0.1 0.4°+ 0.1
20:1n-9 0.2+0.1 0.2+0.1 0.2+0.1 0.3+0.1
24:1n-9 1.3+0.6 1.0+0.4 0.7+ 0.0 09+03
MUFA 205°+45 18.1°+3.7 14.8°+ 3.4 18.7°+ 423
18:2n-6 7.6°+£1.2 8.9°+25 123%+ 1.4 94**+ 3.0
20:4n-6 18.2% +2.7 19.6°+3.7 14.1°£ 1.0 145+ 2.1
n-6 26.2°+3.1 28.7°+ 3.0 26.7°+2.3 25.6° £3.9
18:3n-3 04+0.1 0.3+0.1 03+0.1 02+0.1
20:5n-3 0.2°+ 0.0 0.2°+0.1 22°+0.4 1.1°£ 0.4
22:5n-3 0.4°+0.1 0.5°+0.1 1.8%°+04 0.8*°+£0.3
22:6n-3 2.2°40.8 2.8°+0.9 6.8°+0.5 32°+1.5
n-3 2.8°+0.9 3.4°+ 1.0 11.1°+ 1.7 520421
n-6/n-3 10.1°+£2.2 8.8°%+ 1.3 24°+02 47°+0.8
MUFA/SFA 0.9°+0.2 0.6°+0.2 0.5°+0.1 0.6°+0.2

All values were expressed as the mean + SD (n=6). After analysis of variance, the mean
values were compared using Fisher's least significant difference test

&b¢ Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a
>b>c.

-, not detected.
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3.6. Oxidative status of the liver

The results concerning the oxidative stress in the liver are shown in Fig. 5. Rats fed the HF
diet displayed greater oxidative stress than the control rats. This oxidative stress was marked
by an increase in the liver MDA level and a decreased GPx activity. When rats were fed the
HFOA diet, an improvement in their liver oxidative status was observed, with a decrease in

MDA level and an increased GPx activity.

Figure 5
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Fig. 5 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil
on (A) the liver malondialdehyde (MDA) level and (B) the liver glutathione peroxidase (GPx)
activity in rats fed a high-fat diet for 8 weeks. Values are means with their standard deviations
(n = 6), represented by vertical bars.

> Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >

b.
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3.7. Platelet activity

Results obtained on ADP and collagen-induced platelet aggregation are reported in Fig. 6 (A).
The data showed that significant platelet hyper-aggregation occurred in rats fed the HF diet
compared to the controls. When rats were fed the HFOA, platelet aggregation decreased by
32% with both agonists versus the HF group. However, OA seems to be more effective than
fish oil in preventing collagen-induced platelet aggregation. The effects of OA and FO on
platelet TxB; level, are reported in Fig. 6 (B). Rats fed the HF diet displayed more platelet
TxB, than control rats. OA supplementation reduced the platelet TxB, level by 31% versus
HF-fed rats. The HFFO rats displayed a similar decrease in platelet TxB, level as those in the
HFOA group. The effect of OA and FO on platelet oxidative status is reported in Fig. 7. The
platelet oxidative stress level in the HF rats is higher than in control ones. OA
supplementation improved HF diet-induced oxidative stress in platelets by reducing the MDA
level and enhancing GPx activity. Similar results were observed in rats fed the HFFO diet.
The arachidonic acid (20:4n-6) and n-3 PUFA-LC contents of platelet phospholipids are
reported in Fig. 8. The data revealed a significant reduction in the 20:4n-6 content in rats fed
the HFOA and the HFFO diets compared to the HF group. A significant increase of n-3
PUFAs (EPA, DPA and DHA) was observed in the HFOA and HFFO groups, compared to
the HF one. However, incorporation of these n-3 PUFAs was higher in the HFFO group than

in the HFOA group.
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Figure 6
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Fig. 6 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil
on(A) platelet aggregation and (B) platelet thromboxane B2 level in rats fed a high-fat diet for
8 weeks. Values are means with their standard deviations (n = 6), represented by vertical bars.
¢ Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >
b>c.

Rat platelets were isolated as described in Material and methods section and stimulated with

adenosine-diphosphate (ADP) 5 uM or with collagen 5 pg/mL.
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Figure 7
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Fig. 7 - Effects of supplementation with freeze-dried Odontella aurita compared to fish oil on
(A) platelet malondialdehyde (MDA) and (B) glutathione peroxidase (GPx) activity in rats
fed a high-fat diet for 8 weeks. Values are means with their standard deviations (n = 6),
represented by vertical bars.

D Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) with a >

b.

4. Discussion

Our study was undertaken to compare the effect of two EPA-rich food supplements (FO and
OA, Table 2) on some risk factors for high-fat induced metabolic disorders in rats. The main
objective was to investigate the impact of this microalga as a food supplement on risk factors
involved in CVD. As a control, we decided to use an EPA-rich FO. This allowed us to study
the impact of one of the various compounds contained in the microalga; indeed, OA contains

not only EPA but also pigments and phytosterols.
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It is well known that high SFA diets are associated with the onset of metabolic syndrome in
rats and mice [25,26] as well as in humans [27-29]. Metabolic syndrome is generally
characterized by a combination of various metabolic disorders including dyslipidaemia,
central obesity, insulin resistance, diabetes mellitus, hypertension and non-alcoholic fatty acid
disease [30]. Abdominal obesity is one of the key aetiological features of CVD risk factors.
One of the mechanisms related to abdominal obesity and CVD is the increase in the free fatty
acids released from visceral fat cells. These free fatty acids enter the blood stream; then they
are directed into the liver, where they interfere with glucose and lipid metabolism leading to
insulin resistance and hyperlipidaemia [31]. In our study, rats fed the HF diet (40% fat,
essentially saturated fats), developed several CVD risk factors such as central obesity, insulin
resistance and non-alcoholic fatty acid diseases, but not dyslipidaemia.

Previous studies have already reported that supplementing the diet with FO n-3 PUFAs has
beneficial effects on parameters involved in CVD risk factors [32]. Buckley and Howe [33]
showed that a dietary intake of these fatty acids may reduce body weight in obese animals,
and body fat accumulation, specifically visceral fat of animals fed a HF diet. Our data showed
that rats fed the HF diet had higher adiposity and AT/BW ratio than those in the C group. On
the other hand, we observed that n-3 PUFA supplementation from FO and OA reduced HF
induced adiposity by decreasing both BW and AT weight. Weight loss is known to result in a
decrease in circulating inflammatory markers [34], such as adipokines, and n-3 PUFAs from
marine sources have been shown to have anti-inflammatory properties [35-37]. This would
appear to indicate that the reduction of BW and adiposity observed in the HFOA group could
be attributed to n-3 PUFAs contained in OA.

It has been established that HF diet consumption increases blood lipids. However, we did not
observe any difference in blood lipids between the HF and C groups. Walrand et al. [38]

showed that short-chain SFA (less than 12 carbon atoms) appear to be neutral with regard to
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blood levels of LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and TG. After absorption, SFA can be used
or beta-oxidation to supply energy, and therefore have no real direct impact on lipid
metabolism. The HF diet e used in our study contained 40% of lipids, including 33% of
hydrogenated coconut oil, rich in short-chain SFA. This could explain the blood lipid profile
obtained in the HF group. However, our HF diet did effectively trigger HF induced CVD risk
factors, insofar as we observed insulin resistance and non-alcoholic fatty acid disease in the
rats on the HF diet.

Our data also showed that OA supplementation enhanced insulin sensitivity and decreased
blood TG and cholesterol levels. In the liver, OA supplementation reduced TG and
cholesterol levels, and prevented hepatic steatosis by reducing lipid accumulation in rats fed
the HFOA diet. N-3 PUFAs from marine sources are already known to be involved in
managing CVD risk factors by reducing lipid levels in the blood and liver, and by enhancing
insulin sensitivity. Accumulating evidence shows that FO supplementation reduces lipidaemia
and prevents hepatic steatosis by lowering lipid metabolism in the liver [39]. At least 4
nuclear receptors are affected by EPA and DHA, and which may be involved in regulating
lipid metabolism [40-42]. This would appear to indicate that n-3 PUFAs from OA could
regulate lipid metabolism in the same way that EPA and DHA from FO.

The intake of n-3 PUFAs has been shown to influence the fatty acid composition of
membrane phospholipids, thus modulating several metabolic processes that take place in the
liver. The fatty acid composition of plasma phospholipids showed that although similar levels
of EPA were provided by the FO and OA diets, the incorporation of EPA in plasma
phospholipids was higher in the HFFO diet rats than in HFOA ones. Similar results were
obtained for the fatty acid composition of the hepatic phospholipids. This could be explained

by the bioavailability of the n-3 PUFAs in both sources. FO consists essentially of
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triglycerides, whereas lipids from OA are composed of 46% neutral lipids, 51% glycolipids
and 3% phospholipids [43].

Our results showed a significant increase of redox status in the HF diet rats compared to the
control ones. Increased redox status is characterized by increased MDA levels and lower GPx
activity in the liver. Similar findings were reported in several studies reporting that high levels
of dietary fat induced oxidative stress by leading to the overproduction of reactive oxygen
species (ROS), and lower antioxidative enzyme activity [44, 45]. A significantly decreased of
high-fat induced oxidative stress by reducing lipid peroxidation (MDA) and increasing GPx
activity was observed in the HFOA group. However, FO enhanced GPx activity, but had no
effect on lipid peroxidation in the HFFO group. This demonstrates that OA supplementation
reduces hepatic oxidative stress to a greater extent than FO. As well as n-3 PUFAs, OA also
contains a large proportion of bioactive molecules, such as chlorophyll @ and fucoxanthin,
their main pigments (30.0 and 20.4% of total pigments, respectively). Many studies have
reported that micronutrients, such pigments and other molecules as polyphenols, vitamins and
minerals, can prevent or at least attenuate the damage caused by oxidative stress. Feillet-
Coudray et al. [46] demonstrates that a polyphenol extracted from red wine seems to have
some protective effects against hepatic steatosis and against the oxidative stress induced by
HF, high-sucrose diets in rats. Fucoxanthin, like other carotenoids, displays remarkable
bioactivities (antioxidant and anti-obesity) that are relevant to human health [47].

Platelets play a central role in the onset of thrombosis, which is one of the complications of
CVD. Our results showed a reduced platelet aggregation in the HFOA group compared to the
HF one. To understand how OA produces its anti-platelet aggregation effect, we studied the
effect of the microalga on the fatty acid composition of the platelet phospholipids, in the
production of TxB,, the stable form of the thromboxane A, (TxA;), and on the platelet redox

status. The data showed that rats fed the HFOA diet have a lower TxB, level than rats fed the
159



HF diet. Furthermore, the fatty acid composition of the platelet phospholipids was
significantly modified depending on the various different diet treatments. N-3 PUFA levels,
particularly EPA, was higher in the HFOA group than in the HF group. The platelet
phospholipid 20:4n-6 content from the HFOA rats was lower than those in the HF group. OA
also enhanced HF induced oxidative stress in platelets by reducing platelet MDA levels and
increasing GPx activity. Recent studies have demonstrated that the dietary intake of n-3
PUFAs can reduce the risk of coronary heart disease as a result of their anti-atherogenic, anti-
inflammatory and anti-thrombotic effects [48]. Platelet aggregation is an early event in the
onset of thrombosis and is initiated by TxA,, a potent aggregation agent and

vasoconstrictor [49]. Evidence from dietary intervention studies has shown that the
consumption of n-3 PUFAs reduces the production of TxA; [50, 51], extends bleeding time
[52, 53] and decreases platelet aggregation in vitro [4]. EPA and DHA both reduce platelet
aggregation in hypertensive subjects [55], diabetic subjects [54, 56], and in healthy controls
both in vitro and ex vivo [57, 58]. At least two mechanisms are probably involved in the
regulation of platelet function by the n-3 PUFAs: (1) modulation of the pool of precursor fatty
acids and their competitors, (i1) changes in cell membrane fluidity, resulting in changes in the
activity and/or efficiency of platelet agonist receptors [59, 60]. This would appear to indicate
that the antiplatelet effect of OA could be related to the n-3 PUFAs and other bioactive

molecules contained in the microalga.

5. Conclusion

OA can be used as an alternative n-3 PUFA rich food supplement as we have demonstrated
that this microalga produces similar effects to FO in preventing HF induced CVD risk factors

in rats. Although the incorporation of n-3 PUFAs was greater in rats fed the FO than in those
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that received lyophilised OA, the biological effects of n-3 PUFAs from these two sources
were similar. Our objective was to compare the efficiencies of the microalga and of a

commercial marine source (FO) and our results were in favour of the microalga.
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A comparative study on the effect
of argan oil vs fish oil on some risk
factors for metabolic syndrome in
high-fat fed rats




Etude comparative des effets de I’huile d’argan et de I’huile de poisson sur
certains facteurs de risque du syndrome métabolique chez des rats nourris avec un

régime hyperlipidique

Introduction

Le syndrome métabolique correspond a un ensemble d’anomalies métaboliques, telles
que la résistance a ’insuline, la dyslipidémie, 1’adiposité et ’hypertension artérielle. Chacun
de ces composants constitue un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires, tels que
I’athérosclérose et la thrombose. Par ailleurs, il est actuellement bien admis que I’huile de
poisson, riche en acides gras polyinsaturés de la sériec oméga-3 (EPA et DHA) réduit certains
facteurs de risque des maladies cardiovasculaires, notamment le taux de lipides athérogenes et
I’activité des plaquettes sanguines. L’huile d’argan, extraite du fruit de I’arganier (4Argania
spinosa, arbre ancestral et endémique du Maroc) est composée de 80 % d’acides gras
insaturés (essenticllement de la séric oméga-6) et d’une fraction insaponifiable (1 %)
particulierement riche en tocophérols, doués de propriétés anti-oxydantes. Etant donné sa
composition chimique, la nature de ses acides gras et de sa fraction insaponifiable particuliere,
il est attendu que I’huile d’argan soit dotée d’effets biologiques et nutritionnels puissants
améliorant certains facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. L’objectif de ce travail
est donc de comparer les effets de 1’huile de poisson et d’argan sur 1’agrégation plaquettaire,
et sur certains facteurs de risque liés au syndrome métabolique chez des rats nourris avec un

régime hyperlipidique.

Pour cela, 24 rats males de souche Wistar ont été répartis en 4 groupes homogenes et
soumis a différents régimes : un régime standard (groupe témoin, T) ; un régime
hyperlipidique a 40 % de lipides (groupe HF) et un régime hyperlipidique supplémenté avec 5
% d’huile de poisson (groupe HFFO) et un régime hyperlipidique supplémenté avec 5 %
d’huile d’argan (HFAO).

Apres 8 semaines de régime, une diminution significative du poids corporel est
observée chez les rats nourris avec le régime HFFO par rapport aux rats du groupe HFAO. Au
niveau plasmatique, 1’huile d’argan a montré un effet hypolipémiant similaire a celui de

I’huile de poisson. Cependant, au contraire de I’huile de poisson, I’huile d’argan n’a aucun
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effet significatif sur le taux des lipides hépatiques apres 8 semaines de régime. D’autre part, la
supplémentation en huile d’argan et en huile de poisson diminue de fagon similaire 1’hyper-
activité plaquettaire induite par le régime hyperlipidique. Concernant les résultats du stress
oxydatif, I’huile d’argan montre un effet anti-oxydant au niveau tissulaire et au niveau

cellulaire plus important que celui observé chez le groupe HFFO.
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Introduction

Metabolic syndrome (MS) is defined as a clustering of interrelated metabolic risk factors that
include dyslipidemia, hypertension, insulin resistance, inflammation, and abdominal obesity
[1]. More recently, the prothrombotic and proinflammatory states have been recognized as
components of the MS [2]. Each of these metabolic disorders constitutes a risk factor for
cardiovascular disease (CVD) [3-6]. The combination of 2 or more of these risk factors
significantly increases the incidence of the cardiovascular disease like atherosclerosis and
thrombosis [3-5]. A prothrombotic condition may arise when the balance between the 3 main
parts of hemostasis, namely, coagulation system, fibrinolysis, and platelet function, becomes
disrupted. Patients with MS exhibit a pattern of coagulation factors that promote thrombosis
or retard thrombolysis [6] as well as higher platelet activity [7-9]. Platelets activation is
thought to play a crucial role in the initiation and development of atherosclerotic lesions
[10,11]. The mechanism by which the MS increases platelet activity is related to the
production of the oxidized low-density lipoprotein (LDL) as well as to the increased reactive
oxygen species (ROS) in MS patients [12,13]. The association of MS risk factors’s with acute
CVD justifies the therapeutic management of these risk factors to reduce the prevalence of

CVD in patients at risk.

Although the etiology of MS has not yet been fully elucidated, complex interactions between
genetic, metabolic, and environmental factors including diet are thought to be involved. The
link between the diet and the etiology of these pathologies has been extensively studied
[14,15]. The biological basis for the diet-heart hypothesis has been based mainly on the
effects of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids
on the lipid profile [16,17], but dietary fat quality may also modulate cardiovascular outcomes

through its effects on thrombosis, endothelial function, inflammation, abdominal obesity,
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insulin sensitivity, the development of type 2 diabetes and arrhythmias [18-20]. The type of
PUFA may also differentially affect cardiovascular outcome. A high intake of fatty fish or
long-chain omega-3 fatty acids [eicosapentaenoic acid, EPA (20:5n-3) and docosahexaenoic
acid DHA (22:6n-3)], present in fish oils, has fairly consistently been associated with a lower
incidence of MS risk factors in prospective cohort studies and in animal studies [21]. The

shorter chain omega-3 fatty acid, a-linolenic acid (18:3n-3), may also be protective [22].

Omega-6 fatty acids and in particular their precursor, linoleic acid (18:2n-6), have often been
shown to exert proinflammatory and prothrombotic effects [23]. On the other hand, long chain
n-6 PUFA, namely, v -linolenic acid (18:3n-6) and arachidonic acid (20:4n-6), were reported
to be protective against CVD risk factors [24,25]. The Mediterranean diet, (Med Diet) a well-
known healthy food pattern, has been associated with reduced prevalence [26] and incident
[27] of the MS. Olive oil is the main vegetable oil in fat components of the Med Diet. Long-
term feeding of olive oil, rich in oleic acid, largely accounts for the very low prevalence of
CVD in people of the Mediterranean region [28]. Among vegetable oils, argan oil is
traditionally used in Morocco against to hypercholesterolemia and associated CVD. It is
extracted from the almonds of the Argania spinosa tree, an endemic Moroccan tree growing
in semi-desertic areas. This oil contains a high proportion of MUFA (mainly oleic acid,
18:1n-9, 45%) and n-6 PUFA (35% 18:2n-6) and a very low n-3 PUFA level (0.1%-0.3%
18:3n-3). It is also rich in antioxidants (e.g., tocopherol and plant sterols) and in several
phenolic compounds (e.g., ferulic, syringic, and vanillic acids) [29,30]. As could be expected
from its interesting composition, argan oil has demonstrated its pharmacological effects in
several studies. Argan oil intake has notably been shown to decrease several MS risk factors,
like atherogenic lipids [31], blood pressure [32] and insulin resistance [33] in human and

animal model. Haimeur et al. [34] has recently demonstrated the antiplatelet and the

172



antioxidant effect of argan oil in dyslipidemic patients. In animals, Mekhfi et al. [35] have
reported that argan oil has antithrombotic activity in rats, which could be related to its

antiplatelet aggregation rather than its anticoagulant activity.

The present study was undertaken to compare the preventive effects of fish oil and argan oil
intake on high-fat diet induced MS risk factors in rats. We used the high-fat diet, an
established model of diet-induced MS risk factors. Indeed, it has been established that high-fat
diet intake increases blood lipid levels, insulin resistance, platelet activity, and oxidative stress
[36-38]. We used a high-fat diet contained 40% of lipids composed mainly (33%) by saturated
fat. We investigated the effects of fish oil (rich in n-3 PUFA) and argan oil (rich in n-6 PUFA
and n-9 PUFA) on lipid levels, insulin resistance, platelet activity and oxidative status in high-

fat fed rats.

Experimental methods

Animals and experimental protocol

Twenty-four male Wistar rats weighing 120 + 10 g were purchased from (Centre d’Elevage
Janvier, Le Genest Saint Isle, France). They were housed in pairs in a room under standard
conditions of temperature (22-24 °C), humidity (40-60%) and 12 h light/dark cycle. All the
animals were fed a standard diet (SAFE, Augy, France) for 1 week of acclimation. The
animals were then randomly divided into four groups of 6 rats, and were fed with the
following diets for 8 weeks: the control group (C), continued to receive the standard diet; the
HF group was fed a high-fat diet containing (on a per weight basis: 40% fat, 23% proteins,
23% carbohydrates, 6% cellulose, 7% mineral and 1% vitamins); the HFFO group received
the high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil (Polaris, Pleuven, France); the

HFAO group was fed with the high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan oil (argan
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oil company, Casablanca, Morocco). The compositions of the experimental diets are shown in
Table 1. All animals were fed ad libitum with free access to water. All study protocols
complied with the institutional guidelines (Direction des services Vétérinaires de la Mayenne,

France, N° B53500). The fatty acid compositions of the various diets are shown in Table 2.

Table 1. Composition of the experimental diets (g/Kg diet)

Nutrient C HF HFAO HFFO
Caseine 230 230 230 230
Corn starch 200 80 80 80
Glucose 360 150 150 150
Cellulose 60 60 60 60
Lard 50 50 - -
Coprah - 330 330 330
Argan oil - - 50 -
Fish oil - - - 50
Corn oil 10 10 10 10
Rape oil 10 10 10 10
Mineral 205B SAFE 70 70 70 70
Vitamine 200 SAFE 10 10 10 10

C, control diet; HF, high-fat diet; HFAO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan
oil; HFFO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil.

Analysis was provided by SAFE (Scientific Animal Food & Engineering, Augy, France).

The mineral mixture provides the following amounts in mg/kg of diet: CaHPO,, 17.2; KCl,
4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgS0O., 2000; Fe,0Os, 120; FeSO4, 7 H,0, 200; trace elements,
400.

Trace element mixture (mg/kg of diet): MnSO4, H,0, 98; CuSO,, 5 H,0, 20; ZnSO.4, 7 H,0,
80; CoSOy4, 7 Hy0, 0.1; KI, 0.3. The vitamin mixture provides the following amounts per kg
of diet: retinol, 39.600 IU; cholecalciferol, 5000 IU; thiamin, 40 mg; riboflavin, 30 mg;
pantothenic acid, 140 mg; pyridoxine, 20 mg; inositol, 300 mg; cyanocobolamin, 0.1 mg;
ascorbic acid, 1600 mg; choline, 2.720 mg; folic acid, 10 mg; p-aminobenzoic acid, 100 mg;
biotin, 0.6 mg.
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Table 2. Fatty acid compositions of the experimental diets (% molar)

(Means values with their standard deviations for n= 3)

Fatty acid C HF HFAO HFFO
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
14 :0 0.9 0.1 5.5 0.2 4.2 0.3 49 0.1
16 :0 17.1 1.7 28.7 1.9 24.5 1.3 22.6 1.7
16 :1 1.39 0.1 0.9 0.1 0.7 0.1 0.7 0.1
18 :0 9.1 0.2 12.5 0.2 114 0.5 9.9 0.8
18 :1n7/9 45.0 2.5 32.3 2.8 423 2.6 20.7 1.5
18 :2n-6 20.1 1.8 18.8 1.5 27.9 2.5 15.3 1.3
18 :4n-3 0.4 0.02 04 0.03 - - 0.3 0.1
20 :4n-6 0.1 0.02 0.1 0.02 0.2 0.03 0.1 0.0
20 :5n-3 0.02 0.0 0.02 0.0 - - 25.2 2.1
22 :5n-3 0.1 0.03 0.1 0.02 0.1 0.02 0.9 0.1
22 :6n-3 - - 0.1 0.03 - - 5.6 0.9

C, control diet; HF, high-fat diet; HFAO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan
oil; HFFO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil.
-, not detected.

The body weight (BW) gains of the rats were monitored at regular intervals, and their daily
food intakes were estimated. At the end of the experiment, blood was collected from the
abdominal aorta under Diazepam/Ketamine (4v/3v) anaesthesia and the liver and adipose
tissue (AT) were removed, rinsed with ice-cold NaCl (0.9%) and weighed. Fractions of the
liver and adipose tissues were fixed in Bouin’s solution for the histology; the rest was frozen
in liquid nitrogen and kept for lipid and oxidative stress analysis. Frozen samples were stored

at -80 °C before analysis.

Measurement of plasma biochemical parameters

Plasma levels of glucose, total cholesterol and triglycerides were measured using commercial

enzyme kits (Biomérieux S.A, Marcy I’Etoile, France). The plasma insulin level was

175



measured using a commercially-available, enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit

(Eurobio, Courtaboeuf, France).

Fatty acid phospholipid analysis

To assess the hepatic lipid content, a fraction of the liver tissue was homogenized and total
lipids were extracted according to Folch et al. [39] Plasma and platelet lipids were extracted
following the method described by Bligh and Dyer [40]. Phospholipids were separated from
an aliquot of the total lipids after extraction using silica gel columns Sep-Pak (Sep-Pakplus,
silica cartridges, Waters, France). Phospholipids were eluted with 60 mL of methanol,
conditioned by means of a nitrogen stream and stored at -20 °C until analysed. Phospholipid
extracts were transmethylated according to the method of Slover and Lanza [41], and
analysed using a FOCUS gas-chromatography instrument (Thermo Electron Corporation, Les
Ulis, France) fitted with a capillary column CP Sil-88 25 m x 0.25 mm id (Varian, Les Ulis,
France). Analyses were carried out from 150 °C to 220 °C. The esters were detected with a
flame-ionization detector. Pure standards (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
were used to identify the fatty acids by comparing the peak retention times of the samples to

those of the standards.

Hepatic lipid measurements

Hepatic cholesterol and triglyceride levels were determined in aliquot of the liver total lipid

extract using commercial kits (Biomérieux S.A, Marcy 1’Etoile, France).

Histology

Immediately after removal, liver and adipose tissue samples were fixed in Bouin’s solution

(picric acid, formalin, acetic acid, 3:1:0.2 v/v/v) and embedded in paraffin. Sections (5 pum)
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were prepared with a microtome and stained with hematoxylin and eosin. The histology views
(x 400 original magnification) were obtained using a Motic BA400 microscope (Motic Co,

Wetzlar, Germany).

Platelet aggregation

In-vitro platelet aggregation was measured using the turbidimetric method [42] for a washed
platelet suspension using a four-channel Apact aggregometer (LABiTEC, Ahrensburg,
Germany). Blood was collected from the abdominal aorta into tubes containing citrate-
dextrose anticoagulant (9:1 v/v) (citric acid 130 mM, trisodium citrate 170 mM, dextrose 4%).
Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifuging total blood at 230 % g for 15 min at
25 ‘C. The supernatant (PRP) was then centrifuged at 120 x g for 8 min to remove any
residual erythrocytes and leukocytes. The platelet-rich plasma obtained was acidified to pH
6.5 with citric acid 0.15 M to inhibit spontaneous aggregation. The PRP was then centrifuged
at 900 x g for 15 min to obtain platelet pellets. Finally the cells were suspended in Tyrode
buffer (NaCl 137 mM, KCI 2.6 mM, MgCl, 0.9 mM, glucose 5.5 mM, gelatin 0.25%, HEPES
5 mM, CaCl, 1.3 mM pH 7.4). Platelet suspension concentrations were estimated using a
Coulter cell counter (Beckman Coulter, Villepinte, France), and the concentrations were
adjusted to 5x10° cells/uL using Tyrode buffer. A volume of 225 pL of washed platelets was
preincubated at 37 °C for 10 min in the cuvettes stirred at 1000 rpm. Platelet stimulation was
initiated by adding ADP 5 uM (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or collagen
5 ng/mL (Kordia, Lille, France). The light transmission was recorded for 5 min after platelet
stimulation. The platelet aggregation was quantified as the maximum change in light
transmission through a washed platelet solution expressed as a percentage of the light

transmission through the blank (Tyrode buffer).
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Platelet thromboxane B, measurement

To determine the platelet thromboxane B, (TxB,) level, isolated platelets were subjected to
three successive freeze/thaw cycles to release the cell contents. The baseline TxB,; level was
determined using an enzyme immunoassay (EIA) kit (Enzo-Life Sciences, Exeter, U.K.)

according to the manufacturer’s instructions.

Oxidative status evaluation in liver and platelet

To evaluate the redox status in liver and platelets, the malondialdehyde (MDA) level and the

glutathione peroxidase (GPx) activity were determined.

The MDA level was measured separately in the liver homogenate or washed-platelet solution
using the method of Ohkawa [43]. To 0.1 mL of liver homogenate or 0.5 mL of washed-
platelet solution was added: 0.1 mL 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS); 0.75 mL acetic acid
20% at pH 3.5; 0.75 mL thiobarbituric acid (TBA) 0.8% and distilled water g.s.p 2.5 mL. The
tubes were heated at 95 °C for 1 h, and then immediately cooled in ice. After adding 0.5 mL
of water and 2.5 mL n-butanol/pyridine solution (15:1 v/v), tubes were vigorously shaken and
centrifuged at 1000 x g for 10 min. The organic phase corresponding to the upper layer was
aspired and the absorbance measured at 532 nm. The standard range was prepared using

1,3,3,3 tetramethoxypropane solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

The GPx activity was determined according to the method of Paglia and Valentine [44] as
modified by Chaudiere and Gérard [45]. Briefly, to a final volume of 1.5 mL containing Tris-
HCI/EDTA (50 mM/0.1 mM) at pH 7.6, NADPH,H" (0.14 mM), reduced glutathione (GSH)

(2 mM) and 0.7 U/mL of GSSG-reductase, was added 0.1 mL of liver homogenate or platelet
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lysate. The mixture was incubated at 37 °C for 3 min. The reaction was started by adding
50 pL of substrate (tertiary butyl hydroxyperoxide 0.2 mM). The change in absorbance was
recorded at 340 nm for 5 min at 5 s intervals. An appropriate control without samples was run
simultaneously. GPx was expressed in nmoles of hydroxyperoxide reduced per min and per

mg protein.

Protein assay

Protein was determined in the liver homogenate and platelet lysate by Bradford’s [46]
colorimetric method using BioRad reagent. The calibration range was prepared using the

bovine serum albumin (BSA) solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

Statistical analysis

All values were expressed as the mean + SD. After analysis of variance, the mean values were
compared using Fisher's least significant difference test (Statgraphics Plus 5.1, Manuguistics

Inc., Rockville, MD, USA).

Results

Body and organ weights, food intake

As shown in Table 3, final body weights were not significantly different among the control
group and HF-fed rats. However, supplementation with fish oil intake significantly decreases
final body weight. Among measured organ weights, only adipose tissues were affected by the
dietary treatments. HF diet significantly increased the adipose tissue weight in the HF group
than that in the control group (p<0.05), thus the adipose tissue weight/bodyweight ratio

(AT/BW) was significantly greater (p<0.05) in the HF group than in the control group,
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confirming the development of obesity in this dietary model. The increased adiposity was
prevented by FO but not by AO intake in HF-fed rats. During the experiment, the food intake
of the rats fed with the standard diet was greater than that of those fed with the high-fat diets,

despite their equal overall energy intakes.

Table 3. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on the
bodyweight and organ weights, daily food intake and energy intake in rats fed a high-fat diet
for 8 weeks

(Mean values with their standard deviations for n = 6)

. C HF HFAO HFFO
Diet groups Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Bodyweight (g) 465.4" 22.7 468.0° 31.2 461.8" 20.5 449.3° 225
Liver weight (g) 124 0.7 11.8 1.7 125 0.7 12.4 1.1
Adipose tissue (g) 13.6° 2.8 17.1* 3.0 15.8" 2.7 9.5 26
AT/BW (%) 27° 0.7 33 1.2 3.1* 0.9 20° 07
LW/BW (%) 2.5 0.8 2.4 0.6 2.8 0.9 2.7 0.5

Daily food intake (g/day) 26.7° 2.7 19.7° 1.1 193" 1.0 189° 1.9
Energy intake (Kcal/day) 108.0 11.0 112.0 6.2 106.5 8.1 103.8 10.6

C, control diet; HF, high-fat diet; HFAO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan
oil; HFFO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil; AT, adipose tissue weight;
BW, body weight; LW, liver weight.

%%.¢Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05).

Plasma biochemical parameters

Figure 1 illustrates the results of the plasma biochemical parameters of rats feeding the
different dietary treatments for 8§ weeks. The data showed no significant difference in plasma
glucose and lipid levels between the control group and the HF one. However, a significant
increase in the plasma insulin level (p<0.05) was observed in rats fed the HF diet versus the
control animals. Argan oil treatment significantly decreases (p<0.05) cholesterol and

triglycerides levels in plasma when compared with HF diet intake, but no effect on plasma
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insulin level was observed in AO group. However, Fish oil treatment significantly decreases

(»<0.05) both lipid and insulin levels in plasma when compared with HF diet.
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Fig. 1. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on (A) glycaemia; (B) plasma
insulin level; (C) blood triglyceride levels and (D) blood cholesterol level in rats fed a high fat diet for 8
weeks. Values are means with their standard deviations (n = 6), represented by vertical bars. *® Mean values
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Liver lipid levels

Measurements of the hepatic triglyceride and cholesterol (Fig. 2) levels revealed that HF
intake significantly increases the hepatic lipid levels when compared with control group. The
increased hepatic lipid level was prevented by fish oil intake but argan oil intake appears to

have no significant effect on hepatic lipid metabolism.
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Fig. 2. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil supplementation on (A) liver
triglyceride and (B) liver cholesterol levels in rats fed a high-fat diet for 8§ weeks. Values are means with their
standard deviations (n = 6), represented by vertical bars. * ® Mean values with different superscript letters are
significantly different (p < 0.05).

[, control diert; MM, high-fat diet; & , high-fat diet supplemented with argan oil; &, high-fat diet
supplemented with fish oil.
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Histology

As shown in Fig. 3 (A), haematoxylin and eosin staining of liver sections revealed normal
liver structure in the C group. The HF group displayed marked steatosis with microvesicular
fat accumulation. In the HFFO groups, histological sections of the liver showed an
improvement in the high fat-induced steatosis with a liver structure similar to that in the
control group. With regard to the adiposity, the histology observations (Fig. 3B) indicated that
visceral adipocytes were greaterin HF group when compared to control group. After an 8
weeks period of fish oil supplementation, visceral adipocytes in the HFFO group were

significantly smaller than those in the HF group.

Fig. 3. Effect of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on (A) hepato-steatosis and (B)
adipocyte size of rats fed a high-fat diet for 8 weeks. Liver and adipose tissues were stained with haematoxylin
and eosin. Original magnification x 400.
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Fatty acid composition of the plasma total lipid and the hepatic phospholipids

Significant modifications in the total lipid composition of the plasma fatty acids and
phospholipid composition of the hepatic fatty acids were observed depending on the diet. Rats
fed the high-fat diet showed a higher SFA content in the plasma total lipids and liver
phospholipids (Tables 4 and 5, respectively) compared to control rats. We analyzed the
composition of the fatty acids in plasma total lipids, which reflect the fat consumed in the
diet. The data of the composition of the fatty acids in plasma total lipids (Table 4) showed a
significant increase of the oleic acid (18:1n-9) and the linoleic acid (18:2n-6) levels in HFAO
group when compared to the others experimental groups. Oleic and linoleic acids are the
mainly fatty acids in argan oil. Consequently, an increased of total MUFA and n-6 PUFA was
observed in rats fed HFAO diet when compared to the others experimental diets. On the other
hand, the fatty acid composition of the total plasma lipids in HFFO group showed an
increased n-3 PUFA as compared with the others groups. The increased n-3 PUFA level
concerns the EPA (20:5n-3), the mainly fatty acid in the fish oil used in this study. We have
also analysed the composition of the fatty acids in the liver phospholipids to evaluate the
incorporation of the fatty acids provided from the experimental diets in the membranes of the
hepatocytes. The data (Table 5) showed a significant increase of the oleic acid (18:1n-9) and
the linoleic acid (18:2n-6) levels in HFAO group when compared to the others experimental
groups. In HFFO group, we observed a higher level of the n-3 PUFA in the liver

phospholipids, specifically, the EPA and DHA level.
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Table 4. Effect of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on the fatty

acid composition of plasma total lipids in rats fed a high fat diet for 8 weeks
(Means values with their standard deviations for n = 6)

Fatty acid C HF HFAO HFFO

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
14 :0 0.6° 0.2 26° 0.8 2.5° 0.3 2.7° 0.5
16 :0 16.3 4.1 17.2 5.0 14.4 0.6 15.5 1.7
18:0 6.5° 1.2 11.1° 23 11.7° 1.8 11.9° 2.1
SFA 23.4° 4.4 31.0° 49 292° 2.1 30.5° 23
16 :1 1.7 0.8 0.8 0.1 0.5 0.1 0.9 0.2
18 :1n-9 17.9° 7.4 14.3° 7.6 17.1° 5.3 6.3° 0.9

18 :1n-7 0.1 0.0 - - 0.2 0.05 - -
22:1 0.6° 0.2 0.8° 0.2 13° 0.2 03° 0.1
20 :1n-9 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 0.03 0.3 0.1
24 :1n-9 1.3 0.6 1.0 0.4 1.1 0.3 0.7 0.3
MUFA 20.5° 45 18.1° 3.7 21.0° 3.1 9.1°¢ 1.2
18 :2n-6 7.6° 1.2 89° 25 12.2° 1.2 7.8° 0.8
20 :4n-6 182° 2.7 19.6° 3.7 18.1° 2.0 12.4° 2.1
n-6 26.2° 3.1 28.7° 3.0 30.9° 2.1 21.2°¢ 25
18 :3n-3 0.4 0.1 0.3 0.1 0.2 0.05 0.3 0.1
20 :5n-3 02° 0.0 02° 0.1 0.1° 0.02 88" 1.7
22 :5n-3 0.4° 0.1 0.5° 0.1 0.4° 0.1 2.1° 0.3
22 :6n-3 22° 0.8 2.8° 0.9 1.85° 0.1 52° 0.7
n-3 2.8° 0.9 3.4° 1.0 2.7° 0.2 159° 1.1
n-6/n-3 10.1° 22 8.8° 1.3 10.0* 0.2 15°¢ 0.2
MUFA/SFA 09° 0.2 0.6° 0.2 0.7° 0.1 03° 0.1

C, control diet; HF, high-fat diet; HFAO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan
oil; HFFO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil; SFA, saturated fatty acids;

MUFA, mono-unsaturated fatty acids
-, not detected.

%b.¢Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05).
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Table 5. Effect of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on the fatty
acid composition of liver phospholipids in rats fed a high-fat diet for 8 weeks
(Mean values with their standard deviations for n = 6)

Fatty acid c HF HFAO HFFO

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

14:0 04°  0.02 3.1° 1.0 3.6° 0.3 2.2° 0.3
16 :0 20.9 1.2 20.9 1.5 19.7 0.8 19.6 1.6
18:0 14.6 0.1 17.1 2.7 15.4 0.5 17.0 2.4
SFA 359° 1.2 41.3° 0.8 39.1° 1.0 37.5%° 1.5
16 :1 212 0.5 11° 0.3 0.7° 0.1 11° 0.5
18 :1n-9 22.4° 3.1 19.9° 2.7 21.5° 1.2 89° 2.5

18 :1n-7 0.07 0.02 0.05 0.01 - - - -
22-1 0.6° 0.1 0.9° 0.09 1687 0.2 02° 0.06
20 :1n-9 0.2 0.04 0.2 0.04 0.3 0.02 0.3 0.01
24 :1n-9 0.06 0.04 0.06 0.02 0.1 0.01 0.07 0.02
MUFA 25.4° 3.2 22.3° 3.1 2512 1.8 11.0° 0.7
18 :2n-6 9.4° 0.6 10.0° 0.3 156% 0.8 76° 0.3
20 :4n-6 18.3 2 1.7 15.3° 2.8 151° 0.6 10.1°¢ 0.5
n-6 28.1° 21 255° 2.9 31.2° 1.0 17.3° 0.9
18 :3n-3 0.3 0.04 0.3 0.07 0.3 0.02 0.4 0.06
20 :5n-3 0.1° 0.03 0.1° 0.01 0.1°  0.01 6.1° 0.8
22 :5n-3 0.3° 0.06 04° 0.07 05° 0.1 6.7° 0.8
22 :6n-3 4.7° 0.6 48° 0.6 3.0° 0.1 14.1° 1.2
n-3 52° 0.7 55° 0.6 41° 0.5 285° 1.0
n-6/n-3 54° 0.6 46° 0.3 75° 0.3 06° 0.1
MUFA/SFA 07%  0.08 05° 0.1 06°  0.07 0.3° 0.05

C, control diet; HF, high-fat diet; HFOA, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of argan
oil; HFFO, high-fat diet supplemented with 5% (w/w) of fish oil; SFA, saturated fatty acids;
MUFA, mono-unsaturated fatty acids.

%b.¢Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05).
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Liver MDA level
(ng/mg proteins)

Oxidative status of the liver

The results concerning the oxidative stress in the liver are shown in Fig. 4. After 8 weeks, rats

fed the HF diet displayed greater oxidative stress than the control rats. This oxidative stress

was marked by a significant increase in the liver MDA level and a significant decrease in GPx

activity. Argan oil intake significantly prevents the HF-induced oxidative status in liver by

decreasing the MDA level and enhancing the GPx activity. However, fish oil intake showed a

significant increase of the GPx activity, but no effect on the MDA level was observed.
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Fig. 4. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on (A) the liver
malondialdehyde (MDA) level and (B) the liver glutathione peroxidase (GPx) activity in rats fed a high-fat diet
for 8 weeks. Values are means with their standard deviations (n =6), represented by vertical bars. * ° Mean
values with different superscript letters are

significantly different (p < 0.05).

[, control diet; M, high-fat diet; & , high-fat diet supplemented with argan oil; N , high-fat diet supplemented

with fish oil.
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Platelet activity

Results obtained on ADP and collagen-induced platelet aggregation, are reported in Fig 5 (A).
The data showed that significant platelet hyper-aggregation occurred in rats fed the HF diet
compared to the controls. Argan oil intake significantly decreased platelet aggregation
induced by ADP by about 33% and collagen-induced platelet aggregation was decreased by
about 23% when compared to the HF group. Fish oil intake showed a similar effect on platelet
aggregation as that observed in argan oil intake. The effects of the different experimental diets
on platelet thromboxane B, (TxB;) level are reported in Fig 5 (B). The data showed that rats
fed the HF diet displayed significantly more platelet TxB, than control rats. Fish oil intake
significantly prevents the increased platelet TxB; level but not argan oil intake. The effect of
O. aurita and fish oil on platelet oxidative status was investigated and the results are shown in
Fig 6. The data reveal greater oxidative stress in the platelets of rats fed the HF diet than in
control rats. Argan oil intake significantly improved HF diet-induced oxidative stress in
platelets by reducing significantly, the MDA level and enhancing GPx activity. However, fish
oil supplementation increased significantly platelet GPx activity but also increased platelet

lipid peroxidation by increasing platelet MDA level.
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Fig. 5. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil on (A) platelet aggregation
and (B) platelet thromboxane B, level in rats fed a high-fat diet for 8 weeks. Values are means with their
standard deviations (n = 6), represented by vertical bars. * ®“Mean values with different superscript letters

are significantly different (p < 0.05).

Rat platelets were isolated as described in material and methods section and stimulated with adenosine-
diphosphate (ADP) 5 uM or with collagen 5 pg/mL.
], control; |l , high-fat; 5 , high-fat supplemented with argan oil; , high-fat supplemented with fish

oil.
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Fig. 6. Effects of supplementation with argan oil compared to that with fish oil supplementation on (A) platelet
malondialdehyde (MDA) level and (B) platelet glutathione peroxidase (GPx) activity in rats fed a high fat diet
for 8 weeks. Values are means with their standard deviations (n = 6), represented by vertical bars.

%% ¢Mean values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05).

[, control diet; M, high-fat diet; 5, high-fat diet supplemented with argan oil; §§ , high-fat diet supplemented
with fish oil
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Discussion

Our study shows that the intake of either dietary fish oil or argan oil can improve certain
features of the MS in the HF-fed rat, a well-known model of diet-induced MS risk factors.
Our results with FO diet expand and complete previous studies concerning its beneficial
action in the MS, notably by showing a reduction in adiposity, as discussed further below.
Previous studies have also demonstrated the beneficial effects of argan oil on blood lipid
parameters in animals and humans [31,37,39-41]. However, to our knowledge, this is the first
demonstration that argan oil can prevent platelet hyper-activity and oxidative stress in both
platelet and liver of HF-fed rats. It is well known that diets rich in saturated fats are associated
with the onset of MS in rats and mice [46,47] as well as in humans [48-51]. MS is generally
characterized by a combination of various metabolic disorders including dyslipidaemia,
central obesity, insulin resistance, diabetes mellitus, hypertension and non-alcoholic fatty acid
disease, [52]. Abdominal obesity is one of the key aetiological features of metabolic
syndrome. One of the mechanisms related to abdominal obesity and metabolic syndrome is
the increase in the free fatty acids released from visceral fat cells. These free fatty acids enter
the blood stream; then they are directed into the liver, where they interfere with glucose and
lipid metabolism leading to insulin resistance and hyperlipidaemia [53]. In our study, rats fed
the HF diet (40% fat, essentially saturated fats) for 8 weeks developed several metabolic
syndrome risk factors such as central obesity, insulin resistance and non-alcoholic fatty acid
diseases, but not dyslipidaemia. We consider that these results indicate that our rat model fed
the HF diet developed metabolic syndrome. We found that replacing 5% of the fat content of
the HF diet by fish oil prevented many features of metabolic syndrome risk factors in HF-fed
rats. Firstly, fish oil treatment prevented the gain in body and adipose tissue weights induced

in this dietary model. This is consistent with the data reported by Raclot et al. [54], but differs
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from other studies that either failed to observe this [55] or simply did not study adiposity
evaluation [56,57]. In HFFO animals, final body weight and adipose tissue weight were
reduced as compared with that of HFones. Previous studies have already reported that
supplementing the diet with marine n-3 PUFA extracted from fish oil has beneficial effects on
parameters involved in MS [58]. Buckley and Howe [59] showed that a dietary intake of
marine n-3 PUFA from fish oil can lower body weight in obese animals, and may reduce fat
accumulation by the body, particularly that of visceral fat in animals fed a high-fat diet.
Weight loss is known to result in a decrease in circulating inflammatory markers [60], such as
adipokines, and n-3 PUFAs from marine sources have been shown to have anti-inflammatory

properties [61-63].

It has been established that high-fat diet consumption has the serious consequence of
increasing blood lipids. However, we did not observe any difference in blood lipids between
the HF and C groups. Walrand et al. [64] showed that short-chain saturated fatty acids (with
lessthan 12 carbon atoms) appear to be neutral with regard to blood levels of LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol and triglycerides. After being ingested, these saturated fatty acids can be
used immediately for beta-oxidation to supply energy, and therefore have no real direct
impact on lipid metabolism [65,66]. The high-fat diet we used in this study contained 40% of
lipids, including 33 % of hydrogenated coconut oil, which is known to be rich in short-chain
saturated fatty acids. This could explain the blood lipid profile obtained in the HF group.
However, our high-fat diet did effectively trigger high-fat induced metabolic syndrome risk
factors, insofar as we observed insulin resistance and non-alcoholic fatty acid disease in the
rats on the high-fat diet. Our data showed that replacing 5% of the fat content of the HF diet
by fish oil significantly decreased insulin and lipid levels in plasma. In the liver, fish oil

markedly reduced triglyceride and cholesterol levels, and prevented hepatic steatosis by
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reducing lipid accumulation in rats fed the HFOA diet. N-3 PUFAs from marine sources are
already known to be involved in managing MS risk factors by reducing lipid levels in the
blood and liver, and by enhancing insulin sensitivity. Accumulating evidence shows that fish
oil supplementation reduces lipidaemia and prevents hepatic steatosis by lowering lipid
metabolism in the liver [67]. At least 4 nuclear receptors are affected by EPA and DHA, and
which may be involved in regulating lipid metabolism [68-70]. These include the liver X
receptor (LXR), hepatocyte nuclear factor-4a (HNF-4a), the farnesol X receptor (FXR), and
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs). The composition of the fatty acids in
the liver phospholipids showed that fish oil intake is associated with enrichment in n-3 PUFA,
essentially in EPA, the mainly fatty acid in the fish oil used in our study. The DHA level was
also higher in liver phospholipids of HFFO fed-rats as compared with the others groups. The
increased DHA level could be due to conversion of the EPA provided from fish oil into DHA,
or provided directly from the fish oil intake. However, DHA is most susceptible to
peroxidation because of its high degree of unsaturation [71-75]. When the n-3 PUFA are
ingested, the unsaturation of membrane fatty acids is increased as a result of the n-3 PUFA
incorporation. There may be an increased need for antioxidants (i.e. a-tocopherol) to prevent
oxidative stress [76-78]. Indeed, this corroborate with our findings concerning the liver and
the platelet lipid peroxidation. We found firstly that HF-diet increases oxidative status in liver
and platelet. Thus, fish oil intake showed no effect on MDA level in both tissues, but
enhanced GPx activity.

Platelets play a central role in the onset of thrombosis, which is one of the complications of
MS. As a result, inhibitors of platelet aggregation are becoming very important in the
prevention and treatment of many atherothrombotic disorders [79]. Our results showed that
HF-diet intake increased platelet activity as compared with standard diet intake. Thus, the

platelet TxB; level, the stable form of the thromboxane A, (TxA;), and the platelet oxidative
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status were higher in HF group when compared with the control one. Fish oil intake showed a
preventive effect against the HF diet-induced platelet hyperactivity and TxA; synthesis, and it
also enhanced platelet antioxidant enzyme activity. Recent studies have demonstrated that the
dietary intake of marine n-3 PUFAs can reduce the risk of coronary heart disease as a result of
their anti-atherogenic, anti-inflammatory and anti-thrombotic effects [80]. Platelet
aggregation is an early event in the onset of thrombosis and is initiated by TxA,, a potent
aggregation agent and vasoconstrictor [81]. Evidence from dietary intervention studies has
shown that the consumption of marine n-3 PUFAs reduces the production of TxA, [82-84],
increasesbleeding time [85,86] and decreases platelet aggregation in vitro [87]. EPA and
DHA both reduce platelet aggregation in hypertensive subjects [88], diabetic subjects [89,90],
and in healthy controls both in vitro and ex vivo [91-93]. In the animal model, n-3 PUFAs
from marine sources suppressed TxA, formation in a dose-dependent manner [94].

Results with argan oil-fed animals were different from those of fish oil-fedones. Firstly,
unlike fish oil treatment, argan oil supplementation did not affect adiposity and plasma insulin
level as compared with the HF group. Similarly, argan oil effects on lipid metabolism were
quite different from those of fish oil, with only improvements in plasma lipid level without
any effect on liver lipid level or steatosis unlike fish oil intake. Nevertheless, argan oil
animals demonstrated a marked improvement in oxidative status in liver and platelets. Unlike
fish oil, argan oil feeding decreased lipid peroxidation in both liver and platelets. On the other
hand, argan oil decreased platelet aggregation similarly as shown with fish oil, but the anti-
aggregation mechanism of both oils seems to be different because fish oil decreased TxA,
synthesis but not argan oil.

Several factors may explain the different responses of HF-fed animals to the 2 oils used in this
study. Whereas the beneficial effects of fish oil can be mostly related to its n-3 PUFA content,

it is less clear whether the effects of argan oil can be linked to its fatty acid content. As clearly
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shown in Table 2, the argan oil diet did not have a fatty acid composition that differed greatly
from HF diet, with the notable exception of oleic and linoleic acids. Indeed, the effect of these
abundant acids on CVD risk factors such as dyslipidemia, platelet aggregation, insulin
resistance or hypertension is rather controversial [95,96]. In addition, linoleic acid is mainly
thought to be deleterious in the context of CVD [97-99], whereas a combination of oleic and
linoleic acids (main unsaturated fatty acids of argan oil) has been shown to reduce endothelial
function in healthy animals [100]. On the other hand, the preventive effects of argan oil could
be attributed to the antioxidant properties of its tocopherols and polyphenols [101,102]
because a reduction of oxidative stress is known to improve platelet activity [103]. Indeed, the
polyphenols extracted from argan oil have been shown in vifro to inhibit low-density
lipoprotein oxidation and to stimulate the reverse transport of cholesterol [104]. In addition,
there is convincing evidence for a beneficial effect of dietary argan oil on altered blood lipids
[105]. It is, in fact, these positive considerations that prompted us to study the biological
activity of argan oil in the context of obesity-induced MS. Indeed, given the involvement of
dyslipidemia, platelet activity and oxidative stress in the pathogenesis of the MS and diabetes
[105-107], theses amelioration by argan oil may thus also play a role in the preventive effects

observed herein.
Conclusion

Our study clearly demonstrates that diets containing fish e# or argan oil can eaeh prevent a
distinct number of the deleterious effects of feeding an HF diet. More specifically, consuming
fish oil prevents the development of adiposity, restores insulin sensitivity, decreases plasma
and liver lipid, and also prevents prothrombotic effect. Intake of argan oil as food supplement,
in contrast, has more modest effects in HF diet rats; notably, it does not affect adiposity or
liver lipid level but improves plasma lipid, oxidative status and platelet activity. Fish oil and,

to a lower degree, argan oil thus represent promising nutritional tools against to MS and
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associated co-morbidities. So, It would be interesting to understand mechanisms involved in

their distinct beneficial actions
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Argan oil prevents prothrombotic
complications by lowering lipid levels
and platelet aggregation, enhancing
oxidative status in dyslipidemic
patients from the area of Rabat
(Morocco)



Etude clinique sur P’effet hypolipémiant et antiagrégant de I’huile

d’argan chez des patients dyslipidémiques Marocains

Introduction :

Les patients dyslipidémiques présentent un risque accru de développer une
athérosclérose dont les complications cliniques posent de graves problemes de santé. Par
ailleurs, il est actuellement bien admis que les acides gras monoinsaturés et polyinsaturés
réduisent certains facteurs de développement de 1’athérosclérose, notamment le taux de
lipides athérogénes et 1’activité des plaquettes sanguines. L huile d’argan extraite du fruit de
I’arganier est bien connue pour ses propriétés pharmacologiques. L’objectif de cette étude est
donc d’étudier I’'influence de 1’huile d’argan sur le profil lipidique et sur I’agrégation des

plaquettes sanguines et leur état rédox chez des patients dyslipidémiques.

Trente neuf patients dyslipidémiques de sexe et d’ages différents ont été recrutés au
cours de cette étude. Les critéres retenus chez ces patients étaient la présence d’une
hypercholestérolémie et/ou d’une hypertriglycéridémie. Les 39 patients recrutés ont suivi tout
d’abord une phase de stabilisation, pendant laquelle les patients ne consomment ni de I’huile
d’olive ni de I’huile d’argan pendant 2 semaines. Apres les deux semaines de stabilisation, les
patients ont été séparés en deux groupes, le premier groupe, (témoin, 18 patients) consomme
20 g/jour de beurre lors du petit déjeuner pendant 3 semaines ; dans le deuxiéme groupe,
(huile d’argan, 21 patients) le beurre a été remplacé par 25 mL d’huile d’argan extra vierge
sur la méme période. Le bilan lipidique, ainsi que la fonction plaquettaire sanguine et leur état
rédox ont été évalués avant et aprés la phase d’intervention chez les deux groupes. Les
résultats obtenus au cours de cette étude montrent une amélioration significative des lipides
athérogénes chez les patients du groupe huile d’argan apres les 3 semaines de traitement.
Cette amélioration est marquée par une baisse des taux de cholestérol total et de LDL-
cholestérol sériques de 23,8 % et 25,6 %, respectivement, avec une augmentation des HDL-
cholestérol de 26 %, comparativement aux valeurs obtenues avant la phase de traitement. Par
ailleurs, une diminution de I’agrégation plaquettaire d’environ 25 %, est observée ainsi qu’un
rétablissement du stress oxydatif au niveau des plaquettes chez les patients du groupe huile
d’argan par rapport au groupe témoin.
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Ces activités hypolipémiante, antiagrégante et antioxydante de I’huile d’argan peuvent
étre attribuées aux acides gras polyinsaturés et aux différents composés, comme les
polyphénols, présents dans cette huile. Au regard de ces résultats, I’huile d’argan peut étre
recommandée dans la prise en charge diététique des patients dyslipidémiques afin de prévenir

le développement de complications prothrombotiques chez ces patients a risque.
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Abstract

Background: It is now established that patients with hyperlipidemia have a high risk of atherosclerosis and
thrombotic complications, which are two important events responsible for the onset and progression of
cardiovascular disease. In the context of managing dyslipidemia by means of dietary advice based on the
consumption of argan oil, we wanted to investigate the effect of virgin argan oil on plasma lipids, and for the first
time, on the platelet hyperactivation and oxidative status associated with dyslipidemia. This study concerns patients
recruited in the area of Rabat in Morocco.

Methods: 39 dyslipidemic (79% women) patients were recruited for our study in the area of Rabat in Morocco.
They were randomly assigned to the two following groups: the argan group, in which the subjects consumed
25 mL/day of argan oil at breakfast for 3 weeks, and the control group in which argan oil was replaced by butter.

Results: After a 3-week consumption period, blood total cholesterol was significantly lower in the argan oil group, as
was LDL cholesterol (23.8% and 25.6% lower, respectively). However, the HDL cholesterol level had increased by 26%
at the end of the intervention period compared to baseline. Interestingly, in the argan oil group thrombin-induced
platelet aggregation was lower, and oxidative status was enhanced as a result of lower platelet MDA and higher GPx
activity, respectively.

Conclusions: In conclusion, our results, even if it is not representative of the Moroccan population, show that argan
oil can prevent the prothrombotic complications associated with dyslipidemia, which are a major risk factor for
cardiovascular disease.

Keywords: Platelet aggregation, Argan oil, Dyslipidemia, Oxidative stress

Background

Cardiovascular disease (CVD) is the main cause of in-
creasing mortality worldwide. In 2008, heart disease
accounted for 23% of deaths in Morocco [1]. Dys-
lipidemia, the main risk factor for CVD, is a heteroge-
neous metabolic disorder involving multiple etiologies; it
is commonly characterized by increased triglycerides, low-
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density lipoprotein (LDL) cholesterol and apolipoprotein
B (apo-B) levels, and reduced plasma high-density lipo-
protein (HDL) cholesterol [2]. These components of
dyslipidemia confer an increased risk for atherosclerosis
and thrombosis, which are two important events respon-
sible for the onset and progression of CVD [3]. It is now
established that patients with hyperlipidemia have a high
risk of atherosclerosis and thrombotic complications [4-6].
Several mechanisms have been suggested by which alter-
ations in plasma lipid levels may promote atherosclerosis
[7-9]. One major determinant of the prothrombotic state
associated with hypercholesterolemia appears to be related

© 2013 Haimeur et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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to enhanced platelet activation. Indeed, platelets are
known to play a fundamental role in atherogenesis and in
the pathology of atherothrombotic disorders [10]. In-vivo
platelet activation has been reported in type-Ila hypercho-
lesterolemic patients [11], suggesting that high levels of
oxidized LDL, via changes in the composition of platelet
membrane phospholipids and cholesterol, may increase
the platelet reactivity associated with enhanced thromb-
oxane A, (TxA,) biosynthesis. The involvement of blood
platelet activation in the onset of atherosclerosis is well
established. It has long been recognized that platelets are
involved in the late thrombotic complications of athero-
sclerosis plaque due to erosion of the endothelium or rup-
ture of the fibrous cap that covers the lipid core within the
plaque [12]. The association of platelet activation with
acute CVD justifies anti-platelet therapy as a standard
treatment for those at high risk of atherothrombosis.

Several epidemiological, clinical, and experimental stud-
ies have established that diet can have beneficial effects on
the cardiovascular system, and can therefore be consid-
ered to provide an effective therapeutic tool for preventing
several CVD risk factors, such as dyslipidemia, platelet
hyper-reactivity, and diabetes [13,14]. As far as ingested
lipids are concerned, the influence of their quality and
quantity has often been demonstrated in human and ani-
mal models [15]. Haimeur et al. [16] showed that a high
fat diet consumption increased the incidence of CVD in
rats, by increasing blood lipids level, platelet aggregation
and hepatic oxidative stress, however these risk factors of
CVD were lower in rats fed with a high fat diet
supplemented with a freeze-dried of Odontella aurita, a
marine diatom rich in omega-3 (eicosapentaenoic acid)
and antioxidants molecules.

Argan oil is a natural vegetable oil that has been widely
used in both the daily diet and folk medicine in
Morocco. It is extracted from the kernels of Argania
spinosa, an endemic tree growing in the south-western
region of Morocco. The main traditional use of this ed-
ible oil is for nutritional purposes by consuming it dir-
ectly on toast, generally during breakfast [17]. This oil is
rich in unsaturated fatty acids (80%) principally oleic and
linoleic acids (44.8% and 33.7%, respectively) [18]. Inter-
estingly, the unsaponifiable fraction of argan oil (1% of
the oil constituents) contains mainly antioxidant com-
pounds, such as tocopherols, especially y-tocopherol,
which are present in higher portions than in olive oil
(637 mg/kg versus 258 mg/kg of total tocopherols, re-
spectively) (Table 1) [18]. As could be expected from its
interesting composition, argan oil has demonstrated its
pharmacological effects in several studies. Initially demon-
strated in rats [19-22], the hypocholesterolemic potency of
argan oil in humans has also been demonstrated by a co-
hort study of 60 healthy men [23]. Numerous nutritional
studies have also shown that argan oil lowers LDL
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Table 1 Chemical composition of argan oil [18]

Fatty acids (%)
C 160 134
C180 5.1
c 181 448
C182 35.7
c183 0.1
Sterols mg/100 g oil

Schottenol 142
Spinasterol 115
Stigmasta-8,22-dien-3-ol 9
Others 29
Tocopherols mg/Kg oil

a-tocopherol 35
&-tocopherol 122
y-tocopherol 480
Phenols pg/Kg oil

Vanillic acid 67
Syringic acid 37
Ferulic acid 3147
Tyrosol 12

cholesterol and has antioxidant properties; these proper-
ties have been demonstrated in a cohort study involving
96 people [24]. Here, the subjects who consumed argan
oil on a regular basis presented with significantly lower
levels of plasma LDL cholesterol and lipoprotein A Lp (a),
and lower levels of plasma lipoperoxides (thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS) [24]. Argan oil also in-
creases HDL cholesterol and lowers triglyceride levels in
men [25], and therefore regular argan oil consumption
could potentially prevent diabetes [26]. Furthermore,
when rats were fed for 4 weeks with 10 mL/kg/day of
argan oil, the thrombin-induced aggregation of isolated
platelets was significantly inhibited (36%), however, the
tail bleeding time remained unchanged [27]. Recently,
Mekhfi et al. [28] have reported that argan oil has
antithrombotic activity in rats, which could be related to
its antiplatelet rather than its anticoagulant activity.

Argan oil has already been reported to be a hypo-
lipidemic factor in both human and animal models with-
out producing any adverse effects [20,24]. However, the
anti-aggregant effect of argan oil has so far only been de-
scribed in-vitro in rats [27]. Thus the originality of the
study reported here, is investigating the protective effect
of argan oil against platelet disorders, such as hyper-
activity and oxidative stress in dyslipidemic patients.
According to the low sampling of patient recruited in
the area of the city of Rabat, our exploratory study is not
significant of the moroccan population.
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Methods

Patients

This study was conducted on dyslipidemic patients attend-
ing the Endocrinology Department of the Ibn Sina Univer-
sity Hospital, Rabat, Morocco. The inclusion criteria was
patients with hypercholesterolemia or/and hypertriglyc-
eridemia. The exclusion criteria included myocardial in-
farction, the presence of hepatic or renal disease, the use of
anti-aggregant drugs (aspirin, thienopyridines) or of lipid-
lowering drugs (statins), unusual diet (low or high fat or
carbohydrate diets), or taking hormone therapy during the
previous 6 months. The protocol and objectives of this
study were explained to the participants in detail. Before
the recruitment, patients give their consent orally. The
study protocol was approved by the Institutional Ethics
Committee of the Endocrinology, Diabetology, and Nu-
trition Department, Ibn Sina University Hospital, Rabat,
Morocco. Among the 78 patients who consulted, a total of
39 dyslipidemic patients were selected on the basis of the
inclusion criteria. All the patients included underwent a
thorough physical examination in the Service at 3 consulta-
tions during the study.

Study design

This study was conducted according to the protocol de-
scribed by Derouiche et al. [25]. The study design consisted
of two diet periods. The first diet period (stabilization
period) lasted 2 weeks during which all the patients con-
sumed 20 g/day of butter on toasted bread for breakfast,
and both argan oil and olive oil were eliminated from their
diet. This stabilization period was intended to ensure that
all the patients had a similar fat intake and stable dys-
lipidemia parameters before starting the study. In the sec-
ond diet period (nutritional intervention), which lasted 3
weeks, the patients were randomly assigned to one of two
groups: the first group (18 patients) received the 20 g/day
butter diet (control group: C); the second group (21 pa-
tients) received 25 mL/day of virgin argan oil instead of the
butter with the toasted bread for breakfast (argan oil group:
AOQ). The daily eating habits of all the patients were inves-
tigated by means of a comprehensive food questionnaire
covering all foods commonly consumed in Morocco. Dur-
ing the nutritional intervention period, all patients followed
a lifestyle and diet recommended by the guidelines for the
management of dyslipidemia [29]. The argan oil supplied
to the patients was all purchased from the same source,
and was extracted by an industrial process [30].

Blood collection

During the study, the patients provided 3 blood samples.
The first was collected intravenously in vacuum tubes after
they had fasted for 12 h, and was used to confirm their
dyslipidemia by serum lipid analysis. At the end of the
stabilization period, the second sample was collected
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intravenously into two tubes: the first was a vacuum tube
containing EDTA, and this blood was used for serum lipid
analysis, and the other was a tube containing citric phos-
phate dextrose (CPD) anticoagulant (citric acid: 15.6 mM,;
sodium citrate: 89.4 mM, monosodium phosphate: 16.1
mM and dextrose: 128.7 mM) in a ratio of 1/7 v/v CPD/
blood, and this was used for platelet analysis (platelet aggre-
gation test, basal TxB, determination and platelet oxidative
status). The third blood sample was similar to the second
and was collected at the end of the nutritional intervention.

Anthropometric and serum lipid parameters
Demographic and anthropometric parameters (age, sex,
weight, body mass index (BMI), blood pressure) were
recorded for the patients at baseline. Serum total choles-
terol (TC) and HDL-cholesterol levels were determined
using commercial enzymatic kits (Randox cholesterol en-
zymatic kit and Randox HDL cholesterol precipitant for
cholesterol and HDL-cholesterol, respectively, Crumlin, Co.
Antrim, UK) according to Richmond’s colorimetric proce-
dure [31]. Serum triglyceride levels were determined using
a commercial kit (Randox, Triglyceride Enzymatic Kit,
Crumlin, Co. Antrim, UK) according to Trinder’s colori-
metric method [32]. The LDL-cholesterol level was calcu-
lated by Friedewald’s formula [33]. LDL cholesterol (g/L) =
total cholesterol (g/L) — HDL cholesterol (g/L) — triglycer-
ides/5 (g/L).

Platelet aggregation

Platelets were isolated as previously described by Lagarde
et al. [34]. Briefly, blood was centrifuged at 200 x g for
15 min at 20°C to obtain platelet-rich plasma (PRP). PRP
was then acidified to pH 6.4 with 0.15 M citric acid, and
immediately centrifuged at 900 x g for 10 min at 20°C.
Platelet pellets were resuspended in Tyrode/HEPES buffer
solution (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 11.9 mM NaHCOs,
041 mM NaH,PO,;, 1 mM MgCl,, 55 mM glucose,
5.0 mM HEPES, pH 7.35). Platelet concentration was ad-
justed to 300 000 /puL before aggregation assay. The isolated
platelets were then used to determine platelet aggregation
by turbidimetry [35] using a PACKS 4 aggregometer (HEL-
ENA, TX, USA). Aggregation tests were performed at 37°C
in cuvettes stirred at 1000 rpm. Isolated platelets were
stimulated by exposure to thrombin (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) 0.2 U/mL. The light transmission
was recorded for 3 min after platelet stimulation. The plate-
let aggregation was quantified from the maximum change
in light transmission through a washed platelet suspension,
expressed as a percentage of the light transmission through
the blank (Tyrode buffer).

Platelet MDA measurement
Platelet lipid peroxidation was evaluated by measuring the
malondialdehyde (MDA) level according to the method
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described by Ohkawa [36]. To 500 pL of platelet solution
were added 100 pL of 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS),
750 pL of acetic acid 20% at pH 3.5, 750 pL of thio-
barbituric acid (TBA) 0.8%, and distilled water to make up
the volume to 2.5 mL. The tubes were maintained in a
water bath at 95°C for 60 min. The tubes were then imme-
diately cooled in ice. 500 pL of distilled water and 2.5 mL
of a solution of #n-butanol and pyridine (15:1 v/v) were
then added to each tube. The tubes were shaken vigor-
ously before being centrifuged at 1000 x g for 10 min. The
organic phase, corresponding to the upper layer, was
aspirated and its color intensity measured at 532 nm. A
standard range was prepared using a 1,3,3,3- tetra-
methoxypropane (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) solution.

Platelet glutathione peroxidase activity

The glutathione peroxidase (GPx) activity was determined
in isolated platelets according to the Paglia and Valentine
method [37], as modified by Chaudiére and Gérard [38].
Briefly, 100 uL of platelet lysate was added to a final vol-
ume of 1.5 mL of a solution containing Tris-HCI/EDTA
(50 mM/0.1 mM) pH 7.6, NADPH, H" (0.14 mM), re-
duced glutathione (GSH) (2 mM) and 0.7 U/mL of GSSG-
reductase. The mixture was incubated at 37°C for 3 min.
The reaction was started by adding 50 pL tertiary butyl
hydroperoxide (¢-BH) (0.2 mM). The change in absorb-
ance was recorded at 340 nm for 5 min at 5 s intervals.
An appropriate control without the platelet sample was
run simultaneously. GPx activity was expressed in nmoles
of hydroperoxide reduced per min and per mg protein.

Thromboxane B, measurement

To determine the platelet thromboxane B, (TxB,) level,
isolated platelets were subjected to three successive
freeze/thaw cycles to release the cell contents. The base-
line TxB, level was measured by enzyme immunoassay
(EIA) Kit (Enzo-Life Sciences, Exeter, UK) according to
the Manufacturer’s instructions.

Assay of proteins

Platelet total proteins were determined by the Bradford
colorimetric method [39] using Biorad reagent and bo-
vine serum albumin as standard (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France).

Statistical analysis

All values were expressed as the mean + SD. After ana-
lysis of variance, the mean values were compared using
Fisher's least significant difference test (Statgraphics Plus
5.1, Manugistics Inc., Rockville, MD, USA). P < 0.05 was
accepted for significant differences.
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Results

Baseline anthropometric parameters

The baseline characteristics of the patients, including
their sex and age as well as the risk factors associated
with atherosclerosis diseases, are presented in Table 2. At
the beginning of the intervention period, the data showed
that both groups displayed abnormal blood lipid markers
characterized by hypercholesterolemia and hypertriglyc-
eridemia. According to the International Diabetes Feder-
ation (IDF) definition [40], all of the patients exhibited at
least two components of metabolic syndrome (MS). In
addition to hypertriglyceridemia and hypercholesterol-
emia, the most frequent component of the MS in our pa-
tients was central obesity.

Serum lipid parameters

After the three weeks of the nutritional intervention
period, a significant improvement in atherogenic lipid pa-
rameters was found in the AO group patients as compared
to the values found before the nutritional intervention
period (Figure 1). The data showed significantly (p = 0.04)
lower total cholesterol and LDL-cholesterol levels (p =
0.02) and significantly (»p = 0.01) higher HDL-cholesterol
levels in the group consuming argan oil than in the control
group of patients (23.8% versus 13.5%, 25.6% versus 10.4%,
and 26% versus 6.6%, respectively). However, there was no
difference in triglyceride levels between the two groups
after the three weeks of the intervention period.

Platelet aggregation and TxB, production

Platelet hyperactivity is associated with an increase risk of
adverse cardiovascular outcomes. We evaluated the plate-
let function of patients by studying the platelet response
to aggregation agonist stimulation. The thrombin-induced
aggregation exemple is shown in the Figure 2. The results
obtained after the three weeks of the nutritional interven-
tion period showed that the percentage thrombin-induced
platelet aggregation was significantly (p = 0.03) lower in

Table 2 Baseline anthropometrical and biological
characteristics of the study groups

Characteristic Control group Argan oil group
Sex (W/M) 14/4 17/4
Age (years) 51+9 55+8
Weight (Kg) 749 £ 130 723 £ 94
SBP (mmHg) 119+13 124 +09
DBP (mmHg) 6.7 =09 69+ 0.7
BMI (Kg/m2) 296 + 50 29.7 £ 49
TC (g/L) 253+03 241+ 04
TG (g/L) 162+ 0.1 17302
HDL-chl (g/L) 045 £ 0.07 0.50 + 0.05
LDL-chl (g/L) 113+ 02 135+ 03
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Figure 1 Variations in different plasma lipid markers after 3
weeks of nutritional intervention with argan oil. Data are the
percentage variation of the lipid parameters between the two
periods. Comparisons are made between the variation in the two
groups of patients (C: control group; AO: argan oil group). TC: total
cholesterol; TG: triacylglycerol ; HDL-ChI : high density lipoprotein
cholesterol; LDL-Chl: low density lipoprotein cholesterol. After a
one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls multiple test, a
comparison was made between the two groups of patients.

= 001; % p = 002; % p = 0.04.
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the AO group than in the control group (44.5% versus
62.6%) at the end of the intervention period (Figure 3).

On another hand, the baseline concentration of TxB,,
the stable catabolite of TxA, tended to be lower in the
AO group than in the control group after the three weeks
of the intervention period, but this difference was not sta-
tistically significant (p = 0.1) (Figure 4).

Platelet oxidative status
The results for the platelet oxidative status are shown in
Figures 5 and 6. After the three weeks of the intervention
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period, the data showed that platelet lipid peroxidation
levels were lower in patients consuming argan oil, with an
MDA level about 34% lower (p = 0.02) than in the control
group at the end of the intervention period (Figure 5).
This result was correlated with the activity of platelet
GPx, the main enzyme catalyzing the reduction of lipid
hydroperoxides to the corresponding alcohols (Figure 6).
Interestingly, at the end of the intervention period, the
platelet GPx activity in the AO group increased by 22%
(p = 0.02) when compared to the control group.

Discussion

Hypercholesterolemia and platelet hyperactivity are asso-
ciated with an increased risk of adverse cardiovascular
outcomes (coronary artery disease, hypertension). Argan
oil is rich in unsaturated fatty acids, and also contains a
non-glyceride fraction characterized by the presence of
sterols and antioxidant components, which gives it inter-
esting biological and pharmacological properties. The
present investigation was undertaken to assess the poten-
tial platelet anti-aggregant and antioxidant effects of argan
oil on dyslipidemic patients. This clinical study involved
evaluating the effects of argan oil after a three-week period
during which consuming argan oil on toasted bread for
breakfast was compared with consuming butter on toasted
bread.

Interestingly, our results showed that argan oil appeared
to be effective in preventing hypercholesterolemia in
dyslipidemic patients. They show that after three weeks of
argan oil consumption, circulating total cholesterol and
LDL-cholesterol lowered by about 24% and 25%, respect-
ively, compared to the values obtained before the nutrition
intervention period. In addition, patients who consumed

A: argan oil group
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Figure 3 Platelet aggregation after 3 weeks of nutritional
intervention with argan oil. Washed platelets were stimulated
with thrombin (0.2 U/ml). Comparisons are made between the %
platelet aggregation before and after the intervention period in the
two groups. C: control group; AO: argan oil group. After a one-way
ANOVA, Student-Newman-Keuls multiple comparison test, results are
arranged in increasing order from left to right a > b (p < 0.05).

argan oil had a higher plasma HDL-cholesterol levels than
control patients. However, argan oil had no effect on cir-
culating triglyceride levels after three weeks of interven-
tion, whereas Derouiche et al. [25] reported that plasma
triglyceride levels decreased significantly by 17.5% in
healthy people consuming about 28 mL/day of argan oil
over a 3-week period. Indeed, a lipid-lowering effect of
argan oil has been reported in several other studies involv-
ing either animals or healthy male subjects [41-43], but
our results demonstrate for the first time the hypo-
cholesterolemic effect of argan oil on dyslipidemic pa-
tients. There is now abundant evidence that diets high in
unsaturated fatty acids have a hypocholesterolemic effect
when substituted for diets high in saturated fatty acids
[44,45]. This has been showed by the beneficial effects of
the “Mediterranean diet”, which is attributed, besides the
effects of fibers, complex carbohydrates, vegetable proteins
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Figure 4 Platelet thromboxane B, (TxB,) level after 3 weeks of

nutritional intervention with argan oil. Comparisons are made

between the platelet TxB, level before and after the intervention

period in the two groups. C: control group; AO: argan oil group.

After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls multiple

comparison test, results are arranged in increasing order from left to
L righta > b (p < 0.05).
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Figure 5 Platelet malondialdehyde (MDA) level after 3 weeks of
nutritional intervention with argan oil. Comparisons are made
between the platelet MDA level before and after the intervention
period in the two groups. C: control group; AO: argan oil group.
After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls multiple
comparison test, results are arranged in increasing order from left to

righta > b (p < 0.05).

etc, to its high content of olive oil, which is an important
source of monounsaturated fatty acids (MUFAs) (73% of
oleic acid), whereas sunflower oil has a high content of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) (61.6% of linoleic
acid) [46]. However, argan oil is also characterized by
containing balanced proportions of MUFAs and PUFAs
(44.8% oleic acid and 33.7% linoleic acid) [18]. Linoleic
acid (C18: 2n - 6) is an essential fatty acid, and is a pre-
cursor in the biosynthesis of arachidonic acid (C20: 4n -
6). Arachidonic-derived fatty acids, particularly y-linolenic
acid, are known to reduce the total cholesterol, VLDL, and
LDL-cholesterol levels in human and rat serum [47,48]. In
addition to unsaturated fatty acids, other minor compo-
nents of argan oil, such as plant sterols, may also be impli-
cated in the hypocholesterolemic effect of this oil
Phytosterols differ from cholesterol by having ethyl or
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Figure 6 Platelet glutathione peroxidase (GPx) activity after 3
weeks of nutritional intervention with argan oil. Comparisons
are made between the platelet GPx activity before and after the
intervention period in the two groups. C: control group; AO: argan
oil group. After a one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls multiple
comparison test, results are arranged in increasing order from left to
L right a > b (p < 0.05).
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methyl groups at carbon-24 and/or a double bond at
carbon-22. These features increase their hydrophobicity
and reduce their absorption [49]. Phytosterols compete
with endogenous cholesterol for space within bile salt mi-
celles in the intestinal lumen, thereby reducing cholesterol
absorption [50,51]. A recent, randomized, placebo-con-
trolled, crossover trial reported that incorporating softgel
capsules containing esterified plant sterols/stanols 1.8 g/
day into the National Cholesterol Education Program
(NCEP) Therapeutic Lifestyle Changes diet, produced fa-
vorable changes in atherogenic lipoprotein and cholesterol
levels in subjects with hypercholesterolemia [52]. These
results corroborate those found in several studies con-
ducted with argan oil [25,41-43]. Furthermore, the cho-
lesterol-lowering effect of argan oil observed in our study
could be related to a synergistic effect of unsaturated fatty
acids and sterols, the main constituents of this oil.
Accumulating evidence indicates that oxidative stress
plays a significant role in the onset of atherosclerosis [53],
and that platelet activation is an important contributing
factor in the process of atherosclerosis and its thrombotic
complications. In this study, we investigated the effect of
argan oil on platelet aggregation, TxB, release, and platelet
oxidative status in dyslipidemic patients. Our results
showed that argan oil produced an anti-aggregant effect
after it had been consumed for three weeks instead of
butter at breakfast. This anti-aggregant effect was demon-
strated by a 29% decrease in thrombin-induced aggrega-
tion and a tendency towards lower baseline TxB, levels in
the AO group than in controls. In-vitro, an inhibition of
thrombin- or epinephrine-induced aggregation by up to
50% was obtained in isolated rats platelets with a dose of
0.5% of argan oil [27]. At least two mechanisms are prob-
ably involved by which the fatty acids regulate platelet
function: modulation of the pool of precursor fatty acids
and their competitors, with subsequent effects on eicosa-
noid metabolism, and changes in cell membrane fluidity,
resulting in changes in the activity and/or efficiency of
platelet agonist receptors [54,55]. The chemical compos-
ition of argan oil is dominated by unsaturated fatty acids
(80%), principally oleic and linoleic acids. These unsatur-
ated fatty acids are known to be precursors of pro-
thrombotic and pro-inflammatory eicosanoids; so the
anti-aggregant effect observed could be related to the
unsaponifiable fraction of argan oil (1% of the oil constitu-
ents), which is richer in tocopherols than olive oil. It also
contains other important compounds, such as phenols,
principally ferulic and syringic acids, which have already
been reported to be anti-aggregants [56]. However, several
studies have related the anti-aggregant effect of linoleic
acid to the synthesis of prostaglandins E1 (PGE;) and
prostacyclins I, (PGI,), which share the same receptor in
platelet membranes and inhibit platelet aggregation by in-
creasing cyclic AMP (cAMP) through the activation of
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receptor-linked adenylate cyclase [57,58]. Furthermore,
most oxidant-induced alterations are influenced by the na-
ture of the cellular redox status. It is known that the
increased lipid peroxidation observed in some redox-
sensitive pathological states (such as dyslipidemia and dia-
betes) [59] is closely associated with impairment of the
antioxidant defenses against peroxides, i.e. decreased ac-
tivity of GPx [60], the main enzyme that catalyzes the re-
duction of lipid hydroperoxides to the corresponding
alcohols. The results obtained on the platelet oxidative
status showed an antioxidant effect of argan oil after three
weeks of intervention. This antioxidant effect was mani-
fested by lower platelet MDA levels and higher platelet
GPx activity in patients who had consumed argan oil for
three weeks compared to control patients who had not. In
spite of the high antioxidant content of argan oil, little is
known about its mechanism of action. In-vitro investiga-
tions of the antioxidant effect of argan oil have reported
that incubating LDL with tocopherols, sterols, and phen-
olic extracts of argan oil significantly prolonged the lag-
phase of LDL peroxidation [61]. Also, phenolic extracts
have been shown to lower the rate of lipid peroxidation,
and reduce the disappearance of vitamin E in a con-
centration-dependent manner [61]. Other ex-vivo studies
have investigated whether the consumption of argan oil
could improve antioxidant status in healthy male subjects
[23]. Indeed, polyphenols, tocopherols, and sterols could
all act as powerful antioxidants via several mechanisms:
scavenging of peroxy radicals that break the peroxidation
chain reaction; chelating free Cu®* to form redox-inactive
complexes, thus reducing metal-catalyzed oxidation; and
inhibiting the binding of Cu** to apolipoproteins and sub-
sequently preventing the modification of the amino acid
apo-B protein residue [62].

In conclusion, our study shows that argan oil intake for
a period of three weeks reduces the risk factors for
prothrombotic complications by decreasing plasma chol-
esterol levels and preventing the platelet hyperactivity and
oxidative stress associated with dyslipidemia. Despite the
limitations of our study due to the difficulty of collecting
sufficient blood to perform all the platelet analysis, these
new data are of considerable relevance to the management
of dyslipidemia, which is a major risk factor for CVD. Fi-
nally, argan oil could be part of the dietary advice provided
in the context of the nutritional management of athero-
sclerotic CVD.
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Conclusion

Il y a de plus en plus de corrélations entre 1’alimentation et le développement des
maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, certains
cancers et 1’obésité, maladies dont I’incidence croissante accroit significativement la pression
sur les dépenses en santé. Le syndrome métabolique est une constellation d’anomalies
métaboliques causales (insulino-résistance obésité viscérale) et consécutives (dyslipidémie,
hypertension) du désordre métabolique. Il est donc important de proposer des solutions
nouvelles pour prévenir ces maladies, les traiter et limiter leurs dommages. Dans ce contexte,
la nutrition peut jouer un réle important dans la prévention, et dans certains cas, le traitement
de ces anomalies métaboliques. Les acides gras polyinsaturés sont connus pour leur effet
protecteur vis-a-vis des maladies cardiovasculaires. Cependant, le mécanisme d’action par

lequel ils exercent leurs effets biologiques semble étre différent.

Ainsi, I’objectif de ce travail était dans un premier temps de comparer les effets de
trois compléments alimentaires riches en AGPI commercialisés : I’huile de poisson, ['huile
d’argan et un lyophilisat de microalgue marine sur 1’agrégation plaquettaire et certains
facteurs de risque liés au syndrome métabolique chez des rats soumis a un régime
hyperlipidique. En complément, une étude clinique a ét¢ également menée dans le but
d’investiguer I’effet de 1’huile d’argan sur la fonction plaquettaire et le stress oxydatif chez

des patients dyslipidémiques.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons réalisé une étude préliminaire afin de
rechercher les effets d'un régime standard supplémenté avec différentes doses de lyophilisat
d'une microalgue Odontella aurita, riche en AGPI-LC de la série oméga-3, sur certains
parametres biochimiques plasmatiques et tissulaires associés au syndrome métabolique chez
des rats Wistar. Cette étude nous a permis de retenir la dose minimale efficace a incorporer
dans un régime hyperlipidique pour laquelle un effet positif sur les différents parameétres

étudiés a été obtenu.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons étudié D’effet du lyophilisat
d’O.aurita apporté a cette dose (3 % poids/poids) sur les facteurs de risque cardiovasculaire
induits par un régime hyperlipidique chez le rat. Nos résultats ont montré, que le régime
hyperlipidique induit une augmentation du poids corporel, mais aussi de la glycémie et des

teneurs en triglycérides et en cholestérol plasmatiques et hépatiques. Nous avons également
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observé une augmentation de 1’induction de I’agrégation plaquettaire par le collagene ainsi
que du stress oxydatif au niveau du foie. En revanche, l'apport d'O. awrita induit une
diminution de la glycémie et des teneurs en lipides dans le plasma ainsi qu’une réduction de
l'agrégation plaquettaire. Un enrichissement en acides gras polyinsaturés, notamment en
oméga-3, est observé dans le foie au niveau duquel le stress oxydatif est réduit. Ces différents
effets protecteurs de la microalgue pourraient étre attribués a un effet synergique de ses

composés bioactifs (AGPI n-3, pigments, antioxydants, etc.).

La troisiéme partie de cette étude consiste a comparer les effets de cette microalgue
avec I’huile de poisson qui représente la premicre source d’AGPI n-3 commercialisée. Pour
cela, une ¢tude nutritionnelle a été réalisée chez des rats soumis a un régime hyperlipidique
supplémenté ou non avec soit du lyophilisat d’O. aurita, soit avec de I’huile de poisson. Aprés
8 semaines de régime, une diminution significative du poids corporel est observée chez les
rats nourris avec le régime supplémenté avec le lyophilisat de la microalgue par rapport aux
rats nourris avec le régime supplémenté en huile de poisson. Par ailleurs, les résultats obtenus
pour les différents paramétres liés au syndrome métabolique montrent que la microalgue et
I’huile de poisson diminuent de fagon similaire les teneurs en lipides sériques et hépatiques et
réduisent ainsi le développement de la stéatose hépatique par rapport au régime
hyperlipidique. D’autre part, la supplémentation en lyophilisat d’O. aurita et en huile de
poisson diminuent 1’agrégation plaquettaire et le stress oxydatif par rapport aux résultats
obtenus chez le groupe témoin rendu hyperlipidémique. En revanche, 1’analyse de la
composition en acides gras des phospholipides des tissus (foie et cceur) et des plaquettes
montre une incorporation d’AGPI n-3 moins importante chez le groupe hyperlipidémique
complémenté avec des microalgues comparativement a celle observée chez le groupe

hyperlipidémique complémenté avec de I'huile de poisson.

Nous avons par la suite comparé les effets de 1’huile de poisson et de 1’huile d’argan
sur la fonction plaquettaire et sur certains facteurs de risque du syndrome métabolique induits
par un régime hyperlipidique chez des rats Wistar. Pour cela, une étude nutritionnelle a été
réalisée chez des rats Wistar soumis a un régime hyperlipidique supplémenté ou non avec soit
de I’huile d’argan soit avec de I’huile de poisson. Apres 8 semaines de régime, nos résultats
montrent que les 2 sources diminuent, de facon similaire, 1’agrégation plaquettaire et les
facteurs de risque du syndrome métabolique étudiés. Cependant, le mécanisme d’action des

deux huiles semble étre différent.
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Afin de valoriser nos résultats de I’huile d’argan, nos avons réalis¢ une étude clinique
pour rechercher I’effet antiagrégant et hypolipémiant de cette huile chez des patients
dyslipidémiques. Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent une amélioration
significative des lipides athérogenes chez les patients qui ont consommé 1’huile d’argan
pendant 3 semaines. Cette amélioration est marquée par une baisse des taux de cholestérol
totale et de LDL-cholestérol sériques de 23,8 % et 25,6 %, respectivement, avec une
augmentation des HDL-cholestérol de 26 %, en comparaison avec les valeurs obtenus avant la
phase de traitement. Par ailleurs, les résultats de la fonction des plaquettes et leur état rédox
montrent une diminution de 1’agrégation plaquettaire d’environ 25 %, ainsi qu’un
rétablissement du stress oxydatif des plaquettes chez les patients du groupe huile d’argan en

comparaison avec le groupe témoin.

Ces résultats laissent entrevoir la possibilit¢ d’élaborer de nouvelles approches
thérapeutiques nutritionnelles afin de diminuer ou idéalement neutraliser les effets
métaboliques, oxydatifs et thrombotiques néfastes induits par une consommation accrue de
graisses saturées. La consommation sous forme de complément alimentaire des différentes
sources d’AGPI testées dans cette étude, semble étre une stratégie intéressante et efficace de
lutte contre le syndrome métabolique et le risque cardio-vasculaire: Cependant, le mécanisme

d’action de chaque source semble étre différent.

Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspectives et nécessite de prolonger
certaines ¢études afin de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes impliqués
dans les effets bénéfiques des biomolécules issus des microalgues, de 1'huile de poisson ou de
I’huile d’argan. Des études supplémentaires, notamment a long terme, sont nécessaires pour
confirmer le potentiel extrémement intéressant des microalgues et de 1’huile d’argan et
déterminer le ou les mécanisme(s) qui sont responsables de l'effet préventif identifié¢ dans la

présente étude.

Une étude nutritionnelle devra €tre menée pour investiguer les effets séparés des
molécules bioactives apres extraction de la microalgue O. aurita et de ’huile d’argan sur la
fonction plaquettaire et les facteurs associés au syndrome métabolique que nous avons évalué
dans la présente étude. La caractérisation des altérations du métabolisme des lipides dans le
foie et le tissu adipeux associées au syndrome métabolique ainsi que les mécanismes d'action
d'hormones et de voies de signalisation cellulaires qui sont les médiateurs de ces perturbations

permettront d’élucider les mécanismes par lesquels ces biomolécules exercent leurs effets
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favorables sur la santé¢ cardiovasculaire. En complément, des ¢études in-vitro devront étre
envisagées. Concrétement, les plaquettes des rats isolés peuvent étre incubées avec des
extraits d’O. aurita ou de I’huile d’argan et la fonction plaquettaire pourra €tre déterminée par
turbidimétrie par la suite. La voie de signalisation impliquée dans 1’effet anti-agrégant pourra
éventuellement étre investiguée in-vitro par la mesure du taux de phosphorylation des kinases,
en particulier la P38 kinase, qui semble intervenir dans la voie de signalisation de 1’agrégation
plaquettaire apres la fixation d’un agoniste de I’agrégation sur son récepteur adéquat. La
mobilité du Ca®" plaquettaire intracellulaire pourrait également étre une voie de recherche

intéressante afin d’élucider le mécanisme d’action de I’effet anti-agrégant.

Le role des AGPI, comme médiateur cellulaire, a ét¢ démontré dans plusieurs ¢tudes.
IIs peuvent agir directement sur des récepteurs nucléaires modifiant ainsi leur expression ou
leur fonction. En effet, I’étude du rdle des récepteurs nucléaires, les PPARs (Peroxisome
Proliferator Activated Receptors) dans la régulation de la sensibilit¢ a I'insuline et du
métabolisme du glucose et des lipides pourrait représenter une voie de recherche intéressante.
Il est possible que les effets bénéfiques observés sur I’insulino-résistance, 1’adiposité et la
lipogenese puissent s’expliquer par la modulation de ces récepteurs qui sont régulateurs de la
synthése, de la mise en réserve et de 1’oxydation des lipides. En outre, I’implication des

PPARs dans la régulation des génes de I’oxydation pourrait étre suivie.

Afin de compléter cette étude, un essai clinique devrait étre mené dans le but de
valoriser I'utilisation de la microalgue O. aurita complétant celui déja réalisé au Maroc avec
I'huile d'Argan comme supplément alimentaire riche en AGPI n-3 et en d’autres molécules
bioactives. En effet, cette microalgue a été autorisée a €tre commercialisée comme
supplément alimentaire depuis 2004. Cependant, aucun essai clinique n’a été mené pour
prouver son effet bénéfique chez ’homme. Nos premiers résultats sur un modele murin
constituent donc une base de données intéressantes pour la mise en place d’un essai clinique

en milieu hospitalier avec les collégues marocains.
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Résumé

Certains facteurs de risque, comme I'hyperlipidérhigper-
agrégabilité des plaquettes sanguieiede stress oxyds
favorisent la progression des maladies cardiovases
L’objectif de ce travail est de comparer les effids AGPILC
issus de sources différentes (microalgue mariniée kitargar
et de poisson) sur linstallation du syndrome meliaiie che
des rats soumis a un régime hyperlipidique. Lesteftl
'huile d’argan sur la fonction plaqueite et sur le bila
lipidique ont aussi été testés chiEs patients dyslipidémiqu
Une étude préliminaire sur des rats a été réalafie de
rechercher la dose minimale de la microalg@eofitella

aurita) a incorporer dans le régime pour obtenir ufetef

positif sur les différents paramétres mesuréus avon
ensuite étudié I'effet du lyophilisat@: aurita sur les facteu
de risque cardiovasculaire induits par un régineehipidique
chez le rat. Les résultats ont montré, que I'apd@t aurita
induit une diminution de la glycémie et des teneandipide:
plasmatiques ainsi qu'une réduction de l'agrég
plaquettaire. Nous avons ensuite comparé les edffietsett
microalgue avec I'huile de poisson. Pour cela uigde
nutritionnelle a étéé&alisée chez des rats soumis a un ré
hyperlipidique supplémenté ou non avec du lyogailidO.
aurita ou de I'huile de poisson. Il a ainsi été montré tp
supplémentation en lyophilisat @’ aurita et en huile d
poisson diminue I'agrégation plagfiaire et le stress oxyda
Nous avons par la suite comparé les effets de I€hdk
poisson riche en oméd- et de I'huile d’argan riche
oméga-6 et oméga- Nos résultats montrent que les 2 sot
diminuent I'agrégation plaquettaire et les factede risque ¢
syndrome métabolique mais leurs mécanismes d’¢
semblent étre différent. En complément Nous avan$tsuile
d’argan, réalisé au Maroc une étude clinigue pecherche
I'effet antiagrégant et hypolipémiant chez des qudt
dyslipidémiques. Les résultats obtenus montrent
amélioration significative des lipides athérogéerd®z le
patients consommant de l'huile d’argan. Cette amaiar
consiste en une baisse trés significative des dausholestér
total et de LDL-cholestérolésiques auxquels s'ajoutent
diminution de I'agrégation plaquettaire et du stresydati
chez les patients consommant de I'huile d’argan.

Mots clés: agrégation plaquettair@dontella aurita, huile
de poisson, huile d’argan, syndrome métabolique.
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Abstract

Some risk factors, such as hyperlipidemia, hypeeggapility
of blood platelets and oxidative stress promoteg
progression of cardiovascular disease. The obaivthis
study was to compare the effects of POFA from differen
sources (marine mioelgae, argan oil and fish oil)
installing the metabolic syndrome in rats fed higthdiet. The
effects of argan oil on platelet function and lipicfiles wer:
also tested in dyslipidemic patients. A preliminatydy wa
conducted to find the mininma dose of microalgae (Odonte
aurita) to be incorporated in the diet for a pesiteffect ol
the different parameters measured. We then stutiedffec
of lyophilized O. aurita on cardiovascular risktfas induce
by a high fat diet in rats. Thes@lts showed that the addit
of O. aurita induces a reduction in blood glucose plasm
lipid levels and a reduction in platelet aggregatidve thel
compare the effects of microalgae with fish oil.r Fbis, ¢
nutritional study was conducted in ratsfected to a high f
diet (HF) supplemented or not with the freelreed O. aurit
(HFOA) or fish oil (HFFO). Supplementation lyophkiid O
aurita and fish oil decreases platelet aggregatmhoxidativ:
stress.

We subsequently compared the effectsfish oil rich in
omega-3, and argan oil which is rich in omega-6 am#ga-
9. Our results show that 2 sources of POFA decreas
platelet aggregation and the risk factors of mdia
syndrome, but their mechanism of action appearshe
different.

We hae also conducted a clinical study in Moroccc
investigate the antiplatelet and lipid loweringeeff of arga
oil in patients with dyslipidemia. The results shos
significant improvement in atherogenic lipids intipats
consuming argan oil for 3 weekshis improvement consis
in a very significant reduction in total cholesteand serur
LDL cholesterol, with a decreased platelet aggiegasn(
oxidative stress in patients consuming argan oil.

Keywords: platelet aggregationQdontella aurita, fish oil,
argan oil, metabolic syndrome.



