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RESUME DU TRAVAIL DE THESE

La malnutrition liée au vieillissement est souvent accompagnée de nombreux déréglements et
dysfonctionnements métaboliques, notamment la perturbation de [I'homéostasie énergétique
(caractérisée par D’installation de I’insulinorésistance), la fragilité, la diminution de la masse
musculaire et les troubles de la réponse immunitaire. Ainsi, la manipulation nutritionnelle, au cours du
vieillissement, est considérée comme l'une des solutions possible pour prévenir ces troubles, les traiter
et limiter leurs dommages. Parmi les substances nutritives qui ont été largement étudiées, la
composition en protéines (ou acides aminés), la qualité des lipides (AGPI n-3) et les vitamines. En
dépit de ces études qui tentent de réduire la malnutrition, en améliorant l'alimentation par des
supplémentations nutritionnelles chez I’homme, il est également nécessaire d’étudier I’impact des
différentes combinaisons d’apports «naturels» en protéines et en lipides (quantité et qualité) ainsi
qu’en micronutriments (vitamine D) a partir de modeles animaux tels que le rat agé.

L’objectif de cette thése consiste a déterminer I’impact de la dénutrition et d’évaluer le potentiel d'une
des formules de réalimentation contenant un mélange a haute teneur en protéines solubles du lait,
associées a de la matiére grasse laitiére, enrichie en acides gras polyinsaturés de la famille omega 3
(précurseur ALA et DHA) et en vitamine D, chez des rats agés préalablement soumis a une restriction
alimentaire.

Dans un premier temps, nous avons évalué ’impact de différents régimes alimentaires au cours de la
période de renutrition sur la composition en acides gras (AG) du plasma, des globules rouges et du
cerveau chez des rats agés restreints, ainsi que ses conséquences sur les marqueurs du statut
inflammatoire. Nos résultats montrent que, d’une part, la restriction alimentaire de trois mois, bien que
non totalement carencée en ALA, induit une perte importante en omega3 (ALA et dérivés LCn-3)
alors que le dérivé ARA de la série n-6 est peu modifié, conduisant ainsi a une élévation du statut pro-
inflammatoire exprimé sous forme d’une augmentation du ratio ARA/LCn-3. D’autre part, nous avons
montré gque quatre semaines de réalimentation, notamment avec la formule contenant le mélange
matiére grasse laitiere, colza et DHA, associé a de la caséine ou des protéines solubles du lait, restaure
1/ les valeurs de DHA du cerveau non restaurées par un régime contrdle de renutrition, 2/ augmente
les valeurs des dérives LCn-3 (EPA, DHA) a des niveaux supérieurs a ceux d’un régime controle de
renutrition et a celles observées chez des rats ages contréles non dénutris. Cette augmentation
s’accompagne d’une réduction des valeurs d’ ARA, induisant une baisse drastique dans le plasma et les
globules rouges du ratio ARA/EPA, un des marqueurs du statut pro-inflammatoire. Ces formules
montrent pour la premiére fois qu’elles peuvent induire une réduction trés importante du statut
inflammatoire par rapport a celui observé généralement chez les vieux rats et pourrait donc présenter
un intérét beaucoup plus général en prévention des pathologies associées au vieillissement, liées ou
non & la dénutrition.

Dans un second temps, nous avons déterminé, chez des rats agés restreints, I’impact de différents
régimes alimentaires au cours de la période de renutrition sur la réponse hépatique a I’insuline,
l'expression de genes impliqués dans la régulation de 1'homéostasie énergétique et I’inflammation
hypothalamique. Les résultats de cette étude montrent que la restriction alimentaire de trois mois
entraine 1/ une augmentation de I’expression du récepteur a l'insuline dans I'hypothalamus, le foie et
le tissu adipeux, accompagnée d'une augmentation du facteur pro-inflammatoire TNFa dans
I’hypothalamus. Cependant, la réalimentation de quatre semaines entraine 2/ un gain de poids similaire
et maintient I’insulinosensibilité hépatique. En effet, nous avons montré, pour la premiére fois, qu’une
réalimentation avec les régimes comportant le mélange MGLA/colza/DHA, permettrait 3/
d’augmenter la prise alimentaire et de diminuer I’inflammation hypothalamique, notamment, avec la
formule compléte contenant un mélange de haute teneur en protéines solubles de lait, associée a la
matiére grasse laitiére /colza/DHA et enrichie en vitamine D.

Notre étude suggére qu’il pourrait y avoir un réel bénéfice a une réalimentation avec un mélange de
(PSL, MGLA, Colza, DHA et vitamine D) pour assurer un vieillissement «réussi».

Mots-clés: homéostasie énergétique, prise alimentaire, insulinorésistance, statut inflammatoire, acide
arachidonique (ARA), protéines solubles de lait (PSL), matiére grasse laitiere (MGLA), colza, DHA,
vitamine D.



ABSTRACT OF THE THESIS WORK

Malnutrition related to aging is often accompanied by many metabolic disorders, including the
disruption of energy homeostasis (characterized by the provision of insulin resistance), fragility,
decreased muscle mass and immune response deficiency. Thus, the nutritional manipulation, during
aging, is considered to be a solution to prevent these disorders or to treat and limit damages. Amongst
the nutrients that have been widely studied, we find the quality of proteins (or amino acids), of lipids
(n-3 PUFA) and vitamins. Despite these studies that attempt to reduce malnutrition, by improving diet
with nutritional supplementation in humans, it is also necessary to study the impact of different
combinations of “natural” intake of protein and Fat (quantity and quality) as well as micronutrients
(vitamin D) by using animal models such as the aged rat.

The aim of this thesis is to determine the impact of undernutrition and assess the potential of the
refeeding formulas containing a high content of soluble protein of milk, associated with milk fat
enriched with omega3 polyunsaturated fatty acids (ALA precursor and DHA) and vitamin D in old
rats previously submitted for food restriction.

As a first step, we assessed the impact of different diets during the refeeding period on the fatty acid
(FA) of the plasma, red blood cells and brain in aged rats restricted and its consequences on markers
of inflammatory status. On the one hand, our results showed that the dietary restriction of three
months, despite being only moderately ALA deficient, induced a drastic loss omega3 (ALA and
derivatives LCn-3), whereas a weak increase of ARA derived from n-6 series is observed, leading to a
rise of the pro-inflammatory state expressed as an increase in the ratio ARA / LCn-3. On the other
hand, we have shown that the four-week-refeeding formulas containing a blend of dairy-fat, rapeseed
and DHA associated with casein or milk soluble proteins, restored 1 / DHA values of the brain not
previously restored by the refeeding control diet, 2 / increased the values of derivatives LCn-3 (EPA,
DHA) to levels above those obtained with the control refeeding diet and above those observed in old
control rats before denutrition. This increase was accompanied by a reduction in ARA values, leading
to a drastic drop in plasma and red blood cells ratio ARA / EPA, a marker of the pro-inflammatory
status. These formulas show for the first time that they can induce a very significant reduction of
inflammatory status compared to that usually seen in old rats and could therefore present a more
general interest in prevention of ageing diseases associated or not to undernutrition.

In a second step, we determined, in restricted aged rats, the impact of different diets during the
refeeding period on the hepatic response to insulin, the expression of genes involved in the regulation
of energy homeostasis as well as hypothalamic inflammation. The results of this study indicate that
dietary restriction of three months resulted 1/increased expression of the insulin receptor in the
hypothalamus, liver and adipose tissue, accompanied by an increase of the proinflammatory factor
TNF in the hypothalamus. However, the four-weeks-refeeding produces 2/ a similar weight gain and
maintains hepatic insulin sensitivity. Indeed, we showed, for the first time, that refeeding, with diets
containing the blend of dairy-fat / rapeseed / DHA, would 3/ increase food intake and decrease the
hypothalamic inflammation, especially with the full formula containing a mixture of high content of
soluble milk proteins, associated with dairy-fat / rapeseed / DHA fortified with vitamin D.

Our study suggest that there could be real benefits of refeeding with a mixture of (MSP, dairy fat,
rapeseed, DHA and vitamin D) for ensure a “successful” aging.

Mots-clés: energy homeostasis, food intake, insulin resistance, inflammatory status, arachidonic acid
(ARA), milk soluble proteins (MSP), fat dairy, rapeseed, DHA, vitamin D.
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I/ Epidémiologie du vieillissement:

Les scénarios démographiques estiment que le nombre de personnes agées de 60 ans et plus dans le
monde, sera multiplié par trois d’ici a 2050. En Europe, La proportion des personnes agées ne cesse
d’augmenter au cours des derniéres décennies et cela concerne particulierement deux groupes : le
premier groupe des personnes agées ayant plus de 80 ans et le deuxieme groupe concerne le «baby-
boomers», &gés de 50 a 65 ans. Les catégories de I'dge de 50 ans a plus de 85 représentent plus de 20
millions de personnes, soit 35%de la population (source INSEE 2007). Selon I’Institut National des
Statistiques et des Etudes Economiques (INSEE), en 2050, il y aura deux fois plus de personnes agées
de plus de 60 ans, trois fois plus de personnes agées de plus 70 ans et quatre fois plus de personnes
agées de plus de 80ans (Brutel, 2002; INSEE, 2007).

Selon ’INSEE, en France, prés d’un habitant sur trois aura plus de 60ans en 2050, contre un
sur cing en 2005. Ainsi, en 2050, la France métropolitaine compterait 22,3 millions de personnes
agées de 60 ans ou plus, soit prés de deux fois plus qu’en 2005 (+80%). Selon la pyramide des ages
(figure 3) la croissance de la population agée est encore plus impressionnante; d’apres les prévisions
le nombre de personnes agees de plus de 75 ans passerait de 4,9 a 10,9 millions entre 2005 et 2050 et

celui des plus 85 ans passerait de 1,1 a 4,2 millions (Figure 1).

25

Millions

Figure 1: Nombre moyen de personnes dgées de respectivement 60, 75 et 85 ans ou plus.
Champ: France métropolitaine. Source : Projection de population 2005 — 2050, INSEE.

Par ailleurs, 1’espérance de vie a la naissance était de 77,5 ans pour les hommes et 84,3 ans pour les
femmes (Pla, 2009). L’arrivée aux ages avancés de la génération du « baby-boom » associée a un

allongement de I’espérance de vie a la naissance (trois mois de vie gagnée par an depuis 1950)
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(Blanchet, 2007) est responsable d’une forte augmentation du nombre de personnes agées, entrainant
un vieillissement global de la population frangaise. Quelles que soient les hypothéses formulées, la
population de la France métropolitaine continuera a croitre au moins jusqu’en 2025. Selon I'Insee, les
projections font état d’estimations entre 58 et 70 millions d’habitants. Parmi cette population, on
notera de plus en plus de personnes agées (Figure 2), et ce d’autant plus qu’on se rapprochera du haut
de la pyramide des ages (Figure 3). Ainsi, dans le scénario central des estimations, le nombre de
personnes de plus de 75 ans passera de 4,2 millions (en 2000) a 11,6 millions (en 2050), soit une
hausse de 176 %. Pour les personnes de plus 85 ans cette hausse passe de 1,3 a 4,8 millions (+ 269
%). Quelle que soit la tranche d’age, on notera une sur représentation des femmes chez les personnes
agées. En 2050, elles représenteront 59 % des plus 75 ans et 64 % des plus de 85 ans (Brutel, 2002).
L’espérance de vie en 2050 devrait étre de 84 ans pour les hommes et de 89 ans pour les femmes
(INSEE, 2005).

Au ler janvier 2050, la France compterait alors sept habitants agés de plus de 60 ans sur 10
habitants. Ce ratio aurait presque doublé en 45 ans.

To000
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Figure 2: Evolution de la population frangaise. (Proportions de personnes agées entre 1950 et 2050).
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Figure 3: modifications prévisionnelles de la pyramide des dges en France entre
2005 et 2030.

I- 1/ Definitions du vieillissement:

Le vieillissement, selon certains auteurs, est défini comme « I’action du temps sur les étres vivants »
(Jeandel, 2005). Selon I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), une personne entre dans la
vieillesse a partir de 65 ans. Sur le plan social, la vieillesse correspond souvent a 1’dge de cessation
d’activité professionnelle (entre 55 et 65 ans). Dans les services et institutions destinés aux personnes
agées, l’age est en moyenne 85 ans (Lutzler, 2005). Sur un plan médical et biologique, le
vieillissement est défini comme «I’ensemble des processus moléculaires, cellulaires, physiologiques
et psychologiques qui accompagnent I’avancée en age» résultant des interactions entre des facteurs
génétiques et environnementaux (Jeandel, 2005). Aujourd’hui, le nombre de centenaires ne cesse
d’accroitre (Blanchet, 2007) et I’espérance de vie augmente continuellement ; on aurait gagné 30 ans
au fil des 100 dernieres années. Les avancées de la recherche nous assurent une vie plus longue, mais
vieillir demeure toujours synonyme de fragilité physique, de pertes de mémaoire, de troubles cognitifs
et d’adaptation a des deuils de plus en plus fréquents. Les psychologues s’interrogent sur les
meilleurs moyens a prendre pour que ces années gagnées en age le soient aussi en qualité de vie
(Dubé, 2004).
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I- 2/ Modes de vieillissement:

La distinction des effets propres du vieillissement de ceux des maladies, dont les personnes &gées
peuvent étre victimes, est tributaire d’une bonne connaissance des modes de vieillissement. Attribuer
a tort certains symptdmes aux effets du vieillissement, conduit a sous-estimer des problémes de santé
et a négliger leurs prises en charge et leurs traitements. C’est aussi émettre I’hypothése que le
vieillissement est un processus uniforme et figé dans le temps. Or, il s’agit d’un phénoméne
multidimensionnel (démographique, médical, sociologique, psychologique et économique) qu’il
convient de bien comprendre pour une éventuelle mise en place de stratégies efficaces susceptibles
de prévenir certains de ses effets. De plus, la population vieillissante est hétérogéne, dont trois modes
de vieillissement sont décrits: le vieillissement «réussi», le vieillissement «usuel» et le vieillissement
«pathologique» :

- Vieillissement «réussi» : les personnes sont en bonne santé, autonomes, sans troubles cognitifs, et
dont I'état nutritionnel est bon ou présentent une seule pathologie chronique, bien contrélee. Ils
représentent 45 a 50% des personnes de plus de 75 ans.

- Vieillissement «usuel» : les personnes agées sont vulnérables aux épisodes de stress (pathologique
ou psycho-environnemental), souvent poly-pathologiques (avec plusieurs traitements) et dont I'état
nutritionnel est précaire. lls représentent 25 a 35% des sujets ages.

- Vieillissement «pathologique» : c’est un vieillissement qui s’accompagne de nombreuses maladies
(maladies mentales, maladies neurodégénératives...) ou 1’age avancé est un facteur de risque. Ces
maladies, plus souvent chroniques, concernent particulierement la sphére psychoaffective
(dépression), le statut cognitif (démence), les capacités locomotrices, la sphére sensorielle et 1’état
cardiovasculaire (Jeandel, 2005). Ces maladies sont fréquemment associées a des troubles
nutritionnels et peuvent exposer a un risque majoré de maladies aigués, en particulier infectieuses ou
traumatiques. Elles doivent, de ce fait, étre considérées comme des déficiences, a 1’origine
d’incapacités fonctionnelles parfois majeures et de handicaps authentiques (Jeandel, 2005). Leur état
nutritionnel est altéré de facon quasi-constante, et aggravé par la succession d'événements infectieux,
I'immobilisation, la présence d'escarres. lls sont 10 a 15% des sujets agés, le plus souvent en

institution ou nécessitant des aides a domicile.
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I-3/ Mécanismes a ’origine du vieillissement:

Le vieillissement est un processus complexe et implique de nombreux mécanismes cellulaires et
moléculaires dont la plupart ne sont pas bien élucidés. Aujourd'hui, les progrés de la recherche
permettent de mieux appréhender certains facteurs intervenant dans ce processus. En effet, le
vieillissement est un phénomeéne complexe et multifactoriel, il est défini par I’ensemble des processus
physiologiques qui modifient la structure et les fonctions de I’organisme. Il résulte des effets
conjoints de facteurs génétiques et environnementaux auxquels est soumis I’organisme tout au long
de sa vie. Trois facteurs participent au processus de vieillissement: les prédispositions génétiques
(FGl6p, 2007) le stress oxydatif (Rattan, 2006) et la glycation non enzymatique des protéines
(Sanders, 2012). Les aspects génétiques du vieillissement ne seront pas développés dans ce chapitre.
Toutefois, il est important de savoir que la génetique tient une place importante dans le vieillissement
et la longévité de chaque individu. En effet, la longévité de chaque espéce est conditionnée et
déterminée par son patrimoine génétique. Certains polymorphismes ou I’apparition de mutations
sporadiques peuvent induire une accélération du vieillissement ou augmenter le risque d’apparition de
pathologies (Westendorp, 2006; Martin, 2007).

I- 3. 1/ La glycation non enzymatique des protéines:

Le terme de glycation non enzymatique désigne les modifications post-traductionnelles tardives,
provoquées par la fixation spontanée d’oses simples réducteurs ou de leurs dérivés sur les
groupements amines des protéines. Cette réaction spontanée et irréversible est différente de la
glycosylation, réaction enzymatique post-traductionnelle précoce qui participe a la régulation du
métabolisme cellulaire. La glycation des protéines aboutit, d’abord, a la formation d’une base de
Schiff (encore réversible) puis a un produit d’Amadori qui conduit irréversiblement a des gros
polymeres, appelés produits terminaux de glycation (Advanced glycation end products (AGP))
(Heidland, 2001) tels que, la carboxyméthyllysine (CML), la carboxyéthyllysine (CEL) et la
pentosidine. Ces composeés peuvent aboutir a la formation de structures polycycliques reliant
plusieurs chaines peptidiques entre elles (Figure 4).

La glycation modifie les propriétés physico-chimiques des protéines et les rend plus résistantes a la
protéolyse et empéche leur renouvellement. Elles ont donc tendance a s’accumuler dans les cellules et
la matrice extracellulaire. Ces modifications peuvent conduire a [I’altération des fonctions

physiologiques voire a la mort cellulaire.
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Figure 4: Formation des produits terminaux de glycation.
CML = CarboxyMéthylLysine, CEL = CarboxyEthylLysine.

De plus, les AGP induisent la formation de pontages moléculaire qui rend les fibres de collagene
plus rigides et moins solubles ((Heidland, 2001; Sanders, 2012). Par ailleurs, les AGP pourraient
avoir d’autres actions par leur liaison a des récepteurs spécifiques, présents sur les macrophages, les
cellules endothéliales et mésangiales, en induisant la secrétion de cytokines proinflammatoires ou de
facteurs de croissance. La glycation des protéines peut également se produire a partir du pentose,
conduisant a la formation de pentosidine. L’ importance de la glycation des protéines a été soulignée
par l’effet de médicaments qui inhibent la glycation, se traduisant par un ralentissement du
vieillissement de certaines fonctions chez des modéles animaux. Ainsi, au cours du diabete de type 2,
il y a une augmentation de la glycation des protéines associ¢e a ’hyperglycémie (I’hémoglobine
glyquée est un marqueur bien connu de I’équilibre glycémique). En outre, certains aspects du diabéte
sont considérés comme un modele de vieillissement accéléré et il existe de nombreuses analogies

entre les effets du diabete et ceux du vieillissement (Girard, 2012; Lavoie, 2010).

I-3. 2/ Le stress oxydatif

En 1956, Harman propose la théorie radicalaire du vieillissement selon laquelle les espéces réactives
de 'oxygeéne (ERO) produites par les organismes aérobies induiraient des dommages oxydatifs sur
les biomolécules qui, en s’accumulant, seraient responsables du vieillissement (Harman, 1956). En
effet, ces ERO possedent un ou plusieurs électrons non appariés ce qui les rend tres réactifs
provoquant ainsi ’oxydation de certains constituants cellulaires. Le stress oxydant apparait dans une
cellule quand 1’équilibre entre les espéces pro-oxydantes et anti-oxydantes est rompu en faveur de
I’état pro-oxydant (Sies, 1991; Karihtala, 2007). Dans les systemes vivants, une production
physiologique de ces ERO se fait de maniére continue. Dans des conditions pathologiques ou

provoquées par des facteurs exogénes, une surproduction de ces especes réactives est possible.
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Les antioxydants, dont une grande partie est peut étre apportée par I’alimentation, ne seraient pas
suffisants a eux seuls pour empécher les dégats cellulaires que peuvent causer les radicaux libres

oxygénés (Beaudeaux, 2005) (Figure 5).

Sources d'ERO Systemes antioxydants
Endogenes Exogénes Enzymatiques Non enzymatiques
NADPH oxydase | Toxiques environnementaux Superoryde dismutase | Glutathion

Chaine respiratoire | Radiations ionisantes
mitochondriale Radiations UV

Peroxysomes Champs €lectriques

Catalase Thiorédoxine
Glutathion peroxydase | Glutarédoxine

Vitamines C, A, E

Cytochromes P, | Xénabiotiques pro-oxydants

asn
Xanthine oxydase | Cytokines pro-inflammatoires Ubiquinone
Cyclo-oxygénases Lipoate

Lipo-oxyeénases
PO-OX) Pyruvate

Figure 5 : Principales sources des Espéces Réactives de I'Oxygéne (endogénes et exogenes) et
des systémes antioxydants (Beaudeaux, 2005)

I-3. 3/ Les Espéces Réactives de I’Oxygéne (ERO):

Les mitochondries sont les principaux lieux de production physiologique d’ERO. En effet, au cours
de la respiration mitochondriale, un ensemble de complexes protéiques membranaires et de
transporteurs d'électrons, tels que l'ubiquinone et le cytochrome C (Koua, 2009), catalysent le
transfert d'électrons vers 1’oxygene. Cependant, Les radicaux libres sont des espéces chimiques
possédant un électron célibataire (ou non appari€) sur leur couche périphérique. Le champ
magnétique, crée par la rotation de cet électron, ou spin, n’est pas compensé par la rotation en sens
inverse d’un électron apparié. Cette propriété rend les radicaux libres aptes a réagir avec différentes
molécules, dont les composés cellulaires: lipides, protéines et acides nucléiques, notamment lors de
réaction en chaines dont I’exemple le plus connu est celui de la peroxydation des lipides. Les

radicaux libres issus de la réduction monovalente de ’oxygene constituent les especes réactives de
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I’oxygeéne. Les Espéces Réactives Oxygénées (ERO) sont des molécules contenant de 1’oxygéne,
dont la réactivité est bien supérieure a celle de la molécule de dioxygéne O2. Les ERO comprennent
des radicaux tels que le superoxyde (O2°), I’hydroxyle (OH"), I’oxyde nitrique (NO), et des espéces
non radicalaires telles le peroxyde d’hydrogéne H202, ’oxygéne singulet (102) et le peroxynitrite
(ONOO)) (Figure 6). Le superoxyde et I’hydroxyle sont trés instables, au contraire d’H202 qui
diffuse librement et a une durée de vie plus longue (Rahman, 2006).

External Sources Cellular Sources
Cigarette smoke Inflammatory cells

Radiation Fibroblasts
Carcinogens Endothelial cells
Drugs Respiratory Chain
Hyperoxia Xanthine and
Ozone NADPH oxidase

- sy oww s l_No
Cu, Zn SOD :
Mn SOD ﬁ‘ : ONOO-
EC SOD l
Fe®*

H,0, === =" OH +NO,

rrrmanin

H 20 Catalase

=

CELL DAMAGE

Figure 6: Production cellulaire des espéces réactives d'oxygénées (ERO) et défense
enzymatique antioxydant (Rahman, 2006)

De nombreux facteurs, tels que des perturbations métaboliques, dont I’insulinorésistance et
I’hyperglycémie, 1’inflammation, peuvent conduire & la formation accrue des radicaux libres (Morel,
1999)

1-4/ Les antioxydants
Un état d’équilibre existe entre la production d’ERO et I’action d’enzymes ou de molécules
antioxydantes, en 1’occurrence, les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloenzymes et

principaux piégeurs des radicaux superoxydes O2 dans le vaisseau sanguin. Ces enzymes catalysent
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la conversion de 102" en peroxyde d’hydrogéne (H202) (Buettner, 2011) tandis que les
péroxydases transforment H202 en H2O. Les péroxydases utilisent des péroxydes (composés
contenant le groupement fonctionnel ROOR’) comme accepteurs d’électrons pour catalyser une
réaction d’oxydation. Elles sont extrémement répandues et présentes dans la plupart des organismes
vivants. En effet, une multitude de familles de péroxydases existe parmi lesquelles on distingue la
super-famille des cyclooxygénases, les catalases, les glutathione péroxydases ou encore les
cytochromes C péroxydases (Koua, 2009). Par ailleurs, on trouve aussi des molécules antioxydantes
a I’instar des vitamines C, E et les caroténoides. Le caractere hydrophobe de ces molécules leur
permet de s’insérer au sein de la membrane plasmique, dans laquelle elles jouent un réle protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les ERO.

Au cours du vieillissement, cet équilibre est altéré avec une augmentation de la production de
radicaux libres par les mitochondries et une diminution des capacités des systemes antioxydants. De
plus, certains facteurs environnementaux (exposition aux UV, tabac, alcool) peuvent augmenter
davantage ce déséquilibre. En effet, lorsque la cellule ne peut plus faire face a I’accumulation de ces
ERO, ces derniers oxydent des constituants cellulaires (protéines, lipides, glucides et ADN)

conduisant a des dommages irréversibles. Ce phénomeéne est appelé stress oxydatif.

I-5/ Déséquilibre de la balance redox liée au vieillissement :

Les ERO augmentent avec 1’age, ainsi que les dommages qu’ils induisent, que ce soit par
augmentation de production ou par des défauts de dégradation des ERO (Bokov, 2004). Ainsi,
comme résumé dans la figure 7, le stress oxydant est responsable de dommages au niveau de I’ADN,
des protéines et des lipides, conduisant a I’altération des mécanismes de défense de 1’organisme et
des structures cellulaires (Blumberg, 2000 ) . L’ensemble de ces phénoménes aboutit a la perte des

fonctions normales et au vieillissement puis a la pathologie (figure 7).
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I-6/ Effets du vieillissement sur I’organisme:

Le vieillissement s'accompagne d'une diminution des capacités fonctionnelles de I'organisme. D'une
facon générale, cette altération est la plus manifeste dans les situations qui mettent en jeu les réserves
fonctionnelles (effort, stress, maladies aigués). Cette diminution des réserves fonctionnelles induit
une réduction de la capacité de 1'organisme a s'adapter aux situations d’agression. De méme, plusieurs
systémes de régulation de paramétres physiologiques s’averent moins efficaces chez le sujet agé. 1l
faut souligner que cette réduction fonctionnelle liée au vieillissement est trés variable d'un organe a
l'autre (vieillissement différentiel inter-organe) (Tableau 1). De plus, a age égal, l'altération d'une
fonction donnée varie fortement d'un individu agé a lautre (variabilité du vieillissement
interindividuel) (Risher, 2010).
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Effets du vieillissement sur I’organisme

Le systéme nerveux

Appauvrissement de la substance blanche.
Diminution de certains neurotransmetteurs (acétylcholine) et de neurones corticaux
(Michael, 2000)

Allongement des temps de réaction

Réduction des capacités mnésiques d’acquisition d’informations nouvelles (Cuny, 1995).

Désorganisation du rythme circadien (Caillet, 2006) (baisse de la sécrétion de mélatonine).
Diminution des fibres nerveuses fonctionnelles (augmentation des temps de conduction des
nerfs périphériques).

Le métabolisme

Perturbation des fonctions biologiques

Augmentation de la masse grasse et réduction de la masse maigre (effet de sédentarite)
(Cuny, 1995).

Perturbation du métabolisme glucidique (diminution de la tolérance au glucose qui se
traduit par la résistance a I’insuline).

Le systeme cardiovasculaire

Modifications de la structure de I’¢élastine, rigidification du collagéne et altération de la
vasomotricité artérielle (augmentation de la pression artérielle) (Robert, 1989).
Modifications anatomiques (augmentation de la masse cardiaque et de 1’épaisseur pariétale
du ventricule gauche) (Bounhoure, 1999).

L appareil respiratoire

Diminution des compliances pulmonaire et thoracique et réduction du volume des muscles
respiratoires (Caillet, 2006)
Réduction des calibres des bronches distales (baisse des débits expirés).

Réduction des capacités de diffusion de 1’oxygene et de la pression partielle en oxygene du
sang artériel (Robert, 1989).

L appareil digestif

Diminution du flux salivaire sur le plan buccodentaire

Réduction de la sécrétion d'acide au niveau gastrique (hypochloridie).

Diminution du péristaltisme (temps de transit intestinal ralenti) (Cuny, 1995).
Diminution de la masse du foie ainsi que son débit sanguin (au niveau hépatique).

Les organes sensoriels

Diminution de la capacité d’accommodation (presbytie) et d’une opacification du cristallin
(cataracte) (Cuny, 1995).

Une preshyacousie progressive (sons aigus) sur le plan auditif.

Les perturbations du goit et de I’olfaction restent controversées (Cuny, 1995).

L appareil locomoteur

Diminution de la masse musculaire (sarcopénie) et de la force musculaire (dynapénie).
Diminution de la densité minérale osseuse (ostéopénie)
Amincissement du cartilage et altération de ses fonctions mécaniques

L appareil urinaire

Diminution du nombre de néphrons fonctionnels (diminution de la filtration glomérulaire
et de la clairance rénale).

Les organes sexuels

Chez la femme, arrét de la sécrétion ovarienne d’oestrogéne (la survenue de la
ménopause).

Chez ’homme, réduction progressive de la sécrétion de testostérone, diminution de la
spermatogenése et augmentation du volume prostatique.

La peau et les phanéres

Altération du tissu élastique, épaississement fibreux du derme, aplanissement de la jonction
dermo-épidermique et diminution du nombre de mélanocytes (Robert, 1989).

Apparition des rides, diminution de la vitesse de croissance des phanéres et sécheresse de
la peau (Anne Marie, 2002).

Le systeme immunitaire

Diminution de I’'immunité & médiation cellulaire (lymphocyte T)
Perturbation de la coopération cellulaire immunitaire (diminution des interleukines 2 et 4 et
augmentation des interleukines IL6 et TNFa).

Tableau 1: Impact du vieillissement sur I'organisme.
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11/ Le vieillissement et métabolisme:

Les pathologies liées au métabolisme du glucose augmentent avec I’dge. Dans le monde, le diabéte
de type 2 touche 310 millions d’individus. Dans la survenue de ces atteintes, de nombreux éléments
sont mis en jeu. En particulier, ’insuline tient un rdle central dans le maintien de I’homéostasie
glucidique ; la diminution de sa sécrétion aussi bien que la diminution de ses actions interviennent de
maniére prépondérante dans la physiopathologie des altérations de I’homéostasie glucidique.

11-1/ Homéostasie glucidique :

L’homéostasie glucidique correspond a I’ensemble des mécanismes physiologiques, cellulaires et
moléculaires qui ajustent étroitement la glycémie entre 0,8 et 1,2 g/L (Burcelin, 2007 ; Migrenne,
2006). L’organisme doit alors gérer en permanence les variations de la concentration du glucose
sanguin dues aux apports alimentaires, la production endogéne (principalement hépatique) et
I’utilisation du glucose par les tissus et organes. Cet équilibre est dynamique afin de permettre une
régulation précise de I’homéostasie glucidique faisant intervenir des facteurs hormonaux, nerveux et
métaboliques (Figure 8).

En période post absorptive et au cours du jedne, le foie produit du glucose soit par glycogénolyse
(jeine court) ou par néoglucogénese (jetine prolongé). D’autres organes peuvent aussi produire du
glucose par néoglucogénese mais avec une moindre importance que le foie tels que le rein et
I’intestin. Cette production assure principalement I’apport glucidique aux tissus et organes qui
utilisent presque exclusivement que le glucose comme source énergétique tels que le cerveau et les
globules rouges. L’homéostasie glucidique peut étre affectée par 1’altération de la signalisation de
I’insuline et de la leptine. En effet ces deux hormones jouent un réle majeur dans le controle de

I’homéostasie énergétique au niveau central (Paz-Filho, 2008; Cardoso, 2009).

Homéostasie glucidique

[Glucose]

Figure 8: Représentation de la balance énergétique équilibrée par les apports et les dépenses
en énergie, qui régule I'homéostasie glucidique.
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11-2/ Signalisation de I’insuline:

L’insuline est une hormone peptidique de 6 kDa constituée d’une chaine A de 21 acides aminés et
d’une chaine B de 30 acides aminés, reliées entre elles par deux ponts disulfures (Figure 9). Chez
I’homme, le géne codant pour I’insuline est localisé sur le chromosome 11 (localisation 11p15.5) et
contient deux introns. L’insuline est synthétisée et sécrétée par les cellules  des Tlots de Langerhans
du pancréas. Elle est produite apres la maturation de la pré-proinsuline en proinsuline suite a des
modifications post-traductionnelles (Figure 9). Sa sécrétion se fait principalement en réponse a une
augmentation de la glycémie, elle réduit la néoglucogenese hépatique et augmente la captation du
glucose dans le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie (Taniguchi, 2006 ; White, 2003).
L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante connue chez I’homme qui favorise I’anabolisme
d’une manicre générale (stockage des lipides et des glucides, et favorise la synthése protéique) (Kahn,
1994). Elle favorise aussi la croissance et la différenciation cellulaire (Dorrello, 2006; Gonzalez,
2005; Rosen, 2000; Saltiel, 2001).
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Figure 9 : Maturation de l'insuline. La préproinsuline comporte un peptide signal qui sera clivé
pour donner la proinsuline. Ce précurseur se verra ensuite éliminer le peptide C présent au
centre de sa séquence. Cela donnera alors l'insuline mature, composée de 2 chdines a et p
reliées entre elles par des ponts disulfures.
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L’action de I’insuline passe par son interaction avec son récepteur membranaire IR (insulin receptor).
Le récepteur de I’insuline a une expression presque ubiquitaire avec une forte expression dans les
tissus dits « insulino-dépendants » tels que : le foie, le muscle et le tissu adipeux.

Le récepteur de I’insuline est une glycoprotéine tétramérique, formée de deux sous-unités o
extracellulaires et de deux sous-unités B transmembranaires contenant un domaine tyrosine kinase
dans leur partie C-terminale. Les différentes sous-unités sont reliées entre elles par des ponts
disulfures. Le récepteur de I’insuline fait partie de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase.
La liaison a I’insuline est assurée par les sous-unités a, qui contiennent des sites de liaison de haute et
de basse affinité pour I’insuline. Les modeles actuels proposent la liaison d’une molécule d’insuline
pour chacun des récepteurs (De Meyts, 2002). Outre le domaine tyrosine kinase, la partie
intracellulaire de la sous-unité B contient des résidus tyrosine. Ces résidus sont essentiels pour la
transduction du signal du récepteur.

La liaison de I’insuline a son récepteur modifie la conformation des sous unité o ce qui a son tour
modifie la région transmembranaire des sous unités f conduisant la trans-phosphorylation de celles-ci
sur des résidus tyrosines (autophosphorylation) (Hubbard, 1997). Le récepteur ainsi phosphorylé
activera la phosphorylation de substrats intracellulaires sur tyrosine. La famille des IRS (Insulin
Receptor Substrate, IRS1-4) constitue les substrats majeurs d’IR notamment IRS-1 et IRS-2 (White,
2002) (Figure 10). En effet, les IRS ont une structure primaire commune, présentant dans leur partie
N-terminale, un domaine PH (pleckstrin homology domain) et un domaine PTB (phosphotyrosine
binding domain) qui sont responsables de I’interaction de la protéine avec le résidu phosphotyrosine
présent dans la partie juxtamembranaire du récepteur (Feener, 1993). La partie C-terminale des IRS
contient plusieurs résidus tyrosine localisées dans des motifs spécifiques, qui sont phosphorylés par le
récepteur, et servent de site d’encrage pour les effecteurs de la signalisation tel que la PI3-kinase, le
complexe Grb2/Sos et la phosphatase SHP2 (White, 2002).

Le récepteur de I’insuline phosphoryle aussi d’autres substrats, notamment la Shc (Src homology 2/a
collagen-related) exprimée sous trois isoformes, Shc p46, p52 et p66, issues de 1’épissage alternatif
d’un méme transcrit (Migliaccio, 1997; Dupont, 1998). L’invalidation du géne Shc induit une 1étalité
embryonnaire liée a des problemes de développement du systeme cardiovasculaire, démontrant que la
protéine Shc est une cible majeure des récepteurs des facteurs de croissance (Lai, 2000). La
phosphorylation de Shc par le récepteur de I’insuline permet le recrutement de 1’adaptateur Grb2 et

I’activation de la voie des MAP kinases, conduisant ainsi aux effets mitogéniques de 1’insuline
(Virkamaki, 1999).
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11-3/ Signalisation du récepteur de ’insuline:

La transmission du signal insulinique dans la cellule met en jeu des modules protéiques de
reconnaissance présents sur les protéines substrats et capables de les positionner & proximité du
récepteur activé. Au moins 9 substrats intracellulaires communs aux récepteurs de I’insuline et de
I’'IGF1 ont été identifiés (Capeau, 2005).

La stimulation du récepteur de I’insuline est a 1’origine de I’activation de deux grandes voies de
signalisation: la voie de la PI-3 kinase (effets principalement métaboliques) et la voie des MAP

kinases (effets majoritairement géniques) (figure 10).

11-3-1/ Les voies de signalisation induites par I’insuline.
A/ La voie IRS/PI3K/AKkt.
A-1/Les insulin receptor substrates (IRS):

Les protéines IRS se placent au niveau cytosolique de la membrane plasmatique. Elles positionnent
ainsi leur domaine PTB, adjacent au domaine PH et se fixent au récepteur de I’insuline (RI) sur la
tyrosine 960 phosphorylée par I’intermédiaire de leur domaine PTB (Wolf, 1995; Yenush, 1996;
Craparo, 1995). IRS2 va en outre interagir avec le domaine tyrosine-kinase du RI. La partie C-
terminale des protéines IRS se trouve a proximité du domaine tyrosine kinase du récepteur, qui
phosphoryle des résidus tyrosine spécifiques sur les IRS. Les protéines IRS, ainsi phosphorylées, sont
a leur tour reconnues par les domaines SH2 (src homology 2) de protéines relais. Les principales sont
la sous-unité régulatrice de la phosphatidyl-inositol 3 (PI3) kinase (p85) (Sesti, 2001), les protéines
adaptatrices Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) et Crk II, la tyrosine-kinase Fyn, et la
phosphotyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain protéin tyrosine phosphatase-2) (Figures 10, 17).

A-2/ La phosphatidylinositol 3-kinase (P13K):

La PI3 kinase catalyse la phosphorylation de phospho-inositides membranaires, induisant une
augmentation rapide de phosphatidyl inositol 3, 4, 5-triphosphate (PI(3’, 4, 5)P3) (Kapeller, 1994).
Ces molécules activent ensuite d’autres protéines effectrices telles que la phosphoinositide-
dependant protein kinase-1 (PDK-1), Akt/PKB ou les protéines kinases C (PKC) atypiques (Toker,
2000; Vanhaesebroeck, 2000; Chan, 1999; Franke, 1997; Klippel, 1997). Les produits de
phosphorylation peuvent aussi jouer un role important dans la régulation négative de I’activité de la
PI3K (Rameh, 1995).
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A-3/ Akt ou protéine kinase B (PKB):
A I’état basal, Akt est inactif et localisé dans le cytosol. En réponse a I’insuline, la PI3K est activée et
induit la production de PI (3°, 4) P2 et de PI (3°, 4, 5) P3, qui sont reconnus par le domaine PH de
Akt. Cette interaction entre le domaine PH et les lipides membranaires permet la translocation et le
changement conformationnel d’Akt démasquant ainsi le site thréonine 308, contenue dans la boucle
d’activation du domaine kinase, est ainsi phosphorylée par PDK-1 (Vanhaesebroeck, 2000), et la
sérine 473 par PDK-2 (Vanhaesebroeck, 2000). Akt phosphoryle a son tour ses substrats, aussi bien
cytosoliques (la glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) enzyme impliquée dans la régulation de la
synthése du glycogéne (Cross, 1995)) que nucléaires (la protéine Forkhead box 1 (Foxo 1) (Rena,
1999). L’activation des différentes voies de signalisation liées au récepteur de I’insuline conduit a de
nombreux effets physiologiques. Ainsi Akt est impliqué dans la prolifération et la différenciation
cellulaire, la synthése protéique et I’inhibition de I’apoptose en phosphorylant et inhibant le facteur
pro-apoptotique Bad (Le Roith, 2001; White, 2002). De plus elle est impliqué dans le transport du
glucose et la translocation du glucose transporter 4 (GLUT4) a la membrane (Cong, 1997; Kohn,
1996; Wang, 1999).
La voie de signalisation IR/PI3-kinase joue un rdéle majeur dans le contr6le de I’homéostasie
glucidique en favorisant le transport du glucose dans les tissus insulino-dépendants tels que le tissu
adipeux et le muscle. L’insuline induit la translocation, d’'un compartiment intracellulaire vers la
membrane plasmique, de vésicules contenant les transporteurs du glucose GLUT-4 (Huang C, 2005)
présentes dans les cellules musculaires et les adipocytes (Saltiel, 2001; Bryant, 2002). La capacité
plus ou moins grande de I’insuline a permettre ’utilisation du glucose par les tissus périphériques
définit le degré de sensibilité a I’insuline d’un sujet. Chez les humains obéses et/ou diabétiques, cette
action de l’insuline est sévérement réduite par un défaut au niveau du transport du glucose
(DeFronzo, 1988; Shepherd, 1999).
Deux voies de signalisation semblent importantes pour la translocation de GLUT4, dépendante ou
non de I’activation de la PI-3 Kinase (Saltiel, 2002) (Figure 11). La voie dépendante de la PI3 kinase,
passe par I’activation de la protéine kinase Akt et de protéines kinase (PK) C atypiques, les PKC &/A
(Saltiel, 2002). 11 a été montré qu’apres stimulation par I’insuline des adipocytes de rat, la protéine
AKkt2 activée est retrouvée associee aux vésicules contenant le GLUT-4. 1l a été également décrit qu’il
y avait un défaut d’activité des PKC atypiques dans le muscle squelettique de sujet diabétique de type
2 (Cho, 2001).
Cependant, plusieurs mécanismes permettent une désactivation de la voie de signalisation de
I’insuline. La voie principale est la phosphorylation des résidus sérine-thréonine de son récepteur IR

qui jouerait un rdle antagoniste a la phosphorylation sur les tyrosines (Le Roith, 2001). Ces
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phosphorylations seraient réalisées par des kinases telles que la PKC, IKKf, MAP kinase et JINK (Lee
YH, 2003). Les signaux capables d’induire le découplage du récepteur de I’insuline sont nombreux.
Parmi eux, on note les acides gras libres associé¢s au diacylglycérol et I’acylCoA, le glucose,
I’hyperinsulinisme ainsi que des cytokines inflammatoires, en particulier, le TNFa et 'IL1B (Rui,
2001). La déphosphorylation du récepteur et des protéines IRS intervient également dans ce
processus, elle est réalisée par des tyrosines phosphatases comme les phosphatases PTP1B
cytosoliques et les Leukocytes common Antigen-Related molecul membranaires (Kido, 2001).

Un autre mécanisme intervient dans le rétrocontrole négatif de 1’insuline, impliquant les protéines
suppressor of cytokine signalling (SOCS) (Emanuelli, 2000; Krebs, 2003; Shi, 2004; Lebrun, 2008).
Dans la lignée adipocytaire 3T3-L1 et dans les cellules COS-7 transfectées, ’insuline a la capacité
d’induire I’expression de SOCS-3 via STAT-5b. SOCS-3 interagit avec la phosphotyrosine 960 d’IR
et empéche ainsi le recrutement de STAT-5b au niveau du récepteur (Emanuelli, 2000). SOCS-1 et
SOCS-3 sont recrutées au niveau du récepteur de I’insuline et bloquent par encombrement stérique
I’interaction entre IR et ses substrats. SOCS1 et 3 peuvent aussi provoquer 1'ubiquitination des IRS,
les dirigeant ainsi vers la voie de dégradation du protéasome (Rui, 2002; Ueki, 2004) et ont aussi la
capacité d’inhiber I’activité kinase de IR (Ueki, 2004).

D’autres mécanismes moins décrits tels que la déphosphorylation des phosphoinositides ou la
réversion du signal de la PI3K, seraient également impliqués dans le contrdle négatif de la

signalisation de I’insuline. Ces mécanismes sont résumés dans la figure 12 (Kido, 2001).
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Figure 10: Principales voies de signalisation par l'insuline: (A) voie des PI3kinase et (B) des
MAPkinase (Capeau, 2005).
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Figure 11: Activation par l'insuline de I'entrée du glucose dans les cellules musculaires et les
adipocytes (Capeau, 2005). (A) Voie dépendante de la PI3 (Phosphatidyl-inositol3) Kinase, passe
par l'activation de la protéine Kinase B (PKB) et de protéine Kinase (PK) C atypiques, les PKC &/A.
(B) Les protéines CAP (c-Cbl associated protein), en se liant sur IR activé recrute CAP
phosphorylée sur un résidu tyrosine par le IR.
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Figure 12: Les mécanismes d'inactivation de la signalisation de I'insuline (Capeau, 2003).
Inhibition du signal insuline par phosphorylation sur Ser/Thr des proteines IRS.
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B/ La voie des Mitogen activated protein kinases (MAPK):

Les MAP kinases ERK1/2 (extarcellular signal- regulated kinase) sont des sérines thréonine kinases
activées par une tres grande variété de signaux extracellulaires. La voie des MAP Kinases constitue
I’autre voie de signalisation majeure associée au récepteur de ’insuline. L’activation de cette voie en
réponse a I’insuline se fait par I’intermédiaire de IRS-1 (Myers, 1994b; Waters, 1993) ou de la
protéine Src homology collagen (Shc) (Yonezawa, 1994; Ouwens, 1994; Sasaoka, 1994), qui peut
aussi étre recrutée au niveau du récepteur de I’insuline activé. La cascade des MAPK correspond a
une série de phosphorylations sur des résidus sérine et thréonine de plusieurs kinases. La protéine
Ras-GTP active la protéine Raf, premiere de ces sérine/thréonine kinases. Celle-ci phosphoryle alors
MEK (MAPK ERK activating kinase, appelée aussi MAP kinase kinase (MAPKK)) qui phosphoryle
a son tour les MAPK p42 et p44 (ou ERK1 et ERK2, deux isoformes de 42 et 44 kDa) (Vojtek, 1993;
Warne, 1993; Kyriakis, 1992). ERK1 et ERK2 phosphorylées sont alors transloguées dans le noyau
ou elles activent par phosphorylation sur sérine et thréonine divers facteurs de transcription,
impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire et dans la synthése des protéines et du

glycogene (Davis, 1995) (Figure 10).

C/ La voie Janus kinase (JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT):
L’insuline active aussi la voie Janus kinase (JAK) /signal transducer and activator of transcription
(STAT). Il a été montré que I'insuline induit la phosphorylation et ’activation de JAK-1, JAK-2,
STAT-3 et STAT- 5b (Gual, 1998; Carvalheira, 2001, 2003, 2005 ; Mirshamsi, 2004 ; Benomar,
2005a et b). La technique du double hybride permet de montrer I’interaction directe de STAT-5b
avec le récepteur de I’insuline au niveau de la tyrosine 960 du domaine juxtamembranaire (Sawka-
Verhelle, 1997; Chen, 1997).

111/ Pathologies métaboliques liées au vieillissement.

I11-1/ Le syndrome métabolique:

Plusieurs définitions du syndrome métabolique ont été proposées depuis 1998. L’OMS a développé
des criteres cliniques, simplifiés par la suite par Adult Treatment Panel 111 of the National Cholesterol
Education Program (NCEP ATP Ill, 2001) et International Diabetes Federation (IDF) afin de rendre le
concept du syndrome métabolique "facile a utiliser" pour les cliniciens. Le syndrome métabolique est
donc défini par la présence de trois des facteurs suivants ou plus:

* Glycémie : a jeun > 6,1 mmol/l (ou 1,1 g/l).

» Obésité abdominale : tour de taille > 102 cm chez les hommes et > 88 cm chez les femmes.
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* Hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,50 g/l ou 1,7 mmol/l.

* HDL Cholestérol bas : HDLc < 0,40 g/1 (ou 1,04 mmol/l) chez les hommes et < 0,50 g/l (ou 1,29
mmol/l) chez les femmes.

» Hypertension artérielle : tension artérielle: systolique > 130 mm Hg ou diastolique > 85 mm Hg.
Cette définition demeure la plus utilisée en pratique clinique et dans les études scientifiques. Selon
ces experts, le syndrome métabolique regrouperait les symptomes suivants: résistance a 1’insuline,
obésité abdominale, diabéte du type Il, dyslipidémies athérogénes (augmentation des triglycérides
plasmatiques et diminution du HDL cholestérol), augmentation de la pression artérielle et facteurs
pro-inflammatoire. Deux facteurs semblent émerger: I’insulinorésistance et 1’obésité abdominale qui
entraineraient les autres signes de syndrome métabolique (Reaven, 2006).

L’obésité et I’insulinorésistance ont été identifiées comme les causes primaires et fondamentales du
syndrome métabolique, avec un role certain de 1’obésité étant a 1’origine de I’insulinorésistance.
Celle-ci se caractérise par une résistance des cellules a 1’action de I’insuline, induisant une
augmentation de 1’insulinémie, conduisant ainsi directement ou indirectement aux différentes autres
anomalies du syndrome métabolique. L’insulinorésistance s’accompagne alors d’une augmentation
de la glycémie, et peut engendrer un diabéte de type Il. Le métabolisme lipidique est également
régulé en partie par I’insuline, particuliecrement en période post prandiale. L’insuline active I’action
de la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme localisée dans les capillaires, qui hydrolyse les
triglycérides des particules circulantes riches en triglycérides (VLDL et chylomicrons). Cet effet de

I’insuline conduit, par conséquent, a une réduction des particules circulantes riches en triglycérides.

I11-1. 1/ La résistance a ’insuline:

Selon 'OMS et le groupe européen pour I’étude de I’insulino-résistance (EGIR), I’insulinorésistance
constitue la premiére étape de 1’installation du diabéte de type 2, dit « non insulino-dépendant ».
Cette pathologie touche plusieurs centaines de millions d’individus dans le monde. En France, sa
prévalence atteint 4% (Ricci P, 2000). Cette pathologie évolutive se caractérise par trois stades
successifs (Muoio DM, 2008).

1) Une insulinorésistance initiale qui conduit a I’hyperinsulinémie sans modification de la glycémie.
2) Une élévation de la production hépatique de glucose

3) Un déficit de sécrétion d’insuline, I’insulinopénie, plus tardif, qui conduit a la nécessité
d’entreprendre une insulinothérapie.

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une diminution de la réponse biologique des
tissus périphériques a I’insuline. Bien que I’effet de I’insuline sur les cellules cibles soit multiple, le

terme d’insulinorésistance se référe presque exclusivement a I’effet de I’insuline sur le maintien de
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I’homéostasie du glucose. La sensibilité a I’insuline peut étre réduite dans de multiples conditions
physiologiques (puberté, grossesse, vieillissement...), ou sous I’influence de traitements
(corticothérapie, immunosuppression chez les patients greffées, traitement antirétroviral du sida) (Del
Prato, 1999; Dean, 2004; White, 2003) ou, en présence de pathologies (obésité, diabetes, syndrome
polykystique ovarien, syndrome métabolique). L’insulinorésistance qui caractérise le syndrome
métabolique, préceéde, le plus souvent, le diabéte de type 2. Il est maintenant admis que
I’insulinorésistance a une composante génétique, mais qu’elle peut €tre acquise par des facteurs
environnementaux. Au début, la résistance est compensée par une hyperinsulinisme, ce qui permet de
préserver la tolérance au glucose. La détérioration de la tolérance au glucose intervient quand la
résistance a I’insuline augmente, ou lorsque la réponse compensatoire de la sécrétion diminue, ou

bien quand les deux phénomeénes se produisent simultanément (Figure 13).
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Figure 13: Obésité et développement de l'inflammation et de I'insulinorésistance dans le foie,
le tissu adipeux et les muscles (de Luca 2008).

La résistance a l’insuline est davantage exacerbée par la diminution de I’activité physique
fréquemment observée lors du vieillissement. De plus, plusieurs facteurs environnementaux, tels que
les modifications des régimes, le stress, la présence de maladies chroniques et la polymédication qui
en résulte jouent un réle important dans la prévalence accrue du diabéte du type Il chez la population
agée. Ainsi, les personnes agées obeses ayant une alimentation pauvre en glucides complexes et
riches en matiéres grasses sont plus susceptibles de développer le diabéte du type Il (Meneilly, 2006).

Par ailleurs, le diabéte surviendrait plus fréquemment chez les sujets agés ayant les marqueurs du
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syndrome métabolique comme 1’hypertension, un faible taux du cholestérol des lipoprotéines de
haute densité (High Density Lipoproteins, HDL) et I’hypertriglycéridémie (Guillaume, 2005).

I11-1. 1/ Role du stress oxydant dans I’insulino-résistance:

Plusieurs études ont évoqué le lien entre I’insulinorésistance et le stress oxydant (Bogdanski, 2012;
Sackmann-Sala, 2012). Les travaux de Houstis ont montrés le bénéfice du traitement du stress
oxydant dans plusieurs modeles d’insulinorésistance (Houstis, 2006), tandis que les résultats de
Martins évoquent le rdle prépondérant de la mitochondrie dans le développement de
I’insulinorésistance (Martins, 2012). Par ailleurs, une augmentation de la concentration en insuline,
en Acides gras libres et/ou en glucides, augmente la production des ERO, induit un stress oxydant et
active les voies métaboliques génératrices d’ERO. Ces effets altérent la production et I’action de
I’insuline favorisant ainsi D’installation du diabete de type 2. Le stress oxydatif modifie la
transcription des transporteurs du glucose (augmentation de GLUT-1 et réduction de GLUT-4)
(Bloch-Damti, 2005). L’activation de la PKC par les ERO pourrait étre impliquée dans
I’insulinorésistance entrainant une phosphorylation des résidus sérine/thréorine des IRS bloquant
ainsi la signalisation de I’insuline (Berti, 1994; Shulman, 2000; Yu, 2002)

La capacité des ERO a oxyder et endommager I’ADN, les protéines, et les lipides ne serait donc pas
le seul mécanisme en cause dans la toxicit¢ des ERO, puisqu’ils seraient aussi capables de
fonctionner comme des seconds messagers et d’induire des voies de signalisation cellulaires rédox—
sensibles. L’activation de ces voies de signalisation a été mise en cause dans I’insulinorésistance, la
diminution de sécrétion de I’insuline, et les dommages cellulaires responsables des complications
cliniques du diabéte. Ainsi, la production des ERO, induite par I’élévation de la glycémie et
I’hyperlipidémie, joue un role clé¢ dans I’insulinorésistance et le dysfonctionnement des cellules -
pancréatiques, par leur capacité a induire 1’activation des voies de signalisation rédox-sensibles. En
effet, les ERO, dans ces cellules, sont responsables de la diminution de la sécrétion de 1’insuline, en
réponse a ’augmentation de la concentration de glucose (Noda, 2002; Sakai, 2003), a la diminution
de I’expression de genes clés des cellules B (Kaneto, 2002) et a I’induction de la mort cellulaire
(Donath, 1999) (Figure 14).

Dans le muscle squelettique, I’altération des fonctions mitochondriales conduirait & une augmentation
du stress oxydant et des dérivés des acides gras libres. Ces derniers, avec le stress oxydant,
participeraient a ’activation de kinases qui phosphoryleraient les sérines du récepteur de I’insuline IR
concourant a la diminution de la phosphorylation sur les tyrosines et donc a une diminution de la
réponse a I’insuline. De plus, les ERO stimuleraient la phosphorylation sur les thréonines des JNK

(Kamata, 2005) et seraient impliquées dans 1’insulinorésistance (Hirosumi, 2002; Kaneto, 2004). Par
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ailleurs, le stress oxydant est responsable d’une diminution de la captation du glucose aussi bien dans
le muscle que dans le tissu adipeux (Rogers, 1975; Rudich, 1998). Dans le muscle squelettique, le
stress oxydant serait a I’origine d’une peroxydation lipidique accrue et d’une réaction inflammatoire
(Houstis, 2006). Dans le tissu adipeux, les ERO participeraient au déreglement de la production des
adipocytokines et a I'augmentation du stress oxydant systémique (Furukawa, 2004). Ces ERO
adipeux pourraient étre issus d’une production accrue par la NADPH oxydase, elle-méme
potentiellement activée par I’augmentation des acides gras libres. Les ERO participeraient au défaut
d’activation de la PI3K et d’Akt, au défaut de la lipogenése, de la captation du glucose et de la
translocation de GLUT 4 a la membrane plasmique (Figure 11).

L’efficacité¢ de certains antioxydants, comme [’acide lipoique, la vitamine E, la vitamine C et le
glutathion a améliorer la sensibilité a ’insuline, a été évaluée sur des modeles expérimentaux et dans
des essais cliniques chez des individus insulinorésistants et/ou chez des patients de type 2 (Evans,
2000). Ces essais cliniques ont aussi confirmé ce bénéfice (Maddux, 2001; Rudich, 1999). Il semble
que le mécanisme, impliqué dans les effets antioxydants, soit medié par la translocation ou
’activation du GLUT-4 (Estrada, 1996; Konrad, 2001; Ramrath, 1999) (Figure 11).
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Figure 14: Stress oxydant et insulinorésistance: les bases moléculaires impliquées
(Evans, 2005)
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I11-1. 2/ L’intolérance au glucose du sujet agé:

Les travaux de Spence mettent en évidence une altération du métabolisme du glucose dés 1’age de 60
ans (Spence, 1920).Cependant, I’intolérance au glucose est caractérisée par une diminution de la
sensibilit¢ & D’insuline qui sera compensée par une augmentation de la sécrétion de I’insuline
(Larsson, 2000). Ainsi, le métabolisme du glucose dans le muscle squelettique serait altéré (Rowe,
1983; Reaven, 1995) et engendre une augmentation des lipides intra-musculaires (Johnson, 1992;
Szczepaniak, 1999). L’accumulation d’acides gras libres associés au diacylglycérol et I’acylCoA,
conduirait a I’activation de sérine kinase telle que la PKC responsable des altérations de la voie de
signalisation de I’insuline dans le muscle (Figure 10) (Dresner, 1999; Itani, 2002) et dans le foie
(Kim, 2001). Ces phénomenes concourent & la diminution du transport du glucose dans le muscle
(Griffin, 1999), a la diminution de la synthese musculaire de glycogene (Boden, 1994; Roden, 1996).
La sécretion du glucagon par les cellules o des Tlots de Langerhans serait également impliquée dans
I’intolérance au glucose (Dunning, 2005). En effet, il existerait une hypersécrétion basale de glucagon
(Ahren, 2009) ainsi qu’un défaut de production post-prandiale du glucagon (Muller, 1970; Shah,
2000). Ce phénomene peut avoir plusieurs origines. Ainsi, le défaut d’action paracrine de médiateurs
sécretes par les cellules o peut étre invoqué, comme I’insuline, mais également 1’acide gamma-
amino-butyrique ou le zinc (Quesada, 2008). Le diagnostic de I’intolérance au glucose est fondé sur
la réalisation d’une hyperglycémie provoquée par voie orale avec une charge de 75 g de glucose
(Alberti, 1998). Lors de cette épreuve, la glycémie a jeun est normale mais la glycémie deux heures

apres la charge de glucose reste élevée (comprise entre 7,8 et 11,1 mmol/L).

111-2/ Role des « nouvelles adipokines » et leur implication dans I’insulinorésistance:

Le tissu adipeux est un tissu métaboliquement actif qui secrete une multitude de molécules
biologiqguement importantes appelées « adipokines » ou « adipocytokines » (Trayhurn, 2004; Bastard,
2006) dont la liste ne cesse d’augmenter. Des complications métaboliques sont en partie dépendantes
d’un exces de tissu adipeux viscéral et d’une variation de la production d’adipokines, d’ou leur
implication majeure, dans la physiopathologie de I’insulinorésistance et dans les complications

cardiovasculaires associées a 1’obésité. Parmi ces adipokines, on trouve:

1- L’adiponectine :

Elle a été découverte en 1995 et identifiée dans des préadipocytes, 8 jours aprés leur différenciation
(Scherer, 1995). C’est une protéine de 30kDa, de 244 acides aminés chez ’'Homme, exprimée quasi
exclusivement par le tissu adipeux. Chez ’'Homme, le géne de 1’adiponectine est situé sur le bras long

du chromosome 3 (région 3q27). L’adiponectine agit principalement via deux récepteurs, AdipoR1 et
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AdipoR2, exprimés principalement dans le muscle et dans le foie, mais aussi dans d’autres tissus et
organes. L’adiponectine a été décrite comme hormone anti-diabétogene et jouerait un role
sensibilisateur a I’insuline.

L’association de ’adiponectine avec la région C-terminale extracellulaire de son récepteur principal,
I’adipoR 1, entraine la liaison de la protéine adaptatrice 22 contenant un domaine d’homologie a la
pleckstrine, un domaine liant la phosphotyrosine et un motif de glissiére a leucine (APPL1) en N-
terminal intracellulaire (Mao, 2006) (Figure 15). L’APPL1 sert d’intermédiaire pour 1’activation de
plusieurs voies de signalisation (Cheng, 2007). La protéine adaptatrice peut se lier a une petite
hydrolase du GTP (GTPase), Rab5. Celle-ci active la translocation du transporteur de glucose Glut4
qui active la capture du glucose dans les muscles (Mao, 2006). L’APPLI1 active deux autres enzymes
qui par la translocation de Glut4 a la membrane vont augmenter la capture du glucose: la protéine
kinase activée par les mitogénes (MAPK) SP28 (Kadowaki, 2006) et I’adénosine monophosphate
(AMP) kinase (AMPK) (Deepa, 2009). La phosphorylation de I’AMPK entraine aussi la
phosphorylation de I’acétyle-coenzyme A carboxylase (ACC), inhibant ainsi I’enzyme et activant
I’oxydation des acides gras dans les muscles et le foie (Lafontan, 2006). Dans les cellules
endothéliales, I’activation de I’AMPK permet la phosphorylation de I’eNOS qui, par la production de
NO, entraine la vasodilatation des vaisseaux. Dans ces cellules, ’AMPK activée cause les effets
cytoprotecteurs de 1’adiponectine en inhibant la voie du NFkB (Deepa, 2009). L’adiponectine a aussi
des effets de sensibilisation a I’insuline. Ces effets sont dépendants de la protéine adaptatrice APPL1.
En effet, ’APPLI se lie avec Akt et la sous-unité catalytique de la PI3 Kkinase et rapproche ces
molécules pour faciliter ’activation de 1’Akt par la PI3 kinase (Mitsuuchi, 1999). L’adiponectine ne
peut pas engendrer la phosphorylation de 1’Akt mais augmente la stimulation par I’insuline de I’ Akt.
Une fois phosphorylée, I’Akt active la translocation de Glut4 et augmente la capture du glucose
(Mao, 2006). L’adiponectine a aussi des effets antidiabétiques via I’AMPK et PPARa (Yamauchi,
2003).
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Figure 15: Principales voies de signalisation de l'adiponectine (Deepa, 2009).

L’adiponectine est associ¢ée a plusieurs pathologies principalement en lien avec les maladies
cardiovasculaires, I’asthme (Sood, 2008) ou le cancer (Michalakis, 2007). Elle est aussi associée au
syndrome métabolique (Saely, 2007). Cependant, les taux d’adiponectine sont plus bas chez les
patients obeéses atteints du syndrome métabolique que chez les patients obeses sans celui-ci (Behre,
2007). Dans I’hypertension, une baisse d’adiponectine a été observée (Dzielinska, 2003). Le taux
d’adiponectine est associ¢ a la pression artérielle chez les hypertendus et les effets sur 1’adiponectine
des médicaments traitant I’hypertension correspondent aux effets de ces médicaments sur la pression
artérielle (Yilmaz, 2007). Il a aussi été démontré que les niveaux d’adiponectine peuvent prédire la
pression artérielle chez certaines populations (Francischetti, 2007) (Figure 16).

Une alimentation riche en lipides est liée a une baisse de 1’adiponectine (Bullen, 2007). L’implication
dans la régulation de I’homéostasie énergétique est I'une des premicres fonctions qui a pu étre
attribuée a 1’adiponectine (Fruebis, 2001). Certaines études soutiennent une corrélation inverse entre
la résistance a I’insuline et ’adiponectine (Blither, 2006; Otsuka, 2007). La répression des récepteurs
de I’adiponectine favorise I’insulino-résistance et I’intolérance au glucose (Yamauchi, 2007) (Figure
13). Il a été montré que la transduction du signal de I'adiponectine par AdipoR1 et AdipoR2 implique
I'activation de I'AMP-activated protein kinase, PPARa et PPARy ce qui augmente 1’oxydation des

acides gras et réduit la synthése du glucose dans le foie (Berg, 2005; Bliiher, 2006). L’adiponectine
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augmente la captation du glucose via GLUT 4 (Yamauchi, 2002) et diminue la néoglucogenese
(Berg, 2001). Au niveau cardiovasculaire, des concentrations élevées d’adiponectine seraient
corrélées avec une diminution du risque d’infarctus du myocarde chez I’homme (Pischon, 2004).

Toutes les études montrent que la concentration plasmatique de I’adiponectine est diminuée,
contrairement a la leptine, chez les obéses et qu’elle est corrélée négativement a I’indice de masse
corporelle (Berg, 2002; Tsao, 2002; Arita, 1999) (Figure 16). Elle est également réduite chez les
diabétiques de type 2 ainsi que chez les patients atteints de pathologies coronariennes (Hotta, 2000 ;
Otake, 2008). Il a aussi été confirmé chez I’humain que les taux d’adiponectine sont plus élevés chez

la femme et qu’ils diminuent avec 1’age (Bullen, 2007; Cnop, 2003; Storgaard, 2007).
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Figure 16: Variations des concentrations d'adiponectine circulante dans différentes situations
Situations dans lesquelles les concentrations d'adiponectine circulante augmentent ou
diminuent (Scherer, 2006).

2- La leptine

La leptine est une hormone peptidique non glycosylée de 16kDa, constituée de 167 acides aminés,
appartenant a la super famille des cytokines de classe 1 et produite par le géne Ob (Zhang, 1994). La
leptine est majoritairement secrété par les adipocytes du tissu adipeux blancs (Zhang, 1994; Green,
1995). Elle est sous le contréle de différents facteurs notamment le je(ne et la restriction alimentaire
qui provoquent une forte diminution de la synthése de leptine, alors que la prise alimentaire et une
suralimentation augmentent la leptinémie (Porte, 1998). D’autres facteurs ou hormones tels que
I’insuline, le TNF-a, I’'IL-1, la prolactine ou les glucocorticoides (Saladin, 1995; Slieker, 1996;
Gualillo, 1999; Zhang, 2000) stimulent ’expression de la leptine. Le récepteur de la leptine est issu

du géne db. Il est principalement situé dans le systéme nerveux central, mais également dans les
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adipocytes et les cellules endothéliales. 1l appartient a la famille des récepteurs des cytokines. Son
activation induit le recrutement de JAK2 conduisant a I’activation de deux voies de signalisation:
celle de STAT 3, induisant la prise alimentaire et la production hépatique de glucose, et celle de
I’insuline, principalement via la PI3K (Niswender, 2001; Buettner, 2006), en particulier en
supprimant la lipogenése (Buettner, 2006). L’absence de leptine ou I’inactivation de son récepteur
induit une hyperphagie massive et une obésité dans les modéles murins (Friedman, 1998) aussi bien
que chez ’'Homme (Farooqi, 2007; Montague, 1997) (Figure 17).

Les travaux de notre laboratoire (et d’autres), ont montré que la leptine et 1’insuline partagent
plusieurs voies de signalisation et qu’il existe un dialogue entre ces deux hormones. Ainsi, la leptine
et I’insuline interagissent au niveau des voies JAK-2/STAT-3, IRS/PI3K et MAPK ERK1/2.
L’interaction entre la leptine et I'insuline s’exerce aussi bien au niveau périphérique que dans
I’hypothalamus. L’existence d’un mécanisme de désensibilisation croisée entre leurs récepteurs a éte
récemment démontrée au niveau neuronal. En effet, sur une lignée de neuroblastome humain (SH-
SY5Y) une exposition chronique a I'insuline altére les niveaux d’expression du récepteur de la
leptine ainsi que la signalisation en aval et vice versa (Benomar, 2005, 2006, 2009). Par ailleurs, le
vieillissement s’accompagne de profondes modifications de la composition corporelle et
I’accumulation de masse grasse associ¢es a une forte augmentation de la concentration plasmatique
en leptine (Monroe, 2000). Ainsi, il a été proposé que I’effet satiétogéne de la leptine contribuerait a
la diminution des apports protéino-énergétiques des personnes agées (Raynaud-Simon, 2009).
Toutefois, plusieurs mécanismes permettent la désensibilisation des voies de signalisation de la
leptine. Un des premiers mécanismes mis en jeu dans la régulation négative de la signalisation de la
leptine est I’internalisation des complexes leptine/récepteur qui conduit d’une part, a la dégradation
de ’hormone et d’autre part, a la diminution du nombre de récepteurs exprimés a la surface cellulaire,
réduisant ainsi la sensibilité a I’hormone. On trouve aussi les phosphotyrosines phosphatases tels que
SHP-2 et PTP1-B qui jouent un réle important dans le rétrocontréle de la signalisation de la leptine.
Cependant, la phosphatase SHP-2 est impliquée dans la déphosphorylation du récepteur et des
protéines JAK2 et STAT3 (Carpenter, 1998; Li, 1999; Banks, 2000) et La phosphatase PTP1-B agit
en déphosphorylant les protéines JAK2 et STAT3 (Cheng, 2002; Kaszubska, 2002; Zabolotny, 2002;
Lund, 2005). Enfin, un dernier mécanisme de rétrocontrdle implique les protéines SOCS. Elles sont
recrutées au niveau des récepteurs et bloquent la transduction du signal selon trois modes d’action :
par encombrement stérique, empéchant ainsi le recrutement des STAT et des autres protéines de
signalisation, par inhibition de 1’activité kinase des JAK ou encore par ubiquitination des différents

acteurs impliqués dans les voies de signalisation des cytokines (récepteurs, JAK, STAT, IRS), puis

29



1. Etude bibliographique

les dirigent vers la voie de dégradation via le protéasome (Bjarbaek, 1999a; Kile, 2001; Krebs, 2001,
Zhang, 1999; Piessevaux, 2008).
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Figure 17: Voie de signalisation de la leptine et insuline (Konner AC, 2012)

Des études ont montrées qu’au niveau du tissu adipeux, la leptine stimule la lipolyse, diminue le
stockage des acides gras et I’utilisation du glucose (Frithbeck, 1998; Lopez-Soriano, 1998; Wang,
1999). De plus, la leptine agit sur le tissu adipeux brun, ou elle stimule la thermogénése et
I’expression des protéines découplantes UCP1, UCP2 et UCP3, et sur le tissu adipeux blanc, ou elle
stimule I’expression de UCP1 et de UCP2 (Cusin, 1998; Gong, 1997; Commins, 1999; Scarpace,
1998). Les UCP entrainent un découplage de la phosphorylation oxydative mitochondriale, qui
résulte en la production d’une énergie thermique, dissipée sous forme de chaleur. Au niveau central,
la leptine gagne le systéeme nerveux central (SNC) en franchissant la barriere hématoencéphalique
(BHE) via ObRa (la forme courte du récepteur) présent sur les cellules endothéliales formant cette
barriére (EImquist, 1998; Hileman, 2002; Maresh, 2001; Bouret, 2008b). Ce récepteur permet I’entrée
de la leptine plasmatique dans le liquide céphalorachidien (LCR). Toutefois, le transport de cette
hormone pourrait également se faire par simple diffusion au niveau des régions cérébrales notamment
au niveau de I’hypothalamus par ObRb (la forme longue du récepteur) (Zlokovic, 2000) ou elle agit
principalement au niveau du noyau arqué (ARC) en inhibant I’expression des neuropeptides
orexigenes NPY/AgRP (Stephens, 1995; Schwartz, 1996; Morrison, 2005) et activant I’expression
des neuropeptides anorexigenes POMC/CART (Thornton, 1997; Elias, 1998). Chez une personne en
bonne santé, les concentrations plasmatiques de leptine sont d’environ 3-5ng/mL alors qu’elles sont

de 90-95ng/mL chez une personne souffrant d’obésité morbide (Shek, 1998). Chez la plupart des

30



1. Etude bibliographique

obeses, le taux de leptine plasmatique est anormalement élevé suggérant un état de résistance,
centrale et périphérique, a la leptine.

3- Facteur de Nécrose Tumorale alpha (TNFa)

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire principalement produit par les macrophages et les
lymphocytes (Shahbazian, 1999; Jeevanandam, 1999). Les adipocytes produisent également du TNF-
a chez les rongeurs et en faible quantité chez ’Homme (Lacquemant, 2003). Ses effets biologiques
dépendent de sa concentration. A basse concentration, il agit localement comme régulateur de
I’immuno-inflammation (effets autocrines et paracrines). A forte concentration, il entre dans la
circulation et agit comme un facteur endocrine (Arner, 2003 ; Fasshauer, 2003 ; Kopp, 2003). La
production de TNF-a est augmentée pendant I’obésité et est impliquée dans le développement de
I’insulino-résistance en altérant la signalisation de I’insuline par une action autocrine ou paracrine
(Hotamisligil, 1993, 2000). Cependant, la phosphorylation sur sérine des IRS induit la régulation
négative de la signalisation de I’insuline et donc potentiellement dans I’installation d’une résistance a
I’insuline et du DT2, en lien avec 1’obésité (Boura-Halfon, 2009). Ainsi, une phosphorylation sur
sérine/thréonine d’IRS-1 par la PI3K en réponse au TNF-o pourrait jouer un réle important dans
I’installation d’une résistance a I’insuline chez les souris obéses (Le Marchand-Brustel, 1999).

Le TNF-a augmente la production des acides gras libres ainsi que I’expression de la leptine dans le
tissu adipeux, ce qui peut également avoir un effet indirect sur le développement de la résistance a
I’insuline des muscles et du foie (Arner, 2003). Les effets reliant la sensibilité a I’insuline et le TNF-a
ont été bien démontrés chez les rongeurs. Chez ’Homme, 1’augmentation de la masse du tissu
adipeux n’entraine pas de modifications significatives de la concentration de TNF-o. La
neutralisation de son activité biologique n’a pas, non plus, d’effet majeur sur la sensibilité a I’insuline
chez des sujets diabétiques. Cependant un polymorphisme génétique de TNF-o est associé a son
expression et au risque de diabete (Rosmond, 2003; Kubaszek, 2003).

Chez les obeses, le tissu adipeux se caractérise par une infiltration de macrophages, probablement en
raison de la sécrétion par les adipocytes de MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) en réponse au
TNF-0, ce qui augmente la réponse inflammatoire (Tataranni, 2005). Le TNF-a et I'IL-6
interagissent, le TNF-a régulant ’expression d’IL-6 et IL-6, exercant une régulation négative sur
I’expression de TNF-a. La répartition différente des graisses liée au vieillissement induit une
modification du profil de sécrétion des adipokines. Cependant, les taux circulants des cytokines

inflammatoires TNFa, la protéine C-réactive (CRP), et I'lL-6 sont élevées pendant le vieillissement.
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4- L'Interleukine 6 (IL-6)

En I’absence de processus inflammatoire aigu, le tissu adipeux, et essentiellement le tissu adipeux
viscéral (Fried, 1998; Fain, 2004), secréte 30% d’IL-6 (Mohamed-Ali, 1997). La sécrétion d’IL-6, par
certaines cellules comme les macrophages, est induite par d’autres cytokines comme I’'IL-1 et le
TNF-a. Cette production est inhibée par I'IL-4 et I'IL- 10. Les concentrations plasmatiques d’IL-6
sont plus élevées chez les obeses et les sujets insulinorésistants (Vozarova, 2001; Bastard, 2000 ;
Bastard, 2006). Une concentration plasmatique élevée d’IL-6 est prédictive du risque de survenue
d’un diabéte de type 2 (Pickup, 1997 ; Pradhan, 2001). Il a été montré récemment que I’'IL-6 diminue
I’expression des récepteurs a I’insuline dans les tissus périphériques. 11 agit comme un inhibiteur de
I’adipogénése et inhibe la sécrétion d’adiponectine (Gnacinska, 2009). Les catécholamines stimulent
la sécrétion d’IL-6, in vivo et in vitro, par des adipocytes humains (Mohamed-Ali, 2001; Path, 2001;
Vicennati, 2002). I1 apparait ainsi que I’insulino-résistance induite par les agonistes B3 adrénergiques
et le TNF-a serait due, en partie, a une augmentation de 1’expression d’IL-6 par les adipocytes. L’IL-
6 agirait essentiellement via une diminution de 1’insulino-sensibilité avec pour principales cibles
I’IRS-1 et la PI3-Kinase Ce mécanisme a été montré sur des cellules 3T3-L1 et des cultures primaires
d’hépatocytes murins.

Une des actions majeures de I’'IL-6 est le controle de la production hépatique de protéines
inflammatoires comme la protéine C-reactive (CRP). Il y a une relation positive entre les
concentrations d’IL-6 dans le tissu adipeux et les concentrations circulantes de CRP (Maachi, 2004)

qui est un important facteur de risque cardiovasculaire (Ridker, 2003).

I11-3/ Obésite liee au vieillissement:

L’International Diabetes Federation (IDF) a considéré que «I’épidémie» d’obésité serait un des
moteurs majeurs de 1’augmentation de la prévalence du syndrome métabolique dans le monde. En
effet, I’obésité favorise I’hyperglycémie, I’hypertension, 1’augmentation des acides gras libres dans le
plasma (Boden, 2011), I’hypertriglyceridémie, les maladies cardiovasculaires et la résistance a
I’insuline (Liu, 2010). L augmentation de la masse adipeuse augmente la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires tel que le TNFa et altére la sécrétion de I’adiponectine considérée comme hormone
anti-diabete et anti-athérogene.

Plusieurs études ont suggéré I’existence d’un lien entre ’obésité et les démences liées a 1’4ge et que
I’obésité, chez les personnes agées, constitue un facteur du déclin de mobilité (Vincent, 2010).

Chez les adultes souffrant d’obésité, en particulier lorsqu’elle est associée a d’autres pathologies
métaboliques, le déclin des facultés cognitives li¢ a I’age pourrait étre plus rapide que dans le reste de

la population (Ogden, 2013). Une étude épidémiologique portant sur 6 000 cinquantenaires pendant
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dix années a mis en évidence un lien entre 1’obésité et I’accélération du déclin cognitif associé¢ au
vieillissement (Singh-Manoux, 2012). Cependant, les chercheurs pensent que ces effets sont la
conséquence de dysfonctionnements induits par 1’obésité tels que les pathologies vasculaires et la
modification du profil de sécrétion du tissu adipeux chez les personnes agees.

Des estimations récentes indiquent que plus de deux tiers des personnes agées de 60 ans et plus sont
en surpoids et qu'un tiers (35,4%) des adultes de 60 ans et plus sont obéses (Ogden, 2013). Il a été
démontré qu’en I’absence d’obésité, la sarcopénie seule n’est pas associ€e a des difficultés physiques,
alors qu’en présence de I’obésité, la sarcopénie tend a accroitre la difficulté pour certaines fonctions
physiques (Rolland, 2009).

111-4/ Diabéte du type Il (DT2) et vieillissement:

Le nombre de diabétiques dans le monde était estimé a 135 millions, en 1995. En 2010, il est estimé a
plus de 220 millions, selon ’OMS. L’évolution prévue est de 324 millions en 2025, ce qui représente
environ 6,3% de la population mondiale (Simon, 2005). Le diabéte de type 2, soit plus de 90% des
diabétiques, représente un probléme de santé publique. L’augmentation du nombre de diabétiques est
due essentiellement aux changements de mode de vie: sédentarisation et surabondance de I’offre
alimentaire favorisant ainsi le surpoids et I’obésité.

En France, depuis 1980, on observe une augmentation de la prévalence du diabéte de 3 a 5% par an
associée a un accroissement du nombre de personnes atteintes d’obésité. D’autres études
épidémiologiques realisées en 2001 ont reporté que plus de la moitié des diabétiques ont plus de 65
ans (54%). Par consequent, en raison du vieillissement de la population et de la progression de
I’obésité, le nombre de diabétiques agés sera en progression continue.

En effet, le vieillissement et la croissance de la population représentait 70% de l'augmentation de la
prévalence mondiale du diabéte 1980-2008 (Danaei, 2011).En outre, au cours des deux dernieres
décennies, la plus forte augmentation en variation absolue de la prévalence du diabete a été observee
chez les personnes ageées de 65 ans et plus (Cheng, 2013). Selon le « Centers for Disease Control and
Prevention » (CDC), le DT2 est une maladie du vieillissement puisque la prévalence de diagnostic et
de diabete non diagnostiqué est de 26,9% chez les personnes agées de 65 ans et plus, ce qui est le plus
élevé parmi tous les groupes d'age (CDC, National diabetes fact sheet: national estimates and general
information on diabetes and prediabetes in the United States, 2011).

La prise en charge du diabéte dans la population agée demeure un challenge. En effet, le
vieillissement s’accompagne des modifications du métabolisme glucidique favorisant la survenue du

diabete, tels que :
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- Diminution de la sécrétion de l’insuline due a une baisse de la réponse des cellules f
pancréatiques aux variations de la glycémie.
- Diminution de la sensibilit¢ a I’insuline, s’expliquant en partiec par des modifications de la
composition corporelle avec diminution de la masse maigre et augmentation de la masse grasse.
- Diminution de la sensibilité pancréatique au GLP-1, qui a un réle potentialisateur concernant la
sécrétion de 1’insuline.
Contrairement aux personnes agées de plus de 75 ans, les centenaires ont mieux conserveé la tolérance
au glucose et a la sensibilité a I'insuline (Paolisso, 1996).
Le DT2 accélere le processus du vieillissement (Morley, 2008). En plus des complications micro- et
macrovasculaires bien reconnues, les personnes agées diabétiques peuvent également souffrir d’autres
maladies telles que la dépression, les troubles cognitifs, la faiblesse musculaire (sarcopenie), les
chutes et les fractures (Kim, 2012). De plus, le diabéte est associé a une prévalence et une incidence
accrues des syndromes geriatriques tels que les incapacités fonctionnelles, la dépression, les chutes,
I’incontinence urinaire, la malnutrition, le déclin cognitif et les troubles de la vision (Corriere, 2013;
Araki, 209). L’¢tude de Lu et collaborateurs (2009) a montré un déclin plus rapide de la fonction
cognitive chez les patients diabétiques en comparaison aux non diabétiques. Leurs analyses ont
également demontré que le DT2 est associé a une augmentation de 47% du risque pour tout type de
démence, 39% pour la maladie d’Alzheimer, et 30% pour la dépression. De plus, le DT2 est associé a
un risque accru d’une mobilité réduite et des incapacités physiques parmi les personnes ageées (Lu,
2009).

I11-5/ Résistance a la leptine chez la personne agée:

La résistance a la leptine observée chez les sujets obeéses est caractérisée par la baisse de I’efficacité
de la leptine a réguler I’homéostasie énergétique (Scarpace, 2009). Les mécanismes sous-jacents de la
résistance a la leptine ne sont pas encore clairement élucidés. En revanche, trois hypothéses ont été
Proposees:

(1) altération du franchissement de la barriére hémato-encéphalique de la leptine (Burguera, 2000;
Banks, 1999 ; Couce, 2001).

(2) diminution de I'expression de ObRb au niveau hypothalamique; et / ou

(3) altération de la signalisation de la leptine au niveau hypothalamique associées a la surexpression
de régulateurs négatifs comme SOCS-3 et PTP1B (Myers, 2008; Munzberg, 2005 a, b ; Enriori, 2007;
White, 2009).

La premiére hypothese est controversée. En effet, certains auteurs suggeérent que la leptine est

transportée a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE), par un systéeme de transport actif, alors
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que d’autres suggerent que la BHE est lache et « fenestrée » au niveau du noyau arqué et permet le
passage de la leptine et d’autres signaux hormonaux et métaboliques (Banks, 2004; Levin, 2004). Une
diminution de transport de la leptine, a travers la BHE, a été démontrée chez les rongeurs rendus
obese par un régime alimentaire (Levin, 2004). Par ailleurs, la résistance a la leptine peut étre
partiellement corrigée par une injection intra-cérébroventriculaire (ICV) de la leptine (Muzumdar,
2006). En outre, les niveaux de leptine dans le liquide céphalo-rachidien sont plus faibles chez les
personnes obeses, en dépit du taux de leptine élevée dans le sérum, ce qui renforce, par conséquent,
l'idée d’une altération de transport dans le cerveau (Schwartz, 1996). Les triglycérides plasmatiques
favorisent aussi la résistance a la leptine en altérant le transport a travers la BHE (Banks, 2004).

De plus le vieillissement est caractérisé par une diminution des niveaux d’expression d’ObRb au
niveau hypothalamique altérant ainsi la signalisation de la leptine et favorisant la résistance a la
leptine (Fernandez-Galaz, 2001; Scarpace, 2001). La perfusion périphérique de la leptine, chez les
rats ages obeses, induit des réponses anorexiques et une perte de poids moins importante que chez les
jeunes rats (Li, 1997; Scarpace, 2001). Le défaut d'action de la leptine, avec I'age, est également mis
en évidence dans le modéle de souris transgéniques qui surexprime la leptine car malgré la sécrétion
continue de leptine, les souris agées montrent une augmentation du poids corporel (Qiu, 2001). Le
vieillissement est donc associé a une insuffisance de l'action de la leptine, indépendamment de
l'obésité et de la répartition de la graisse corporelle (Gabriely, 2002). Toutefois, I'échec de la leptine a
réguler la prise alimentaire, la distribution de la graisse corporelle, et I'action de I'insuline, suggérent

que la résistance a la leptine joue un réle majeur dans le syndrome métabolique lié au vieillissement.

I11-6/ Obésite et résistance a la leptine liées au vieillissement:

L'obésité est en augmentation alarmante a travers le monde y compris dans les pays émergeants. En
effet, en 2012, I’OMS a estimé que plus de 1,4 milliard d'adultes sont en surpoids et que plus de 500
millions sont obeses. Cette situation pose de graves problémes économiques et de santé publique; les
principales causes de mortalité (tels que: les maladies cardiovasculaires et le cancer) sont fortement
associée a l'obésité (Mokdad, 2003). L'obésité réduit la durée de vie et accélére les processus
cellulaires similaires au vieillissement tels que le stress oxydatif et les perturbations des voies de
I'homéostasie (Russell, 2007; Peto, 2010). L’une des caractéristiques commune a l'obésité et au
vieillissement est la dérégulation des tissus adipeux blanc (WAT) et brun (BAT) (Miller, 1991;
Maury, 2010). Le tissu adipeux blanc est capable de sécréter un grand nombre d’adipokines telles que
la leptine, l'adiponectine et la résistine (Kershaw, 2004). Le tissu adipeux sécréte aussi des facteurs
pro-inflammatoires tels que TNFa. et IL-6 qui favorisent la résistance a I'insuline, I'hypertension et la

dyslipidémie (Scarpellini, 2012). Une autre caractéristique commune a l'obésité et au vieillissement
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est le développement de la résistance a l'insuline et a la leptine ce qui favorise le déreglement du

contrdle de ’homéostasie énergétique (Ma XH, 2002).

111-7/ Inflammation du tissu adipeux lié au vieillissement:

La réaction inflammatoire est un des modes de réponse les plus fréquents de I'organisme face a une
agression. Le vieillissement est associé a une redistribution importante de graisse entre les différents
dépots. Le poids corporel augmente généralement jusqu'a I'age moyen (de 30-50 ans) et diminue par
la suite (Baumgartner, 1995). Cependant, le pic total de masse grasse, chez les plus jeunes et les
vieux (de 40-70 ans), entraine une augmentation du pourcentage de graisse corporelle (Figure 19)
(Cartwright, 2007). Cette augmentation de graisse corporelle, chez les personnes agées, est le résultat
de l'augmentation de la masse grasse et la perte de masse maigre (muscle squelettique). Il a été
démontré que chez les sujets agés de plus de 85 ans le vieillissement est lié a la redistribution du tissu
adipeux du depdt sous-cutané vers le compartiment viscéral et les sites ectopiques a savoir le muscle,
le foie et la moelle osseuse (Kuk, 2009). Cette redistribution peut potentiellement contribuer au
dysfonctionnement du tissu adipeux lié a I'age (Unger, 2006; Rosen, 2005), ce qui est aussi accentué
par ’accumulation ectopique des lipides dans les muscles altérant ainsi leur sensibilité a I’insuline
(Goodpaster, 2003). Le vieillissement affecte aussi ’activité métabolique du tissu adipeux brun
(BAT) chez les rongeurs et I’homme altérant ainsi le role thermorégulateur de ce tissu (Pfannenberg,
2010; McDonald, 1999). Ueno et collaborateurs ont montré que l'activité et la capacité thermogénique
du BAT sont diminuées chez les souris agées minces et obeses, mais cet effet est amplifié chez les
obeses (Ueno, 1998) (Figure 18).
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Figure 18: Représentation des différentes modifications relatives a la redistribution de la graisse
corporelle, le poids corporel, la résistance a la leptine, et les taux circulants de leptine, |'adiponectine et
de l'insuline chez les jeune, le moyen dge et pendant le vieillissement en bonne et mauvaise santé. ...(A)
Effets de la production de leptine par les graisses viscérales et sous-cutanée chez les jeunes (B) chez
les adultes (C) pendant le vieillissement (Carter, 2013)
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Au cours du vieillissement, les différentes localisations du tissu adipeux subissent des transformations
a des vitesses difféerentes (Kirkland, 2002). La masse adipeuse au niveau périphérique et sous-cutané
diminue avec le vieillissement mais celle du tissu adipeux viscéral n’est pas affectée (Hughes, 2004).
Puisque le tissu adipeux sous-cutané est la principale source de la leptine, sa diminution réduit la
production de la leptine et ses effets (Van Harmelen, 1998), ce qui augmente le taux d’acides gras
libres due a la baisse de la [-oxydation leptino-dépendante. L'augmentation des taux circulants
d’acides gras libres favorise la redistribution des graisses viscérales (Eckel, 2005). L’age est associ€ a
une baisse de la taille des dép6ts de graisse qui semble étre le résultat d'une diminution de la taille des
cellules, par opposition & une baisse du nombre de cellules (Cartwright, 2007). Cependant, d'autres
études ont montré une corrélation négative entre I'age et la prolifération des pré-adipocytes sous-
cutanés, expliquant la perte selective de tissu adipeux sous-cutané avec le vieillissement (Van
Harmelen, 2004). L adipogénése est susceptible de se maintenir, tout au long de la vie, puisque le
nombre d'adipocytes reste constant ou augmente méme chez les sujets agés (Kirkland, 2002; Arner,
2011). Toutefois, au cours du vieillissement, les preadipocytes perdent partiellement leur capacité de
différenciation et de prolifération (Karagiannides, 2006). Les pré-adipocytes ont la capacité de se
différencier, de stocker les triglycérides, de répondre a linsuline et de secréter les adipokines
(Kirkland, 2002). Dans le tissu adipeux le dépdt lipidique est régulé par la différenciation des preé-
adipocytes et lI'apoptose (Spalding, 2008). Tandis que, la différenciation des pré-adipocytes isolés de
rats et d'humains agés montre une diminution de lI'accumulation des lipides et de la taille des pré-
adipocytes en comparaison aux pré-adipocytes isolés des individus plus jeunes (Djian, 1983;
Kirkland, 1990). La diminution de la capacité d'accumulation des lipides peut étre un facteur
important de la réduction de la taille des adipocytes, étant donné que le contrdle de la lipolyse est
altéré dans les cellules adipeuses lors du vieillissement (Gregerman, 1994; Kirkland, 1984) Ainsi, ces
facteurs intrinseques, liés a I'age, peuvent affecter la masse grasse en influencant les préadipocytes et
les adipocytes.

Les changements dans la répartition des graisses, associées au vieillissement, conduisent également a
une modification du profil de sécrétion des adipokines. Les taux circulants des cytokines
inflammatoires tels que le TNFa, la protéine C-réactive (CRP), et I'lL-6, sont élevés chez les sujets
agés et obeses (Fried, 1998). Le taux plasmatique de leptine est élevé au cours du vieillissement chez
les rongeurs (Ahren, 1997; Li, 1997) ainsi que chez les humains (Wang, 1999; Sanchez-Rodriguez,
2000), ce qui suggére que le vieillissement est lié¢ a un état de résistance a leptine. Bien que le
vieillissement soit caractérisé par une diminution de l'appétit (Engineer, 2012), il a été suggéré que
I’hyperleptinémie observée chez les personnes dgées pourrait servir a contrebalancer la diminution de

la sensibilité hypothalamique a la leptine (Scarpace, 2000).
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Il a été aussi montré que la résistance a la leptine, au cours du vieillissement était indépendante de la
masse grasse chez le rat (Gabriely, 2002). La leptine joue également un rdle important dans
l'inflammation du tissu adipeux (Mack, 2009). Les dysfonctionnements métaboliques du tissu
adipeux, liés a I'age, peuvent étre expliqués par la lipotoxicité et/ou par lI'augmentation des facteurs

pro-inflammatoires.

I11-8/ Résistance a la leptine et maladies neurodégénératives liées au vieillissement:

La leptine régule l'excitabilité des neurones de I'hippocampe, ainsi que la plasticité synaptique, ce qui
suggérerait son implication dans les processus de mémoire et cognition. Par ailleurs, les récepteurs de
la leptine ont été identifiés dans les neurones de I'hippocampe vulnérables a la maladie d'Alzheimer
(MA) (Folch, 2012). La MA est une maladie neurodégénérative progressive associée a une variété de
symptomes, tels qu’une altération progressive de la fonction cognitive et des troubles d'orientation et
d’attention (Naderali, 2009). De plus, elle est définie par 1’association d’un syndrome démentiel et, a
I’examen histologique du cerveau, par I’existence de plaques amyloides et de dégénérescences
neurofibrillaires (agrégats de protéines Tau hyper phosphorylées) (Moreira, 2013). Plusieurs études
cliniques ont montré une corrélation négative entre l'obésité et la fonction cognitive et une corrélation
positive entre 1’hyperleptinémie et le risque de maladie MA (Tezapsidis, 2009; Naderali, 2009). De
plus, les taux de leptine élevés sont associes a la diminution du risque de démence, a la MA et a une
baisse de déclin cognitif (Holden, 2009; Lieb, 2009). Des souris avec une mutation ciblée du
récepteur ObRb montrent une diminution de la plasticité synaptique associée a une diminution de la
performance de mémoire spatiale (Li, 2002) renforcant ainsi I'idée que la leptine joue un rdle
neuroprotecteur. Puisque l'obésité altere les fonctions cognitives et que la leptine protege contre la
neurodégénérescence, cela suggérerait que la résistance a la leptine augmente la prévalence de MA
chez les sujets ages obeses (Singh-Manoux, 2012). Ces données ont été confirmées par une grande
étude prospective réalisée sur des personnes agées et qui a montré une corrélation négative entre les
taux circulants de leptine et ’apparition de troubles de la cognition (Holden, 2009). L’altération des
taux circulants de leptine serait impliquée dans d’autres pathologie neurologiques telles que : la
maladie de Parkinson, I'épilepsie et I'ischémie cérébrale (Folch, 2012). Toutes ces données suggeérent
un réle neuroprotecteur de la leptine qui réduirait le déclin cognitif observé chez certains sujets agés
(Naderali, 2009).
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I11-9/ Résistance a ’insuline et maladies neurodégénératives liées au vieillissement:

Un dysfonctionnement de la signalisation de I’insuline au niveau central pourrait étre associé aux
caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (MA). Au niveau central, I’hyperinsulinémie favorise
I’association de I’insuline avec I’enzyme de dégradation de I’insuline (IDE) au détriment de la
protéine béta-Amyloide (bA) en augmentant 1’accumulation de cette derniere et formant ainsi les
plaques amyloides. De plus, l’altération de ’activation de la voie Akt/PI3K pourrait augmenter
I’hyperphosphorylation des protéines Tau et la formation d’agrégats neurofibrillaires (Moreira, 2013).
Par ailleurs, chez les personnes agées, la résistance a ’insuline liée a la MA provoquerait une hyper-
phosphorylation de la protéine tau qui s’accumulerait dans le corps cellulaire du neurone et conduirait
a sa mort. Toutefois, I’induction expérimentale, chez I’animal, de la résistance centrale a 1’insuline
provogue une dégénération neuronale et cognitive semblable a la MA (Lester-Coll, 2006). De plus,
I’inhibition du récepteur a I’insuline au niveau central, montre une augmentation de la détérioration
cognitive chez I’animal (Taghizadeh, 2011). Toutefois, la résistance a 1’insuline, chez les personnes
agées, s’accompagne souvent des pathologies suivantes: maladie de Parkinson, (Peppard, 1992) la
maladie de Huntington (Kuwert, 1990), la sclérose en plaques (Guo, 2000), I’épilepsie résistante aux

médicaments, DT2.

I11-10/ Modification du métabolisme proteéique au cours du vieillissement:

La synthese protéique et la protéolyse sont en équilibre assurant ainsi I’homéostasie protéique (Nair,
1995). Une synthese protéique supeérieure a la protéolyse entraine un gain protéique net. Cependant,
une protéolyse supérieure a la synthese est associée a une diminution de la masse protéique. Ainsi, la
synthése protéique se fait a partir d'un groupe d’acides aminés (AAs) libres, issus essentiellement de
la voie de la protéolyse (75% des AAs utilisés pour la synthese protéique sont issus de la protéolyse,
les 25% restant, étant apportés par 1’alimentation) (Beaufrére, 2002). D’autres voies interviennent
dans le métabolisme protéique, tels que la dégradation irréversible des AAs (oxydation des AAs avec
une ¢limination de CO2 et d’azote via le cycle de I'urée) et les apports protéiques alimentaires qui

permettent de compenser les pertes d'AAs (figure 19).
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Figure 19: Représentation schématique du métabolisme protéique chez I'Homme adulte sain.
(Beaufrere, 2002).

La balance entre synthese et dégradation protéique, chez la personne agée, est déséquilibrée en faveur
de la protéolyse, ce qui entraine donc une perte réguliére de protéines notamment musculaires. La
principale différence, entre sujets agés et jeunes adultes, résiderait surtout au niveau de la stimulation
postprandiale de la synthese protéique qui est plus faible chez le sujet 4gé (Nair, 1995; Volpi, 1998).
Cette résistance a la stimulation postprandiale de la synthése protéique pourrait expliquer, en partie,
la perte des protéines musculaires au cours du vieillissement.

L’effet stimulant du repas sur la synthése protéique musculaire est diminué chez le sujet agé (Nair,
1995; Volpi, 1998). Les premieres études concernant les effets du vieillissement sur la dégradation
protéique ont tout d’abord montré une diminution de la vitesse de dégradation protéique du corps
entier en période post-absorptive (Balagopal, 1997b). Des défauts de régulation de certaines voies
protéolytiques (voies ubiquitine-protéasome-dépendante et lysosomale) ont été rapportés chez le sujet
agé (Martinez-Vicente, 2005; Vernace, 2007). Des études récentes montrent que 1’effet inhibiteur du
repas sur les voies de la protéolyse musculaire est réduit chez les rats agés. Ainsi, différentes études
expérimentales montrent que les rats agés répondraient mal aux signaux anti-cataboliques de
I’insuline et des AAs (Capel, 2009; Combaret, 2009).

Des phénomenes d’oxydation et de carbonylation des protéines augmentent avec 1’age contribuant
ainsi a la perte de la masse protéique (Ugarte, 2009; Combaret, 2009, Mosoni, 2004).

Au niveau musculaire, malgré une protéolyse musculaire augmentée en période postprandiale chez le
sujet agé et des réactions d’oxydation et de carbonylation des protéines accrues, c’est essentiellement

la diminution de la synthése protéique qui explique la perte de la musculaire survenant au cours du
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vieillissement (Balagopal, 1997b). Ces différences de réponse, chez la personne agée, pourraient étre
expliquées par des modifications des voies de transduction de la synthese protéique et, en particulier,
de la voie mTOR (Figure 20).

111-10. A/ La voie de transduction mTOR:

La protéine mTOR (mammalian Target of Rapamycin) est une sérine-thréonine kinase de 290 kDa.
Elle est I’¢lément central de la voie de syntheése des protéines, notamment au niveau de 1’étape de
traduction. La régulation de la synthése protéique dépend de la constitution d’un complexe composé
de facteurs protéiques d'initiation de la traduction (eukaryotic initiation factors, elFs) (Anthony,
2000). Ce complexe permet le positionnement du ribosome sur les ARN messagers. La formation de
ce complexe est sous le contréle d'interactions enzymatiques, faisant intervenir mTOR, qui induit la
stimulation de la synthése protéique par deux mécanismes (figure 21). Le complexe protéique mTOR
activé induit la phosphorylation de p70S6 kinase qui phosphoryle a son tour la protéine S6
ribosomale initiant ainsi la traduction protéique (Cuthbertson, 2005; Dreyer, 2005). mTOR active
aussi la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 qui libére elF4E activant ainsi I’initiation de la
traduction (Fujita, 2006). Le complexe protéique mTOR est activé par différents signaux dont la
stimulation électriqgue musculaire (Parkington, 2003), l'insuline et les AAs (telle que la Leucine)
(Beugnet, 2003; Kimball, 2006; Fujita, 2007 ; Proud, 2004; Kimball, 2006) et la Citrulline (Moinard,
2007b). Chez la personne agée, I’activation de mTOR est diminuée en réponse a ces facteurs

(Dardevet, 2000; Funai, 2006; Fujita, 2009, Liu, 2009).
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Figure 20: La voie de transduction mTOR correspond a plusieurs étapes, essentiellement
d'auto-phosphorylation de protéines.
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I11-11/ Vieillissement et variations de la synthese protéique musculaire:
Au cours du vieillissement, le renouvellement protéique total, exprimé par kg de poids corporel,

diminue chez ’Homme (Welle, 1993; Boirie, 1997; Morais, 1997; Millward, 1997). Toutefois, la
différence observée entre sujets jeunes et agés s’estompe voire disparait si I’on ajuste les mesures de
protéosynthése aux changements de masse maigre (Boirie, 1997; Morais, 1997; Arnal, 2000b).

Au niveau musculaire, on retrouve chez le sujet &gé une diminution de la synthése protéique
musculaire (Balagopal, 1997b). En effet, le taux de synthése basale de I'ensemble des protéines du
muscle vastus lateralis est inférieur de 39 % chez des sujets &gés de plus de 60 ans par rapport a celui
des adultes de moins de 24 ans (Yarasheski, 1993). Cette diminution de synthese des protéines
musculaires n’affecte pas toutes les protéines de facon équivalente: les protéines sarcoplasmiques
sont relativement préservées (Balagopal, 1997) alors que les proteéines myofibrillaires (Welle, 1993;
Nair 1995) et mitochondriales (Rooyackers, 1996) sont les plus affectées. La synthése des protéines
myofibrillaires est ainsi diminuée de 44% chez des sujets &ges comparés a des sujets jeunes (Welle,
1993). Cette altération porte essentiellement sur la synthese des chaines lourdes de myosine
(Balagopal, 1997b; Toth, 2006). La diminution du renouvellement des proteines contractiles a des
conséquences fonctionnelles et pourrait expliquer, en partie, les pertes de masse et de force
musculaires observées au cours du vieillissement (Toth, 2006).

Au cours du vieillissement, la stimulation de la synthése protéique musculaire est fortement réduite
en réponse a des signaux anaboliques (Mosoni, 1995; Dardevet, 2003; Guillet, 2004a ; Cuthbertson,
2005; Fujita, 2009). Ceci s’explique par une perte de sensibilité du muscle a I’effet de I’insuline et/ou
des acides amines. Cette perte de sensibilité est corrélée avec une diminution de la phosphorylation
de S6K1 (Dardevet, 2000 ; Guillet, 2004a). L’origine de ces perturbations pourrait s’expliquer par la
présence d’un stress oxydatif ou d’une inflammation perturbant les voies de la synthése protéique
(Visser, 2002 ; Schaap, 2006 ; Marzani, 2008; Rieu, 2009 ; Balage, 2009). D’autres études ont mis en
évidence une association entre des marqueurs pro-inflammatoires liés au vieillissement et une
diminution de la synthese protéique chez ’homme (Toth, 2005) ou une diminution de la stimulation
postprandiale de la synthése protéique chez le rat (Balage, 2009).

L'effet de I'insuline, sur la synthése protéique, reste encore controverse. En effet, différentes études
réalisées in vitro, montrent une action stimulante de I'insuline sur I'incorporation des AAs au sein d'un
muscle isolé (Biolo, 1993; Boirie, 2005). Le principal effet de Il'insuline sur la synthése protéique
résulte de son action inhibitrice sur la protéolyse (Fukagawa, 1985; Gelfand, 1987; Biolo, 1993).
Chez les personnes agées, cet effet est maintenu dans une certaine mesure (Boirie, 2001). Chez le rat

agé et au niveau musculaire, les effets anaboliques de I’insuline ou des acides aminés circulant sont
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altérés (Dardevet, 1994). Chez I'Homme agé sain, la réponse anabolique du muscle a une
augmentation postprandiale des taux circulants de I’insuline et des acides aminés est altérée (Volpi,
2000; Guillet, 2004a). Enfin, une augmentation de I’insulinémie permettrait de stimuler I’anabolisme

protéique du muscle squelettique chez les personnes agées (Fujita, 2009).

I11. A/ Conséquences de modifications du métabolisme protéique et relation avec la fonction musculaire:
Chez le sujet agé, l'altération du métabolisme protéique a pour conséquence la diminution progressive
de la masse musculaire appelée : sarcopénie. Cette derniére est aggravée par d’autres facteurs tels
que :

- En cas de perte de poids chez les sujets agés, une diminution préférentielle de la masse musculaire
est observée (Chambon-Savanovitch, 1999; Felgines, 1999; Hebuterne, 2001; Schneider, 2002)

- La dénutrition fréquente chez le sujet agé participe a 1’aggravation de la sarcopénie.

- Enfin, les personnes agees présentent une résistance a la renutrition par rapport aux adultes jeunes
(Shizgal, 1992; Hébuterne, 1997; Mosoni, 1999; Walrand, 2000), ce qui fait que toute perte de masse
maigre est quasi-definitive.

Les altérations du métabolisme des protéines participent ainsi a [’ensemble des processus
physiologiques et pathologiques contribuant a la diminution de la masse musculaire.

La réduction de la masse musculaire s’accompagne, le plus souvent, d’une diminution de la force
musculaire appelée dynapénie (Fujita, 2006; Clark, 2008; Muscaritoli, 2010). L’altération de la
fonction musculaire qui en résulte contribue a la perte d’autonomie des personnes agées (troubles de
la marche, restriction d’activité...) et a une baisse des performances physiques (Cruz-Jentoft, 2010).
Cette perte de muscle s’accompagne également d’une infiltration intramusculaire de tissu adipeux et
d’un remodelage du tissu conjonctif musculaire (Jubrias, 1997).

Différentes études estiment que 25% des personnes de plus de 70 ans et 40% des plus de 80 ans
seraient sarcopéniques (Baumgartner, 1998 ; lannuzzi-Sucich, 2002). Toutefois, la sarcopénie résulte
d’interactions complexes entre de multiples facteurs (figure 21) (Greenlund, 2003; Giner, 1996;
Muscaritoli, 2010) tels ques:

- la diminution des apports protéiques et énergétiques.

- la diminotion de I’activité physique

- la diminution de la sécrétion de nombreuses hormones anabolisantes (insuline, I'IGF-I,
testostérone) et I'augmentation concomitante de celle des hormones du catabolisme

(glucocorticoides).
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Figure 21: Causes et conséquences de la sarcopénie (Greenlund, 2003).

A ce titre, la sarcopénie est reconnue comme un facteur central dans la physiopathologie du syndrome
de fragilité chez la personne agée (Morley, 2006). Ce syndrome, dont la prévalence est élevee chez
les sujets agés, est hautement prédictif d’événements négatifs comme [I’hospitalisation, la

dépendance, I’institutionnalisation (corre¢le a une augmentation de la mortalité¢ et de la morbidité)

(Fried, 2001).

VI/ La dénutrition du sujet ageé:

La dénutrition est un phénoméne observé dans la population agée. Elle est le résultat d’un
déséquilibre entre les apports et les besoins de 1’organisme (ANAES, 2003). Elle se caractérise par
une perte de poids (Dey DK, 2001) et une diminution importante des apports alimentaires (jusqu’a
30% entre 20 et 80 ans (Wurtman JJ, 1988)). La malnutrition, quant a elle, constitue la conséquence
d’une alimentation mal équilibrée ou d’un désordre métabolique. Elle résulte d’apports insuffisants
d’éléments nutritifs essentiels, méme si les apports énergétiques sont adéquats.

La dénutrition constitue un facteur de risque majeur pour de nombreuses pathologies du sujet agé et
demeure un élément prédictif de la perte d’autonomie et de la mortalité (Covinsky, 1999).

L’évaluation et la prise en charge de la dénutrition du sujet agé a fait I’objet d’un consensus
spécifique a cette catégorie de population par la Haute Autorité de Santé en 2007 (HAS, 2007).

Quatre éléments principaux interviennent dans le diagnostic de la dénutrition:
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- Une perte de poids (supérieure & 5% en 1 mois ou 10% en 6 mois),

- Un indice de masse corporelle < 21 kg/m?,

- Une albuminémie < 35 g/L

- Une évaluation par un questionnaire tel que le Mini Nutritional Assessment (MNA).

Le tableau ci-dessous résume les déterminants de la prise alimentaire et 1’état nutritionnel des
personnes agées (Tableau 2). Tous ces changements physiologiques, psychologiques et sociaux
affectent leurs prise alimentaire et ménent a la dénutrition, la diminution des besoins énergétiques et

a des changements en apports en énergie, macronutriments et micronutriments.

Physiologiques Medicaux Psychologiques | Soctaux
| fonctions sensorielles | T inflammation chromique | T dépression 1 aceeés a I'épicene,
{goit, odorat, vision) T infection chronique = croyances et Al SEIVICES
T satiété précoce T interactions attitudes ngides | alimentaires
| sanfe bucco-dentaire | médicamenteuses Ol eTTONEES = faible nivean
T dysphagie T réegime therapeutique T eévénements d’mstruction
| sécrétion salivaire restrictif stressants = revenus limités
T gastrite atrophique T incapacités T troubles == 150lement social,
Perturbation de la fonctionnelles (achat, cognitifs et solitude
regulation des apports preparation, consommation
alimentaires des aliments)

T maladie chromque

invalidante

Tableau 2: Déterminants de la prise alimentaire et de |'état nutritionnel des personnes dgées.
Adapté de Payette & Ferry (Payette, 2007). 1 - augmentation, | - diminution, > - plus

V/ Besoins nutritionnels de la personne agée:

Les besoins nutritionnels correspondent aux quantités de nutriments devant étre ingérées, par un
individu, pour assurer I’entretien et le bon fonctionnement de son organisme. Les connaissances sur
le lien entre la nutrition et le vieillissement plaide en faveur d'une relation bidirectionnelle dans
laquelle le processus de vieillissement peut avoir une influence profonde sur la nutrition allant de la
prise alimentaire a l'utilisation des besoins en éléments nutritifs, alors qu’une meilleure nutrition peut
affecter la biologie et la trajectoire du vieillissement (Rosenberg, 2012). Les changements
physiologiques survenant lors du vieillissement, détaillés dans la section précédente, entrainent des
modifications des besoins nutritionnels des personnes agées. Ces modifications sont associées aux
changements observés en regard de la composition corporelle, de I’activité physique, du métabolisme
et des fonctions digestives, notamment [’absorption intestinale (Payette, 2007). De plus, d’autres
facteurs physiologiques connus pour étre associés a la sensation de faim ou de satiété et liés a des

changements dans les hormones périphériques, des fonctions sensorielles et de certains
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neurotransmetteurs et neuropeptides impliqués dans le contréle central du comportement alimentaire
meénent aussi a une réduction de ’apport alimentaire (de Boer, 2012). Les besoins nutritionnels sont

évalués en fonction de divers parameétres comme le sexe, I’age, le poids, la taille et le mode de vie.

V-1/ Besoins énergétiques:

Les besoins énergétiques d’un adulte, se basent sur la Dépense Energétique de Repos (DER). Elle est
déterminé par la dépense énergétique de I'individu, qui est divisée en trois volets: (1) le taux
métabolique au repos (Resting Metabolic Rate), (2) l'effet thermique des aliments (Thermic Effect of
Food) et (3) la dépense énergétique provenant de 1’activité physique. Le taux métabolique au repos
représente le taux d'énergie utilisé au repos pour soutenir les fonctions essentielles a la vie. Cette
DER serait d’environ 1570kcal pour un homme qui a entre 60 et 75 ans et d’environ 1250 kcal pour
une femme du méme age. Elle serait augmentée dans les cas d’hypercatabolisme (Trivalle, 2008).

Le meétabolisme basal d'un individu est fortement lié a la masse maigre. La masse maigre diminue
lors du vieillissement et, les besoins énergétiques diminuent avec I'dge. Suite aux changements
physiologiques, le vieillissement est associé a une incapacité a maintenir I'noméostasie energétique
(de Boer, 2012). Ainsi, le défi qui se présente est de pouvoir répondre a tous les besoins en éléments
nutritifs avec un apport énergétique diminué d’ou la nécessité d’augmenter la densité énergétique des
régimes (Payette, 2007; Chernoff, 2006). Toutefois, des données récentes montrent que les besoins
énergétiques pourraient étre plus élevés que ceux suggérés dans les recommandations actuelles
compte tenu de la perturbation de la régulation des apports alimentaires observés avec le
vieillissement et de I’inflammation chronique. En pratique, au-dela de 65 ans, on conseillera un
apport énergétique journalier d’au moins 2000 kcal pour un homme et 1800 kcal pour une femme.

Au-dela de 80 ans, 30 kcal/kg/j restent nécessaires afin d’éviter les carences nutritionnelles.

V-2/ Besoins en macronutriments:
Bien qu'il y ait une diminution des besoins énergétiques avec l'age, les besoins en macro- et
micronutriments ne diminuent pas. Au contraire, plusieurs études indiquent que les besoins en

protéines par kilogramme de poids corporel doivent étre augmentés (Chernoff, 2005).

V-2. 1/ Les glucides:

Les glucides sont des biomolécules d’hydrates de carbone composés essentiellement d’atomes de
carbone, d’oxygene et d’hydrogéne dont le rdle principal est de permettre a ’organisme de former le
glucose qui est une source majeure d’énergie. Dans I’alimentation, on distingue deux grandes

catégories de glucides: les glucides digestibles et les glucides non digestibles (Jacotot, 2003).
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Dans les glucides digestibles, on retrouve notamment les sucres simples tels que les monosaccharides
(fructose et glucose) et les disaccharides (lactose et saccharose), ils sont les constituants principaux

des fruits et des sucreries (Figure 22).

CH.OH HOCH; _O
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Figure 22: Structure du glucose, fructose.
On retrouve aussi, dans cette catégorie les amidons qui sont des polysaccharides constitués d’un
enchainement de nombreuses unités monosaccharidiques, unies par des liaisons O-glycosidiques
(Figure 23). (Moussard, 2006) On les retrouve les féculents.
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Figure 23: Structure de I'amylopectine, constituant de I'amidon.

La deuxiéme catégorie de glucides est celle non digestible notamment les polysaccharides retrouvés
principalement dans les fibres alimentaires. Ces derniéres sont recommandées pour lutter contre la
constipation trés fréquente chez la personne agée a cause du ralentissement du péristaltisme et de la
diminution de P’apport hydrique. Il est recommandé d’en consommer 25 a 30g/jour. Les glucides
doivent représenter 50 a 55% de I’apport énergétique total (AET) dont 10% de sucres simples. I faut

savoir que I’équivalent d’un gramme de glucides correspond a 4 kcal.

V-2. 2/ Les protéines:

Il existe vingt AA différents impliqués dans le métabolisme humain dont huit essentiels (isoleucine,
leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, tryptophane et valine).

Les protéines ont, comme tous les autres macronutriments, un rdéle énergétique. Cependant, il est a
noter que contrairement aux lipides et aux glucides, il n’y a pas de réserve protéique dans I’organisme

mais I’oxydation d’un gramme de protéine fournit 4 kcal.
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De plus, les protéines peuvent avoir des réles dans la régulation de nombreux processus biologiques
(enzymes, hormones) ou des roles structurels en constituant le cytosquelette (actine et myosine)
(Chevallier, 2009). Dans 1’alimentation, les protéines représentent 10 a 12% de I’AET (1g/kg/j pour

le jeune adulte et 1,2g/kg/j pour les personnes ageées).

V-2-2. A/lmpact de I’age sur la régulation du métabolisme protéique musculaire apreés le repas

Le métabolisme protéique est modifié par la prise alimentaire. En effet, les protéines corporelles sont
déposées durant la phase postprandiale puis « perdues » au cours de la période post-absorptive. La
masse musculaire varie au cours de la journée. Cependant, pour maintenir la masse maigre constante
au cours du temps, les pertes de protéines musculaires doivent étre compensées par un gain identique

de protéines durant la phase post-prandiale (Figure 24).

Balance Azotée

Figure 24: Modification de la balance azotée entre les phases post-absorptives et postprandiales.

Chez ’'Homme adulte, la prise alimentaire est associée a une augmentation de la syntheése des
protéines corporelles et a une diminution de leur dégradation (Boirie, 1997; Arnal, 2000 a, b). Ces
modifications sont induites par une augmentation des concentrations a la fois d’hormones (insuline et
glucagon) (Copeland, 1990; Vermeulen, 1999) et de nutriments. Plusieurs études montrent que ce
sont les acides aminés qui jouent le réle le plus important dans le dépdt des protéines corporelles
pendant la phase postprandiale. Toutefois, les acides aminés alimentaires ont également une action
propre sur la sécrétion hormonale. Des perfusions d’AA chez 1’animal ont mis en évidence que CeS
derniers activent la sécrétion d’insuline et de glucagon (Ohneda, 1968a; 1968b; Rocha, 1972). Dans
des conditions physiologiques, I’ingestion d’un repas a base de protéines active la sécrétion de
glucagon chez I’homme sain (Gaudichon, 1999; Brand-Miller, 2000; Calbet, 2002). Par ailleurs, les

protéines du lactosérum sont riches en leucine, isoleucine, valine, et lysine (tableau 3), acides aminés
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qui ont un effet insulino-sécréteur, que ce soit chez le sujet en bonne santé ou diabétique (van Loon,
2003; Nilsson, 2004; Frid, 2005; Nilsson, 2007). Enfin, ’apport d’AA ou protéines a un effet
anabolisant a court terme, essentiellement par stimulation de la synthése protéique ( Garlick, 1991;
Pacy, 1994).

Avec I’age, il y a des modifications de la réponse du métabolisme protéique pendant la période de
transition de 1’état post-absorptif a 1’état postprandial. La prise alimentaire inhibe moins la
dégradation des protéines corporelles chez la personne agée et ceci quel que soit le sexe (Boirie, 1996
; Arnal, 2000a). 11 a été montré que la synthése des protéines musculaires n’est plus stimulée par le
repas chez le rat agé (Dardevet, 2011). Cette perte de ’effet anabolique du repas pourrait en partie
expliquer le déclin de la masse musculaire au cours de I’dge puisqu’une partie des protéines
musculaires perdue au cours de la phase post-absorptive ne serait pas complétement compensée
durant la prise alimentaire chez la personne agée (Dardevet, 2011). Comme les acides aminés jouent
un réle important dans la régulation de la protéosynthese, il a été supposé que la biodisponibilité en
acides aminés au cours du repas était diminuée avec ’age. Chez ’'Homme ag¢, 1’extraction des acides
aminés par les organes de I’aire splanchnique (foie et tube digestif) est exacerbée, ceci pourrait

limiter la distribution des acides amines vers le tissu musculaire (Boirie, 1997).

V-2-2. B/ Sensibilité du muscle aux acides aminés au cours du vieillissement:

On retrouve chez I'Homme, une diminution de la synthése protéique spécifiquement musculaire avec
I'dge (Balagopal, 1997b). En effet, le taux de synthese basale de I'ensemble des protéines du vastus
lateralis est inférieur de 39 % chez des sujets agés de plus de 60 ans, par rapport a celui des adultes de
moins de 24 ans (Yarasheski, 1993). Par ailleurs, la perte de I’effet repas avec 1’age pourrait étre la
conséquence d’une diminution de sensibilité du muscle squelettique aux acides aminés. Au cours du
vieillissement, il se développe une résistance du métabolisme protéique musculaire (protéosynthése et
protéolyse) aux acides aminés et en particulier a la leucine qui joue un réle important dans la
stimulation de la synthese des protéines musculaires chez les personne agées (Dardevet, 2000; Fujita,
2006; Rieu, 2006). En effet cet acide aminé, en plus d’étre un substrat, est également un « acide
aminé signal » puisqu’il stimule spécifiquement des facteurs et kinases intracellulaires impliqués
dans des voies de signalisation contrélant la traduction des protéines (Dardevet, 2000; Fujita, 2006).
Par ailleurs, cette altération permet d’expliquer en partie la perte de I’effet repas au cours de 1’age et
son implication sur le développement de la sarcopénie. Cependant, Il a été démontré in vitro et in
vivo que I’addition de la leucine stimule la synthése protéique principalement au niveau musculaire
(Anthony, 2000; Dardevet, 2000; Escobar, 2006; Vary, 2007). Des stratégies nutritionnelles mises en

ceuvre pour lutter contre la dénutrition des personnes agées et pour limiter et ralentir la sarcopénie.
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D’abord par maintenir I’apport protéique chez la personne agée et modifier leur répartition au cours
de la journée, puis optimiser la matrice alimentaire dans laquelle les protéines sont ingérées (les
protéines laitieres peuvent étre données facilement sous forme de matrice liquide), et en fin favoriser
I’ingestion des protéines a digestion rapide (les protéines solubles du lait) (tableau 3) de plus,
augmenter I’apport en certain acides aminés comme la leucine (les protéines laitieres comme la f3
lactoglobuline et les protéines du lactosérum qui sont naturellement plus riches en leucine que les

autres protéines alimentaires).

V-2-2. C/ Impact des Protéines a digestion rapide et la Leucine sur le vieillissement:

La vitesse d’absorption des acides aminés alimentaires et leur effet sur la régulation du métabolisme
proteique, dépendent de la forme moléculaire de la protéine ingéree. Ainsi, cette absorption est plus
faible avec des protéines natives qu’avec des protéines fortement hydrolysées (riches en petits
peptides). Cependant, il existe des différences notables en termes de vitesse de digestion entre les
proteines alimentaires natives telles que les protéines laitieres (la caséine et protéines du lactosérum)
(Tableau 3). Aprés ingestion de protéines du lactosérum, les acides aminés alimentaires apparaissent
rapidement en forte concentration dans le plasma alors qu’avec la caséine, la concentration reste
modérée et augmente au-dessus des valeurs post absorptives pendant plus de 6 h. Ceci est expliqué
par la vitesse de digestion des deux types de protéines qui est soit rapide (lactosérum) soit lente
(caséine) dont la composition en AAs est représentée dans le tableau 3 (Boirie, 1997). La différence
de digestion est associée au comportement physicochimique de ces deux types de protéines dans le
tractus digestif. En effet, les protéines du lactosérum restent solubles dans I’estomac et sont
rapidement vidangées, alors que la caséine sous I’effet de I’acidité gastrique coagule fortement. Ces
différences de digestion influencent différemment les taux circulants d’acides aminés en période post-
prandiale ce qui modifierait le métabolisme protéique particulierement chez le sujet agé. Ainsi, ces
deux protéines ont été testées pour pallier la perte de sensibilité du muscle squelettique aux acides
aminés au cours du vieillissement. Chez les personnes agés, les protéines du lactosérum stimulent la
synthese protéique apres le repas alors que la caséine reste quasiment sans effet (Boirie, 1997). En
revanche, quand les deux protéines sont ingérées en méme temps que des sources énergétiques
(glucides et lipides), le rendement d’utilisation de 1’azote était équivalent chez 1’adulte quelle que soit
la source protéique, alors que chez le sujet agé les protéines du lactosérum permettaient un meilleur
rendement de la fixation d’azote (de protéines) qui traduit une meilleure synthése protéique (Dangin,
2003). Chez le rat agé, les protéines du lactosérum sont plus efficaces que la caséine pour restaurer

I’effet du repas sur la synthése des protéines musculaires et que les protéines alimentaires & digestion
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rapide pourraient étre a la base d’une stratégie nutritionnelle adaptée a la personne agée pour réduire

ou ralentir le développement de la sarcopénie (Rieu, 2007).

SMP Caséine
Alanine 4,77 2,84
Arginine 2,25 3,50
Aspartic acid 11,34 6,44
Cysteine 3,06 0,41
Glutamic acid 17,10 21,75
Glycine 1,98 1,74
Histidine 2,00 2,70
Isoleucine 5,04 4,92
Leucine 12,00 9,05
Lysine 9,63 7,39
Methionine 2,07 3,21
Phenylalanine 3,78 4,86
Proline 4,59 10,30
Serine 4,50 5,02
Threonine 5,04 3,67
Tryptophan 2,07 1,07
Tyrosine 3,47 5,03
Valine 5,13 6,22

Tableau 3: Composition en Acides Aminés (gr) pour 100gr de protéines soluble du lait et la caséine
(Babault, 2014).

Parailleurs, La leucine (Leu) est connue pour ses propriétés stimulatrices de la synthese protéique
musculaire chez les personnes agées (Fujita, 2006; Rieu, 2006). L’effet de la Leu sur la synthése
protéique musculaire, serait d0 a une action directe sur I'initiation de la traduction des ARN
(Dardevet, 2000; Fujita, 2006). Cet effet est atténué avec 1’dge mais, apportée en exces, la Leu
pourrait corriger la résistance a la renutrition retrouvée chez la personne agée et ainsi augmenter la
vitesse de synthese protéiqgue musculaire (Fujita, 2006; Katsanos, 2006). Cependant, la perte de
sensibilité du métabolisme protéique musculaire a la leucine pourrait en partie expliquer la perte de
I’effet anabolique du repas au cours du vieillissement. En effet, un régime supplémenté en leucine,
chez les sujets agés, permet d’augmenter la vitesse de synthese protéique ainsi que la restauration de
son effet signal dans le muscle squelettique (Dardevet, 2000; 2002 ; Rieu, 2006). Le méme effet
positif a été observé sur la régulation de la protéolyse musculaire (Combaret, 2005). Ces études
montrent bien que la sensibilité du métabolisme protéique des individus agés a ’effet repas peut étre

restaurée en augmentant les concentrations plasmatigques de leucine au moment de la prise alimentaire
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(Rieu, 2006). Une étude réalisée chez le rat agé en utilisant des protéines laitiéres plus ou moins
riches en leucine montre que plus la concentration en leucine de la protéine est élevée, plus la
concentration en leucine plasmatique post-prandiale est élevée et plus la stimulation de la synthese
des protéines musculaires est efficace (Rieu, 2007).

V-2-2. D/ Impact des protéines laitiéres sur le stress oxydant et ’inflammation chez la personne
agee:

Jusqu’au 2006, les causes de la perte de sensibilité du muscle a I’effet anabolique du repas étaient
quasiment inconnues. Les populations agées sont trés hétérogénes et ceci ne facilite pas
I’identification d’un paramétre susceptible d’étre a ’origine de ces altérations. Parmi les facteurs
d’hétérogénéité, on trouve la micro-inflammation chronique et le stress oxydant plus ou moins
marqué. La prise en charge du statut inflammatoire des personnes agees pourrait étre benéfique dans
le maintien des performances physiques au cours du vieillissement (Balage, 2010; Rieu, 2009).
L’origine de I’état inflammatoire qui se développe avec 1’age pourrait étre le résultat d’une
inflammation intestinale chronique par stimulation anormale des défenses immunitaires intestinales
par les bactéries ou les aliments (allergies). Par ailleurs, le contrdle du stress oxydant qui se
développe au cours du vieillissement pourrait représenter une stratégic a mettre en ceuvre dans le
maintien de la masse musculaire au cours du vieillissement (Marzani, 2008; Mosoni, 2010).
L’addition d’antioxydants a 1’alimentation des personnes agées a donné des résultats encourageants
puisqu’elle a augmenté la resensibilisation du muscle a I’effet stimulateur du repas et plus

particulierement a celui des protéines alimentaires.

VI-2-3/ Les lipides:

Les lipides sont les macronutriments qui constituent les graisses animales et végeétales. Il existe
différents types de lipides, classés en fonction de leur structure. On retrouve, tout d’abord les lipides
simples, qui sont des esters d’alcools ou d’acides gras (AG), étant les constituants élémentaires des
lipides (Fahy, 2005). Parmi ces lipides simples, on distingue les mono-glycérides (1 AG), les di-
glycérides (2 AG) et les triglycérides (3 AG). Les acides gras sont formés d’une chaine
hydrocarbonée avec un groupement carboxyle (COOH) a une extrémité et un groupement méthyle
(CH3) a I’autre extrémité (Guesnet, 2005) (Figure 25) reliées entre elles par des liaisons covalentes.
Les AG sont classés selon (Figure 25).

1- La longueur de la chaine carbonée qui posséde dans la majorité des cas un nombre pair de carbone
(C). Les AG de 16 a 22 C sont les plus représentés parmi les lipides alimentaires, mais les chaines

courtes ou moyennes (C4-C12), beaucoup moins importantes en quantités, sont potentiellement
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importantes également et sont caractéristiques des produits animaux (matieres grasses laitiéres, lait
maternel) et sont aussi retrouvées dans certaines graisses vegétales (coprah).

2- Le nombre de doubles liaisons allant de 0 & 6 doubles liaisons: les AG saturés ne possedent aucune
double liaison. Les AG mono-insaturés possedent une seule double liaison et les AG polyinsaturés
présentent plusieurs doubles liaisons séparées par une unité méthylene. Chaque double liaison est
représentée par le symbole (n) suivi d’un chiffre indiquant sa position, par rapport a I’extrémité du
groupement méthyl de la chaine (Tableau 4).

3- Le positionnement des atomes d’hydrogene autour des doubles liaisons: il existe la forme naturelle
majeur «cis» ou les deux atomes d’hydrogene adjacents sont du méme coté, et la forme «trans» ou les
atomes d’hydrogéne sont du c6té opposé de la double liaison. A 1’état naturel, la majorité des acides

gras ont la configuration cis.

Acides gras saturés [AGS)
example : acide stéarique C18:0

Extramita —bw ) 4 [ { +—FExtréamits
mekthyle = = ﬂMer O carboxy e

Acides gras monoinsaturés { AGMI )
exemple : acide oléique C18:1 n-9

AAAASTIAAAS

e ngaruratian (dedbde lason ShvEn ue da onlguration o

Acides gras polyinsaturés (AGPI)
deux insaturations <t plus

Deux acides gras indispensables :
= L'acide linoléique C18:2 n-6

NANA—NA_ANANAAL,

« L'acide a=-linclenique C18:3 n-3

T4 " g e N Ve Ve Ve V7

—t 3

Figure 25: Structure et nomenclature des principales familles des acides gras (Guesnet, 2005).
La chaine carbonée est représentée par la succession de spheres (atomes de carbone).
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Catégorie Formule Nom commun Abréviation
C4:0 Acide butyrique
C6:0 Acide caproique
C8:0 Acide caprylique
C10:0 Acide caprique
Saturés C12:0 Acide laurique
Cl4:0 Acide myristique
C16 :0 Acide palmitique
C18:0 Acide stéarique
C20:0 Acide arachidique
C16 :1 n-7 Acide palmitoléique
Mono-insatures C18:1n-9 Acide oleigie
C24:1n-9 Acide nervonique
C18:2n-6 Acide linoléique LA
C20 :4 n-6 Acide arachidonique AA
Polyinsaturés C18 :3n-3 Acide alpha-linolénique ALA
C20 :5n-3 Acide eicosapentaénoique EPA
C22 :5n-3 Acide docosapentaénoique DPAN-3
C22 :6 n-3 Acide docosahexaénoique DHA

Tableau 4: Classification et nomenclature des acides gras les plus courants.
Les acides gras proviennent, d’une part, de I’alimentation et peuvent étre ¢galement synthétisés par

I’organisme.

V-2-3. 1/ Acides gras alimentaires:

Les acides gras fournis par I’alimentation se présentent essentiellement estérifiés sous forme de
triglycérides, qui représentent 95% des lipides alimentaires (AFSSA, 2010, saisine n°2006- SA-
0359). Les AG se présentent également estérifiés sous forme de phospholipides qui constituent 1 a
5% des lipides alimentaires et également sous forme d’esters de cholestérol, qui correspondent eux-
mémes a moins de 1% des lipides alimentaires.

Les acides gras saturés, les plus fréquemment rencontrés sont 1’acide palmitique (C16:0), ’acide
stéarique (C18:0), I’acide laurique (C12:0) et I’acide myristique (C14:0) retrouvés dans les graisses

animales (beurre, fromage, saindoux, lard, suif, huile de poisson...) et également dans certaines
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matieres grasses végétales (huile de noix de coco, beurre de cacao, huile de palme) (Arnault, 2006)
(tableau 5).

L’acide oléique (C18:1 n-9) est I’acide gras monoinsaturé le plus largement représenté (Figure 26).
Des quantités importantes d’acide oléique sont présentes dans les huiles végétales (tableau 2)
notamment ’huile d’olive, de colza, huile d’arachide et I’huile de sésame, les noix de macadamia,
noisette, noix de cajou, amande, dans les fruits (avocat, olive) et également dans les graisses animales
comme la graisse de canard et le saindoux. L’acide palmitoléique (C16:1 n-7), qui est représenté en
quantité moindre que I’acide oléique, est présent de fagcon importante dans les huiles de poisson.
Parmi les AGPI, il faut distinguer deux familles : omega 6 et omega3 appelées également familles n-6
ou n-3 (voir plus loin). L’acide linoléique (LA, C18:2 n-6) précurseur de la famille des acides gras n-
6 est le plus abondant dans I’alimentation (Figure 26). Les sources importantes sont les huiles
végétales, notamment 1’huile de tournesol et ’huile de mais. L’acide alpha-linolénique (ALA, C18:3
n-3) précurseur des acides gras de la famille n-3 est également largement rencontré dans la nature
bien qu’en quantités moindres que le LA. Les aliments riches en ALA sont les huiles végétales
hautement insaturées, dont I’huile de colza et ’huile de soja, de lin et les noix. Les produits laitiers
peuvent étre également des sources significatives d’ALA ainsi que les 1égumes verts malgré leur
faible contenu en lipides. L’alimentation animale enrichie en graines de lin peut également
représenter une source intéressante d’ALA pour I’alimentation humaine (Legrand, 2001 ; 2004,
Weill, 2002).

Les principales sources de longue chaine polyinsaturée différente selon leur famille. Pour les omega6,
I’acide arachidonique (ARA, C20:4 n-6) est largement présent dans les ceufs, les viandes et la
charcuterie. Les acides gras a longue chaine de la famille des omégas 3 sont présents en quantité
importante dans les poissons, crustaces et certains produits animaux. Les poissons et les crustaces
sont les sources principales de I’acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3) et de I’acide
docosahexaénoique (DHA, C22:6 n-3). L’acide docosapentaénoique (DPA, C22:5 n-3) est également

trouvé en quantité importante dans la viande et la charcuterie.

56



1. Etude bibliographique

"S2|D4262A s2[InYy s2|odioulud sap 12 su2141p| sapidi| S2p SDJD SapIoD U2 Uoltisodwo) :G NPa|qo |

<<< 6‘9 St‘e <<< <<< <<< €-u/9-u oney

100 €-U9: 220 (VHA) 3INDION3VYX3IHYSOD0A 3aIdV
¥00 €-U G§: 22D (Vdd) 3INDION3IVLNIdYSOD0QA 3AIdV|
600 €-U S: 020 (¥d3) INDION3IVLINIdVYSODI3T 3AIDY
T0 €-u €00 (Pe3IN) INDIONIIYLYSODIT 3AIDY
€‘0-anN O‘TT-Sv 0‘vT -0's €0-anN S‘0-aN 7't-60 €-U €: 810 (v1V) INDINITONIT-VHJ TV 3AIDV

Vvind €-u
10 9-u y: 022 (vv) 3INDINOAIHOVYY 3d1DY|
0'v.-€8V | 0'65-0'8Y 0°'0€-0'ST LT-TC Z'T-06 L'1T-71 9-u ¢: 81D (v1) 3INDI3TONIT 3AIDY|

vind 9-u

SFUNLVSNIATOd
anN anN anN anN anN 6-UT: v2Zd JNDINOYAIN 3AIDY
¥'6€E-0VT | 0'0€-0°LT 0‘0L-01s v'6€-SL 0'vv - 0°9€ 0'Cc-6'vT 6-U T: 81D 31013710 341DV
€0-anN Z‘0-anN 9°0-AaN T‘0-aN 9°0-AaN 0‘C-1v01T L-UT:9TD INDIFTOLINTVC 3AIDY
SIUYNLVYSNIONOW

S‘0-aN S‘0-aN €0-aN S‘0-aN an v10 0: ¥2d JNDIYIDONDIT 3AIDV
s‘0-T0 9'0-T0 ¢T-20 s‘0-7'0 0‘T-anN SE0 0: 020 INOIAIHOVYY 3AldV|
S9-/1'C ¥'s-0C 0‘c-80 7'9-6'C 09-G'¢ 9vT - ¥'0T 0: 81D INVIYVYILS AV
9L -0'S S€T-0'8 0°L-5C 0'5-9C S‘Lv - €6€ V'TE-9'€C 0: 91D INDILINTVd 3AIDV
2'0-AaN Z‘0-anN 2‘0-anN T‘0-aN 0‘c-s0 6TT-1'6 0: Y120 JNDILSIYAIN 3AIDY
T'0-aN T'0-aN anN anN S‘0-aN T'v-9C 0: ¢1d IN0VIYNVT 3AIDY
anN anN anN anN anN 8'€-7't 0: 01D INVIYdVYD 3AIDV
anN anN anN anN anN L'T-0T 0: 8 INDITAYdYD 3AIDY
anN anN anN anN anN L'T-8T 0: 9D 3NDIOYUdVYD A1V
v'v-1'€ 0: 2 INOIYALNG 3AIDV|

SIUNLVS

Jjosauinol ap| efos ap ezjo) ap anbig|o apie ua aydu awjed ap sianle| (xnejo1 seas sapie sap %)
3|InH 3|InH 3|InH Josauinol ap 3jinH 3|InH sapidi] seus sappe sa

57



1. Etude bibliographique

V-2-3. 2/ Synthése des acides gras
V-A/ Synthese des acides gras saturés:

Les acides gras saturés peuvent également étre synthétisés de novo par le foie, le cerveau le tissu
adipeux, et la glande mammaire au cours de la lactation (Legrand, 2007). L’importance de cette
synthése va dépendre de I’apport alimentaire. Ainsi, elle augmente lorsque I’apport calorique dépasse
les besoins énergétiques ou lors dune alimentation riche en hydrates de carbone. La synthése de novo
des acides gras ou lipogenése a lieu dans le cytosol des cellules des différents tissus. Les acides gras
sont formés a partir de 1’acétyl-coenzyme A (acétyl- CoA) qui provient de 1’oxydation du pyruvate
produit lors de la dégradation du glucose, de la dégradation des acides aminés, de 1’oxydation de

I’alcool et de la fermentation des fibres alimentaires.

V-B/ Synthése des acides gras monoinsaturés:
Une partie importante des acides gras satures est convertie en acides gras monoinsaturés, chez
I’homme, grace a une enzyme, la Delta9 Désaturase, qui introduit une double liaison sur I’acide
palmitique (C16:0) et sur I’acide stéarique (C18:0) pour former respectivement 1’acide palmitoléique
(C16:1 n-7) et I’acide ol¢ique (C18:1 n-9), qui sont les deux principaux AGMI (Figure 26).
Cependant, 1’acide palmitoléique est faiblement synthétisé par rapport a 1’acide oléique qui est

activement synthétisé par les cellules.

V-C/ Synthese des acides gras polyinsatures.
VI-C. 1/ Les deux principales séries d’AGPI (Figures: 26, 27)

Comme indiqué plus haut, on distingue deux principales séries d’AGPI: les AGPI n-6 et les AGPI n-
3, qui se distinguent par la position de leur premiére double liaison a partir de I’extrémité méthyle
(entre le 6e et 7e carbone pour les AGPI n-6 ; entre le 3e et 4e carbone pour les AGPI n-3). Ces
principaux acides gras polyinsaturés proviennent des précurseurs de ces 2 familles, 1’acide linoléique
(LA, 18 :2n-6) pour les AGPI n-6 et I’acide a- linolénique (ALA, 18 :3n-3) pour les AGPI n-3, apres
une suite d’¢élongations et de désaturations. Ces deux AG précurseurs ne peuvent étre synthétisés par
I’organisme des mammiféres faute de matériel enzymatique adeéquat (absence des enzymes
désaturases A12 et A15) nécessaires a leur synthése respective a partir de 1’acide oléique (18:1 n-9) et
doivent étre apportés par ’alimentation; ils sont ainsi qualifiés AG indispensables.

Une fois absorbés, ces précurseurs conduisent a la synthése spécifique au niveau du foie d’AGPI a
longue chaine (AGPI-LC). Dans le réticulum endoplasmique (RE), ils subissent une série de
désaturations (ajout de doubles liaisons) et d’¢longations (ajout d’atomes de carbones) successives a

partir de leur extrémité carboxyle, conservant ainsi la structure n-6 et n-3 des précurseurs d’origine
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végétale. Les principaux AGPI dérivés a longues chaines ainsi formés dans les organismes animaux
sont les acides dihomo-gamma-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. La synthése des acides
docosapentaénoique (DPA, 22:5 n-6) et docosahexaenoique (DHA, 22:6 n-3) est réalisée dans les
peroxysomes par -oxydation partielle d’AGPI a 24 carbones (Moore, 1995; Sprecher, 2002; Burdge,
2005).

En condition d’apport alimentaire équilibré, la voie de synthése de la famille des AGPI n-6 s’arréte
globalement au niveau de I’ARA; mais lors d’une déficience en AGPI n-3, celle-ci se poursuit
jusqu’a la production de DPA n-6 qui vient totalement compenser la diminution de DHA et le
remplacer (notamment dans le cerveau et les membranes); il peut ainsi étre considéré comme un
marqueur de la carence en AGPI n-3. Il n’existe pas d’interconversions entre les deux familles n-3 et
n-6, elles sont indépendantes 1'une de ’autre. (Legrand, 2004; Guesnet, 2005). Par ailleurs, leurs
précurseurs servent de substrats aux mémes désaturases A5 et A6, pour étre convertis vers leurs
acides gras a longues chaines respectifs; ainsi ces deux familles entrent en compétition métabolique.
La quantit¢ de dérives n-6 ou n-3 synthétisés est donc fortement influencée par les apports
alimentaires en précurseurs, et plus particulierement par le rapport entre LA et ALA.

Toutefois, les AGPI-LC peuvent également étre apportés directement par 1’alimentation et sont donc
considérés comme des acides gras «conditionnellement indispensables» puisque I’homme peut les
synthétiser s’il dispose des acides gras précurseurs essentiels. Par ailleurs, la conversion de LA et
ALA en dérivés serait peu efficace chez ’homme adulte (Astorg, 2007). Des apports adéquats en
AGPI a longues chaines sont donc importants et apportent une « sécurité¢ » dans le maintien d’un
fonctionnement optimal des cellules. La synthése en AGPI-LC reste toutefois minoritaire (inférieure a
5%), par rapport, a la dégradation des précurseurs par B-oxydation (60%) (Cunnane, 2001) pour
fournir de I’énergie a I’organisme (Brenna, 2009; Plourde, 2007; Sinclair, 2002) et a ['utilisation
comme source d’acétate pour la synthése d’acides gras saturés et monoinsaturés (Brenna, 2002).
Cette conversion est plus importante chez les femmes que chez les hommes, du fait de 1’activation de
la voie péroxisomale et de la régulation de I’activité et de 1’expression des désaturases, par les
hormones féminines (Burdge, 2005; Extier, 2009; 2010). La compétition métabolique ne concerne
pas seulement les désaturases, mais également les acyltransférases (incorporation dans les
phospholipides) et les enzymes de synthése des eicosanoides (prostaglandines et thromboxanes)
(Legrand, 2004; Burdge, 2005).
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V-3/ Données de consommation en acides gras polyinsatureés:

Dans I’alimentation, les AGPI n-6 et n-3 peuvent étre apportés par des sources vegetales et animales.
Les huiles végétales sont particulierement riches en AGPI précurseurs: LA et pour certaines en ALA.
Ainsi, les huiles de tournesol et d’arachide sont particulierement riches en LA (respectivement 64 %
et 30 % en moyenne des acides gras totaux), I’huile de tournesol étant méme qualifiée d’huile
«linoléique» par excellence, compte tenu de sa forte teneur en LA. L’ALA est retrouvée dans les
huiles de noix, colza et soja (respectivement 12, 10 et 8 % en moyenne des AG) qui sont qualifiées
d’huiles « linoléniques »; I’huile de lin occupe une place a part étant peu consommeée, car tres
oxydable (60% ALA): elle sert essentiellement d’appoint pour les fabrications de margarines a taux
fixe d’ALA. En revanche les graines de lin sont de plus en plus utilisées dans I’alimentation animale
pour augmenter I’apport en ALA et enrichir la viande en omega3 (ALA et ses dérivés LC fabriqués
par I’animal). Les huiles « linoléiques » possédent un ratio n-6/n-3 tres elevé (presque infini du fait de
I’absence presque compléte d’ALA), tandis que le ratio des huiles « linoléniques » est faible (< 10)
plus en accord avec les recommandations. En ce qui concerne les AGPI a longue chaine (AGPI-LC)
de la famille oméga 6, ils sont apportés par la consommation de produits animaux terrestres (viande,
ceuf, lait) et de lait maternel pour le début de vie. Les AGPI-LC oméga 3 sont issus principalement
des poissons gras (hareng, maquereau, saumon, thon, sardines) et autres organismes marins tels que
les microalgues utilisées comme complément alimentaires. Les produits animaux d’origine terrestre
(viande, volaille, oeufs et lait) contiennent majoritairement des dérivés n-6 et des quantités variables
de n-3 selon le régime alimentaire des animaux dont sont issus ces produits (Simopoulos, 2001).

La composition en acides gras des lipides du lait maternel n’échappe pas a I’influence de
I’alimentation maternelle. Ainsi la composition lipidique du lait humain varie de 0,1 % a 1 % de
DHA, et cette variation est associée a la difféerence de consommation en poissons et fruits de mer
(Innis, 2004).
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V-4/ Apports nutritionnels conseillés pour les acides gras:

En 2001, I’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) a établi les Apports
Nutritionnels Conseillés (ANC) pour les acides gras chez ’homme, elle s’est autosaisie en 2006 en
publiant un avis en mars 2010 (AFSSA, 2010, saisine n° 2006-SA-0359). Les ANC sont des valeurs
de référence, qui couvrent les besoins physiologiques d’un individu en bonne santé (Tableau 1).
Ainsi, les nouveaux ANC ont été définis en considérant les besoins physiologiques minimaux et
optimaux afin de retarder I’apparition des pathologies (prévention primaire) (Tableau 6).

Les ANC sont établis pour le sujet adulte (homme ou femme) pour un apport énergétique de 2000
kcal. Chez I’adulte, la part lipidique dans 1’apport énergétique total (AET) est fixée a 35- 40%. De
plus, des recommandations particulieres ont été établies en fonction des différents types d’acides gras
concernés. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de I’apport énergétique sans alcool, excepté
pour I’acide eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA) ou elles sont exprimées
en milligrammes. Nous ne montrerons que les apports concernant les 2 grandes familles d’AGPI : les
AGPI n-6 et les AGPI n-3. Pour I’acide linoléique, précurseur des AGPI n-6, I’ANC a été fixé a 4%
des apports énergétiques (soit 10 g/jour chez I’homme adulte et 8 g/jour chez la femme adulte), tandis
que pour I’acide a-linolénique, a 1 % des apports énergétiques totaux (soit 2,5 g/jour chez I’homme
adulte et 2 g/jour chez la femme. De plus, il est important de bien équilibrer les apports en AGPI n-6,
par rapport, a ceux en AGPI n-3, en vue de pallier aux problemes de concurrence métabolique entre
les deux voies de conversion. Ainsi, dans le cadre d’un régime alimentaire global, il est recommandé
que le rapport entre LA et ALA soit inférieur a 5.

Les ANC ont également été établis pour les AGPI-LC n-3. Il est recommandé d’apporter 500mg
d’AGPI-LC n-3/jour a I'organisme dont 250 mg de DHA, car, le taux de conversion du précurseur

ALA en DHA dans I’organisme serait insuffisant pour satisfaire les besoins de ce dernier.
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Tableau 6: Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) en acides gras pour un adulte consommant
2000 Kcal (Avis du 1°" mars 2010 de PAFFSA). Les valeurs sont exprimées, excepté pour I'EPA et
le DHA, en pourcentage de |'apport énergétique sans alcool, que l'on appellera « apport
énergétique » (AE), par souci de simplification. Dans le cas du DHA (acide docosahexaénoique,
C22 :6 n-3) et de I'EPA (acide eicosapentaénoique, C20 :5 n-3), les valeurs sont exprimées en
milligrammes dans la mesure ou les études disponibles ont utilisé cette unité.

V-5/ Role des AGPI dans le mécanisme d’action membranaire:

Les AGPI, en particulier DHA et ARA sont les constituants important des phospholipides
membranaires des cellules et peuvent ainsi jouer un role sur l’activité de certains enzymes, de
transporteurs, de récepteurs, des canaux ioniques présents au sein des membranes (Frisardi, 2011)
(Figure 28.A). Contrairement aux acides gras saturés qui ont une conformation droite et rigide, les
AGPI présentent des courbures de leurs chaines carbonée due a la présence de doubles liaisons, qui
leurs permettent d’adopter différentes conformations. Ceci permet de moduler leur encombrement
stérique (propriété physique) au sein des membranes (Marszalek, 2005; Feller, 2008) (Figure 28.A).
Ainsi, le DHA joue sur la fluidité membranaire, mais également sur sa perméabilité et sur son
élasticité (Stillwell, 2003). La membrane des terminaisons neuronales (Synaptosomes) par exemple,
présentant une prédisposition a former des vésicules et a fusionner, est particulierement riche en DHA

(Salem, 2001; Stillwell, 2003). Les AGPI jouent également un rble dans la formation des
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microdomaines membranaires rigides, tels que les Rafts lipidiques (Région membranaire rigides riche
en sphingolipides et en cholestérol) (Shaikh, 2003). Ces zones particuliéres sont associées a de
nombreux récepteurs et protéines impliquées dans la signalisation cellulaire (Allen, 2007; Lang,
2007) (Figure 28.B).
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Figure 28: (A) En haut: la membrane est plus dense, moins perméable. En bas : mélange entre
acides gras saturés et insaturés, la membrane est plus souple et plus perméable. (B)Schéma

représentant la dynamique des membranes biologiques: le modéle de la mosaique fluide.
D’apres (http://www.ustboniface.mb.ca/cusb/abernier/Biologie/Cellule/membranefeuilles).

Les travaux de 1’équipe de Kim ont permis d’illustrer I’importance du DHA dans 1’accumulation de
phosphatidylsérine (PS) au niveau des membranes (Kim, 2010), et jouerait un un réle inhibiteur de
I’apoptose des cellules. En effet, I’accumulation de PS dans les membranes favoriserait la
translocation et I’activation des voies Akt, Raf et PKC. Ces voies de signalisation vont alors inhiber
la caspase 3, membre de la famille des cysteines protéases impliquées dans les phénomeénes

d’apoptose.

V-5. 1/ Mécanisme d’action des AGPI libres:
Au sein des membranes, les AGPI peuvent étre libérés des phospholipides sous I’action des
phospholipases A2 (PLA2) (Farooqui, 2006) (Figure 29). Plusieurs isoformes de PLA2 sont
particulierement bien décrites dans le cerveau tels que sPLA2 (secretory PLA2), cPLA2 (cytosolique
PLA?) et iPLA2 (Ca?* independant PLA2) (Burke, 2009 ; Rosa, 2009). Une fois libres, les AGPI sont
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pour la majeure partie réincorporés dans les phospholipides membranaires (Chen, 2008), mais
peuvent également étre convertis en médiateurs oxygénés (eicosanoides et docosanoides),
métabolisés via la f-oxydation afin de fournir de 1’énergie, réguler I’activité de certaines protéines et
I’expression de certains génes ou diffuser vers le plasma.

Les AGPI sont les précurseurs de médiateurs oxygénés appelés eicosanoides (prostaglandines,
prostacyclines, thromboxanes, leucotrienes et lipoxines) et docosanoides (résolvines et
neuroprotectines) qui sont synthétisées respectivement a partir d’AGPI a 20 carbones (EPA, ARA ou
DHA) (Farooqui, 2007; Orr, 2008). Ces dérivés jouent un rble de messagers cellulaires et sont
impliqués notamment dans les processus d’inflammation (Funk, 2001; Farooqui, 2006).
L’oxygénation des AGPI se fait soit par les lipoxygénases (5, 12, 15-LOX), soit par les cyclo-
oxygenases (COX-1 et COX-2).

Figure 29 : Principaux modes d'action des AGPT dans la physiologie cellulaire. Le ratio AA/DHA
dans les phospholipides membranaires module la physiologie cellulaire en modifiant
I'environnement physico-chimiques des protéines membranaires (enzymes, récepteurs et
canaux), en modulant le panel des médiateurs oxygénés issus des lipides suite a leur libération
des membranes sous I'action des PLA2 et en activant ou réprimant la transcription de certains
génes via les PPARs PLA2 : Phospholipases A2 ; AA : Acide Arachidonique ; DHA : Acide
Docosahexaénoique ; COX : Cyclo- Oxygénase ; LOX : Lipoxygénase ; CytP450 : Cytochrome
P450 ; PPAR : Peroxysomale Proliferator Activated Receptor.
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Les AG et leurs métabolites régulent ’expression de certains génes impliqués dans la plasticite
synaptique (Dyall, 2008 ; 2010), la neurogénése (Robson,2010 ; Su, 2010), la signalisation cellulaire,
la formation des canaux ioniques, le métabolisme cérébral et les processus du stress oxydatif ou
d’apoptose (Kitajka, 2002 ; Barcelo-Coblijn, 2003) via des facteurs de transcription tels que les
PPARs (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor), SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding
Protein) (Langelier, 2005).

Cette action des AGPI sur I’expression génique est extrémement rapide (Sampath, 2004) et s’effectue
de maniére directe par liaison avec les facteurs de transcription ou de maniére indirecte en inhibant la

transcription du récepteur ou sa fixation au gene d’intérét (Sampath, 2004).

V-6/ Inflammation liée a la synthése de médiateurs oxygénés par les AGPI:

De maniere générale, les médiateurs oxygénés générés a partir des AGPI n-6 ont des propriétés
opposées a ceux géneérés a partir des AGPI n-3; on attribue davantage une action pro-inflammatoire
aux AGPI n-6 et une action anti-inflammatoire aux AGPI n-3 (Layé, 2010).

Parmi les dérivés de I’ARA, on trouvera un certain nombre de prostaglandines (PG), de leukotriénes
(LT) et d’acides gras hydroperoxydés (HETE, hydroxyeicosatetraenoic) ayant une action pro-
inflammatoire. Ainsi, I’ARA a ¢été longtemps connu uniquement pour son rdle d’initiation et de
maintien de I’inflammation. Cependant, la classification est assez délicate car certains composés ont
des actions a la fois pro- et anti-inflammatoires (Calder, 2006; Serhan, 2011) (Figure 30). La PGE2
est capable de réguler sa propre production, en activant, au niveau des fibroblastes, la COX; elle
induit également la production d’interleukine IL-6 par les macrophages, ce qui lui confere des
propriétés pro-inflammatoires (Bagga, 2003). Cependant, elle pourrait également avoir une activité
plutét anti-inflammatoire en inhibant la 5-LOX et donc la production de LT de série 4 et en activant
la 15-LOX permettant la production de lipoxines anti-inflammatoires (Calder, 2006).

Les enzymes de conversion des AGPI n-3 et n-6 en dérivés oxygénés étant communes; il existe une
certaine compétition entre les différentes voies. Ainsi une supplémentation en huile de poisson riche
en AGPI n-3 réduirait la production des dérivés de I’ARA tels que la PGE2 (Calder, 2006). Par
ailleurs, une consommation de compléments alimentaires contenant de I’EPA diminuerait de fagon
dose dépendante la synthése de PGE2 par les monocytes chez le sujet agé (Rees, 2006). De plus, une
déficience en AGPIn-3 exacerbe la cascade de signalisation PLA2 induisant une libération massive
d’ARA et de ses dérivés eicosanoides pro-inflammatoire (Rao, 2007). Cette synthése accrue de

dérivés oxygénés de I’ARA est observée aussi dans le cas de démence vasculaire et de la maladie
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d’Alzheimer a (Yagami, 2006). Parallelement, ’inhibition de la COX a montré une amélioration des
troubles cognitifs et une baisse du stress oxydant (Tassoni, 2008).

En plus de réguler la production de dérivés pro-inflammatoires formés a partir de I’ARA, les AGPI n-
3 sont & la I’origine de dérivés anti-inflammatoires, comme les résolvines de série E et D (formées
respectivement a partir de I’EPA et du DHA) (Arita, 2005; Sun, 2007; Spite,2009) et les
neuroprotectines issues du DHA (Bazan, 2005).

La neuroprotectine D1 (NPD1), premiere neuroprotectine décrite, fut identifiée dans le cerveau, la
rétine, le foie et les reins (Ariel, 2007; Bazan, 2005). Elle est synthétisée a partir du DHA gréce a la
15-LOX. Elle constitue un inhibiteur potentiel de I’apoptose induite par un stress oxydatif important
et réduirait les processus pro-inflammatoires liée a la voie impliquant COX-2 (Bazan, 2009). De par
ses propriétés, la NPD1 jouerait un réle potentiellement bénéfique dans la maladie d’Alzheimer. Par
induction de programmes anti-apoptotiques et neuroprotecteurs, elle réduirait la neurotoxicité liee aux
peptides AP42 (Lukiw, 2005; Stark, 2011).
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Figure 30: Dérivés pro-inflammatoire de I'AA et anti-inflammatoires du DHA et de I'EPA
(Serhan, 2011).
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V-6. 1/ DHA et libération de cytokine:

Les AGPI et leurs dérivés peuvent agir sur la synthése et la libération des cytokines et interférer entre
les neurones. Chez I’homme, I’administration d’huile poisson limite la production des cytokines
inflammatoires (TNFa, IL1J) (Pluess, 2007). De méme, un régime riche en EPA atténue les effets
négatifs de 'ILIP sur la LTP et la mémoire spatiale chez le rat (Song, 2004; Lynch, 2007). Par
ailleurs, plusieurs études ont montré un rdéle bénéfique des AGPIn-3 sur les symptdmes dépressifs
souvent associés a I’¢lévation de cytokines inflammatoires. Les personnes agées dépressives
présentent des taux élevés de TNFa et d’IL6 corrélés a une augmentation du turn-over cortical de
sérotonine (5-HT) (McNamara, 2010). Chez les souris adgées dépressives dont 1’expression d’IL6 est
augmentée, un apport équilibré en AGPIn-6/n-3 diminue les symptémes dépressifs (Moranis, 2012).

V-7/ Impact des acides gras oméga-3 sur le vieillissement:

Les modifications observées au cours du vieillissement aussi bien chez les modeles animaux que chez
I’homme sont complexes, selon les structures, les cellules, les organites et les lipides considérés; les
acides gras oméga-3 sont concernes directement ou indirectement (Bourre, 2004). Il est a noter que
des docosanoides ont été mis en évidence dans le systeme nerveux (Bazan, 1989; Marcheselli, 2003).
Un mécanisme d’action particulier des acides gras oméga-3, et notamment du DHA implique les
régulations des ATPases: d’une part, par ce qu’environ 60 % de I’énergie cérébrale est en relation
avec ces enzymes (COX et LOX) (Turner, 2003) et, d’autre part, parce que les isoformes de ces
enzymes sont modulées par les acides gras oméga-3, soit I’ALA (Gerbi, 1993), soit le DHA et ’'EPA
des huiles de poisson (Gerbi, 1994). Par ailleurs, le métabolisme péroxysomal est implique, en
particulier au niveau des acides gras polyinsaturés (Perichon, 1998). Une étude récente a montré que
le déficit cognitif lors du vieillissement dans la population est en relation avec la diminution du
rapport oméga-3/oméga-6 des érythrocytes (Heude, 2003); un exces nutritionnel en acide linoléique
est en relation avec le déclin des performances cognitives, contrairement aux huiles de poisson
(Kalmijn, 1997a; 1997b). Par ailleurs, I’augmentation du stress oxydatif lors du vieillissement est due
a une diminution des protections contre les radicaux libres, induisant ainsi une diminution des acides
gras oméga-3 dans les structures nerveuses. En revanche, une alimentation enrichie en EPA pourrait
présenter des propriétés anti-oxydantes qui permettraient de lutter contre les effets du vieillissement
(Martin, 2002). En fait, la diminution des teneurs en acides gras polyinsaturés, dans les structures
cérébrales, peut résulter soit d’une diminution des transferts a travers la barriére hémato-
encéphalique, soit d’une réduction de leur incorporation dans les membranes, soit d’un

amoindrissement des activités des delta-6 ou delta-5 désaturases; mécanismes auxquels s’ajoute le
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stress oxydatif qui augmente la production des radicaux libres et par conséquent perturbe les fluidités
membranaires (Yehuda, 2002). La phosphatidylcholine améliore la mémoire, 1’apprentissage, la
concentration, la mémoire des mots et I’humeur chez les personnes agées en déclin cognitif (Kidd,
1999). Associée a la vitamine B12, la phosphatidylcholine améliore les performances
d’apprentissage, notamment chez la souris vieillissante (Hung, 2001). Mais il reste certain qu’un
approvisionnement adéquat en acides gras oméga-3 assure un bon renouvellement des membranes, et

protége contre le vieillissement cérébral.

V-8/ Cas particulier de I'impact des acides gras de la famille des oméga-3 sur les neuropathologies liées au
vieillissement
les acides gras de la famille des oméga-3 interviennent, dans la prévention des maladies vasculaires,

d’une part I’ALA lutte contre I’agrégation plaquettaire et I’inflammation (soit directement, soit par sa
transformation en EPA), et, d’autre part, les longues chaines carbonées (EPA et DHA) qui modulent,
entre autres, les triglycérides sériques; tous agissent sur la physiologie des cellules endothéliales et
musculaires des parois vasculaires, sur la pression sanguine, évitent I’arythmie cardiaque,
I’inflammation, etc. De plus, les acides gras oméga-3 jouent un r6le indispensable dans la
construction, le maintien et le fonctionnement du cerveau. Tous les lipides de cet organe, en
particulier les phospholipides, participent aux structures des membranes biologiques et ne sont pas
utilisés a des fins énergétiques. Ces phospholipides sont formés d’acides gras; environ un tiers des
acides gras cérébraux sont polyinsaturés. Parmi ceux-ci, un tiers (avec des variations selon les régions
cérébrales) sont issus de la famille oméga-3. Les acides gras oméga-3 sont donc a prendre
sérieusement en compte dans le cadre du cerveau et de ses fonctions supérieures (Bourre, 2004). Dans
un premier temps, il a été montré que la différenciation et la fonctionnalité de cultures cellulaires de
cerveau dissocié¢ nécessitent non seulement ’ALA, mais aussi les trés longues chaines carbonées
omeéga-3 et oméga-6 (Bourre, 1983). Il a ensuite été démontré que la carence alimentaire en ALA
altérait le cours du développement cérébral, perturbait la composition des membranes des cellules du
cerveau, neurones, oligodendrocytes astrocytes et d’organites comme la myéline et les terminaisons
nerveuses (Bourre, 1984). Cette carence se traduit par des déréglements physico-chimiques, induisant
des perturbations biochimiques et physiologiques, elle génére des perturbations neurosensorielles et
comportementales.

Des études réalisées chez les modeles expérimentaux ont montré que la carence alimentaire en ALA
induit des déficits comportementaux et cognitifs, en particulier au niveau de I’apprentissage (Bourre,
1989; Yamamoto, 1991; Wainwright, 2002) et de la mémorisation (Su, 2010). Une supplémentation

ponctuelle en AGPIn-3 peut améliorer certains scores cognitifs chez I’individu 4gé en condition
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physiologique (Petursdottir, 2008; Kelly, 2011; Labrousse, 2012) ou pathologique (Hooijmans, 2008;
Hashimoto, 2011). Le DHA a certainement joué un rdéle important dans I’évolution du cerveau
humain (Crawford, 2001). Toutefois, les réles respectifs de la composante vasculaire et du
parenchyme cérébral ne sont pas encore clairement définis. Ainsi, une relation est faite entre la
démence et le risque cardiovasculaire, avec un déficit en acides gras oméga-3, auquel s’ajoute une
augmentation des concentrations en homocystéine (Severus, 2001). L’hyperhomocystéinémie
constitue d’ailleurs un risque psychiatrique au cours du vieillissement (Reutens, 2002). Par ailleurs, le
DHA (1,5 a 1,8 g quotidiens de DHA a partir d’huile de poisson) a une activité anti-stress, et diminue
les tendances agressives chez les jeunes adultes en modulant le stress (Hamazaki, 2000). A des doses
voisines administrées pendant 2 mois a des personnes agées de 50 a 60 ans, I’agressivité est diminuée
de 30 %, alors que des doses de 150 mg quotidiennes sont insuffisantes (Hamazaki, 2002). 1l est
intéressant de noter que les acides gras omega-3 diminueraient la perception de la douleur, en
impliquant directement les processus neuronaux et gliaux qui générent la douleur inflammatoire
(Shapiro, 2003).

Des études épidémiologiques ont montré I’intérét des acides gras oméga-3 dans le cadre de la
prévention des démences. Plus précisément, une forte consommation d’acides gras insaturés et de
graisses non-hydrogénées protégerait contre la maladie d’Alzheimer, le contraire étant observé avec
les graisses saturees et les acides gras trans (Morris, 2003). La consommation de poisson gras
(Maquereaux, sardine, saumon) exerce un effet protecteur contre les démences et 1’Alzheimer. Par
ailleurs, des taux plasmatiques bas en acides gras oméga-3 (notamment en DHA) constituent des
facteurs de risque pour le déficit cognitif et divers types de démences, y compris celle d’ Alzheimer
(MA) (Conquer, 2000). Il existe des facteurs nutritionnels communs entre la démence vasculaire et la
maladie d’Alzheimer: Un excés d’acides gras oméga-6 et un déficit en acides gras oméga-3 induisent
des altérations de la microvascularisation, une inflammation chronique, une agrégation plaquettaire et
des dysfonctionnements endothéliaux (Otsuka, 2002). Cette hypothése expliquerait, partiellement,
que les perturbations cognitives chez I’homme trés 4gé sont positivement corrélées a la
consommation d’acide linoléique, et négativement avec celle de poisson (Kalmijn, 1997). Toutefois,
Un mélange d’ALA et d’acide linoléique dans un rapport quantitatif de 1/4 (administré sous forme de
capsules dans 1’étude en question) améliore la qualité de la vie de MA, mesurée par des tests divers
(orientation spatiale, coopération, humeur, appétit, mémoire a court et a long terme, hallucinations,
sommeil) (Yehuda, 1996).

Cependant, les résultats restent, a ce jour, assez disparates et certaines études n’ont pas permis de
confirmer cet effet bénéfique des AGPIn-3 sur le déclin cognitif et le développement de maladies
neurodégénératives (Arendash, 2007; Van de Rest, 2008; Fotuhi, 2009). Le réle des AGPIn-3 est
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donc complexe et les données publiées dépendent fortement, du modéle utilisé, du stade

d’avancement du déclin cognitif et/ou de la pathologie, ainsi que du type de supplémentation.

V-9/ Besoins en micronutriments:

Bien que les besoins en certains éléments nutritifs soient réduits avec 1’age, la consommation de
plusieurs micronutriments devrait étre augmentée chez la personne agée étant données la diminution
de I’efficacité de la digestion et de I’absorption causées par le vieillissement et les certaines maladies
associées (Chernoff, 2005).

Parmi les micronutriments, nous ne verrons ici que la vitamine D qui fait partie des modifications
induites dans les régimes étudiés dans le protocole de I’étude.

Les vitamines se definissent comme des substances organiques sans valeur énergétique. Cependant
elles sont indispensables a I’organisme. L homme étant incapable de les synthétiser (a I’exception de
la vitamine D et de la niacine ou vitamine B3 ou PP), elles doivent étre fournies par 1’alimentation.
Par ailleurs, la vitamine D est la seule vitamine liposoluble qui ne soit pas apportée majoritairement
par I’alimentation. En effet, chez I’homme la vitamine D peut étre synthétisée par les cellules
profondes de I’épiderme suite a une exposition solaire sous I’action des rayons ultraviolets. La
fonction premi¢re de la vitamine D est d’augmenter 1’absorption intestinale du calcium favorisant
ainsi la minéralisation et le métabolisme osseux. Elle est aussi impliquée dans de nombreuses
fonctions physiologiques: elle favorise la reproduction chez 1’animal, participe a la différenciation, au
métabolisme et aux activités des cellules immunitaires et joue un role sur la force musculaire.

Une carence en vitamine D engendre donc une ostéomalacie, une ostéoporose, une faiblesse
musculaire et une diminution des fonctions immunitaires (Breuil, 2004). Chez les adultes jeunes, les
ANC ont été fixés a Sug/jour. Cependant, avec I’dge, on observe une diminution de synthese de la
vitamine D au niveau de la peau. Les ANC sont donc augmentés a 400-600Ul/jour pour les personnes
agées. Au niveau de I’alimentation, on retrouve la vitamine D essentiellement dans les poissons de
mer gras (saumon).

Chez les personnes agées, des apports accrus de calcium et des vitamines D et K, sont nécessaires
pour la prévention de 1’ostéoporose et pour le maintien de la fonte musculaire et de la densité osseuse.
Des apports adéquats d’acide folique, de riboflavine et des vitamines B1 et B6 pourraient prévenir le
déclin des fonctions cognitives. Les vitamines E et C, étant des antioxydants, jouent un réle dans la
prévention des maladies chroniques (Payette, 2007). Bien que la carence en vitamine B12 touche
environ 30% des personnes agées de plus de 60 ans (Baik, 1999) les recommandations pour la

vitamine B12 chez les personnes agées sont les mémes que chez les adultes (Marian, 2009).
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Quant aux minéraux, leurs recommandations ne changent pas avec le vieillissement. Cependant, les
études ont montré que pour la majorité des minéraux, leurs niveaux sont sous-optimaux (Marian,
2009). De plus, l'apport de vitamines et de minéraux est associé a la quantité totale de nourriture
ingérée. Si l'apport en vitamines et minéraux est déja marginal, il peut tomber a des niveaux trop
faibles puisque l'apport total alimentaire diminue avec I'age (Kritchevsky, 2012). En effet, plusieurs
enquétes nationales ont montré qu'un pourcentage non négligeable de personnes agées ne recgoit pas
les quantités recommandées de nombreux nutriments a partir d’une alimentation normale seule
(Sebastian, 2007). Plus particulierement, les apports en vitamines A, C, D, E, K, D et acide folique et
en minéraux comme le calcium, le magnésium, le fer et le zinc posent problémes pour les personnes
agées (Marian, 2009). Toutefois, si les modifications alimentaires visant a améliorer I'apport sont
primordiales, l'utilisation de compléments chez les personnes agées semble étre benefique afin
d’atteindre les apports adéquats de ces micronutriments (Marian, 2009; Sebastian, 2007). Ces
recommandations sont €laborées pour les personnes agées d’une fagon générale afin d’assurer un
« vieillesse réussie ». Cependant, ces recommandations ne s’appliquent pas aux personnes agées

ayant des maladies chroniques nécessitant une thérapie nutritionnelle ou lorsqu’il y a une interaction

médicament-nutrition.
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2. OBJECTIF DU TRAVAIL

La malnutrition des personnes agées est désormais considérée comme un probléme de
santé majeur. Plusieurs études montrent que la malnutrition augmente avec 1’age et est
accompagnée de plusieurs troubles et dysfonctionnements métaboliques, notamment une
perturbation de I'noméostasie énergétique, installation d’une insulinorésistance, la fragilité, la
diminution de la masse musculaire et des troubles de la réponse immunitaire. Ainsi, La
manipulation nutritionnelle, au cours du vieillissement, est considérée comme l'une des
solutions possible pour surmonter, ou atténuer ces troubles liées au vieillissement. Parmi les
substances nutritives qui ont été largement étudiées, la composition en protéines (ou acides
amineés), la qualité des lipides (AGPI n-3) et les vitamines. En dépit de ces études qui tentent
de réduire la malnutrition, en adaptant I'alimentation a travers des suppléments nutritionnels,
il semble également nécessaire d'étudier les meilleures combinaisons d’apports « naturels » en
protéines et en lipides (quantité et qualité) ainsi qu’en micronutriments (vitamine D) pour les
personnes agées. C’est pour cette raison que nous avons entrepris une étude des conditions de
renutrition en mimant les besoins de ’'Homme et ce, a partir d’un modele de malnutrition

chez des rats ageés.

Mon travail de thése a pour but principal, a partir de 1’évaluation de I’'impact de la dénutrition
chez le rat agé, de déterminer le potentiel de différentes formules de réalimentation et
notamment celles contenant un mélange a haute teneur en protéines solubles de lait, associée a
un apport lipidique comportant a la fois de la matiére grasse laitiere et un apport en alpha-
linolénique sous sa forme la plus efficace (huile de colza ratio n-6/n-3 faible), complétée par

du DHA et enrichie en vitamine D. Mes résultats seront présentés en deux parties:

En premicre partie, nous avons évalué I'impact de différents régimes alimentaires au
cours de la période de renutrition sur la composition en acides gras (AG) du plasma, des
globules rouges et du cerveau des rats agés denutris ainsi que ses conséquences sur les AG
marqueurs du statut inflammatoire. Ces résultats sont présentés sous forme d’un manuscrit

soumis pour publication.

En deuxiéme partie, nous avons déterminé I’'impact de différents régimes alimentaires
au cours de la periode de renutrition sur la réponse hépatique a I’insuline, l'expression de
génes impliqués dans la régulation de I'noméostasie energétique et 1’inflammation
hypothalamique. Ces résultats sont également présentés sous forme d’un manuscrit soumis

pour publication.
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3. PARTIE EXPERIMENTALE

3.1. Présentation de la publication n°1

Impact de la dénutrition et de la qualité lipidique de différentes formules de renutrition
sur la composition en acides gras (AG) et les marqueurs du statut inflammatoire

dans les tissus du rat age.

Impact of denutrition and lipid quality for rapid restoration of tissue fatty-acids
and inflammatory FA markers in old rats

Ould-Hamouda H, Delplanque B*, Rosique C, Tassistro V, Bonhomme C, Le Ruyet P,
Taouis M, Martin JC.

NMPA, CNPS, Université Paris Sud, 91405 Orsay, France ; INRA 1260, Université Aix-
Marseille, 13385, Marseille France ; Lactalis Nutrition Santé, Torcé, France.
*corresponding author

Soumis pour publication a Plefa
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Résumé de étude 1

La dénutrition est trés fréquente chez les personnes agées et elle est associée a de
nombreuses pathologies et constitue un facteur majeur de fragilité. Elle s’accompagne d’une
baisse de la qualité

de vie, d’un risque accru de comorbidités, d'hospitalisation, d’ott majoration des cofits
des soins de santé. Des recherches sur des stratégies nutritionnelles, ou I’utilisation de
nutriments spécifiques visant a prévenir ou a limiter la dénutrition, sont en cours de
développement. La nutrition, notamment la qualité des graisses ingérées, est bien connue pour
avoir un impact sur la composition en AG du cerveau. Les apports en AGPI n-3 (précurseur
(ALA) et longues chaines-n-3 (DHA)), sont essentiels a chaque étape de la vie: pour le
développement précoce du cerveau, l'apprentissage, au cours du vieillissement et des
pathologies associées (Barcelo-Coblijn, 2009; recommandations Issfal, 2004,2008). Le statut
de malnutrition est souvent associé a des carences en proteines et en lipides de type omega3.
Ces carences pourraient étre restaurees par des corrections nutritionnelles spécifiques.

Au cours de cette étude, nous avons évalué¢ I'impact de la dénutrition et la qualité
lipidique des aliments de renutrition sur la composition en acides gras (AG) du plasma, des
globules rouges (GR), du cerveau et sur les marqueurs du statut inflammatoire chez des rats
agés dénutris. Pour ce faire, nous avons utilisé des rats males Wistar agés de 20 mois. Ces
derniers, ont été nourris ad-libitum pendant 12 semaines avec un régime standard (groupe
Control C) (4% de lipides de type huile de soja (8% ALA et 53% LA), 74% de glucides du
saccharose et de I'amidon de mais et 14% de protéines de caséine, complété par des vitamines
et de minéraux standards). Pour les besoins de 1’étude, les rats ont été soumis pendant 12
semaines a une restriction alimentaire de 50% utilisant la méme composition en acides gras
que celle du régime standard (groupe D) afin de mimer la dénutrition. A la fin de la restriction
alimentaire, 4 groupes ont éte réalimentés ad-libitum pendant 4 semaines avec soit:

- Un régime standard (groupe RF1) similaire au groupe C (régime témoin) contenant
14% de caséine et de 6% d'huile de soja (8% ALA et 53% LA) (par rapport a 4% dans
le groupe C) et de vitamine D a (1UI/g).

- Un régime similaire a celui du groupe de RF1 (groupe RF2) contenant les mémes
lipides (6% d'huile de soja) et méme niveau de vitamine D (1UI/g), ou la caséine a été
remplacée par les protéines solubles du lait (MSP).

- Un régime similaire a celui du groupe de RF1 (groupe RF3) en terme de quantité et de

qualité de protéine (14% de caséine) et de vitamine D a (1Ul/g), mais ot I'huile de
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soja a été remplacée par un mélange de 6% de matiéres grasses laitiéres et de colza
(50/50) apportant 4.9% d’ALA et 10% de AL, additionné de 0,072 g de DHA (oméga-
3 & longue chaine).

- Unrégime apportant la formule compléte (groupe RFF4) contenant un niveau accru de
protéine soluble du lait (22% vs 14% dans les groupes RF1, 2, 3) au détriment de
saccharose (18% vs 26%), avec toujours 6% de lipides sous forme du mélange de
matieres grasses laitiéres et de colza (50/50), additionné de 0,072 g de DHA (comme

dans le groupe RF3), complété par 5Ul / g de vitamine D (au lieu de 1Ul /g).

Les resultats montrent 1/que la restriction alimentaire de trois mois, bien que non
totalement carencée en ALA, induit une perte importante en omega3 (ALA et dérivés
LCn-3) alors que le dérivé ARA de la série n-6 est peu modifié, conduisant ainsi a une
élévation du statut pro-inflammatoire exprimé sous forme d’une augmentation du ratio
ARA/LCn-3 ; 2/ que quatre semaines de réalimentation avec la formule RF3 contenant le
mélange matiére grasse laitiere, colza et DHA, associé a de la caséine ou des protéines
solubles du lait, restaure (i) les valeurs de DHA du cerveau non restaurées par le régime
RF1 contréle (ii) augmente les valeurs plasmatiques et GR des dérivés LCn-3 (EPA,
DHA) a des niveaux supérieurs a ceux d’un régime contrdle (RF1) de renutrition et a
celles observees chez des rats agés contréles (C) non dénutris. Cette augmentation
s’accompagne d’une réduction importante des valeurs d’ARA, induisant une baisse
drastique dans le plasma et les GR du ratio ARA/EPA, un des marqueurs du statut pro-
inflammatoire.

Ces formules peuvent donc induire une réduction tres importante du statut
inflammatoire par rapport a celui observé généralement chez les vieux rats et pourrait
donc présenter un intérét beaucoup plus général en prévention des pathologies

associées au vieillissement, liées ou non a la dénutrition.
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Denutrition and lipid quality for a rapid fatty acid restoration of
tissues: impact on fatty acid inflammatory markers in old rats
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ABSTRACT 150 Plefa

Denutrition in elderly, associated to n-3FA and protein deficiency, is also associated to
increase mortality. Our objective was to evaluate the impact of four-week-refeeding formulas
containing a blend of dairy-fat/rapeseed/DHA associated with milk soluble proteins, on
plasma, RBC and brain FA in a model of 3month-restricted-old-rats and its consequences on
FA markers of the inflammatory status.

The dietary restriction induced n-3FA loss and a rise of the FA pro-inflammatory ratio
AA/LCn-3.

The four-week-refeeding formulas containing a blend of dairy-fat/rapeseed/DHA associated
with casein or milk soluble proteins, restored 1/brain DHA to normal values which were not
restored by the control diet (soya); 2/increased LCn-3 (EPA, DHA) to levels far above those
of the control refeeding diet and of control rats before denutrition, which, associated with AA
reduction, dropped AA/EPA or AA/DHA markers of the pro-inflammatory status in plasma,
RBC and brain.

This formula could offer anti-inflammatory benefits against ageing associated to or even prior
denutrition.
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INTRODUCTION

Aging is a complex biological process that is characterized by the progressive decline of physiological
and biochemical properties of individual tissues and organs, leading to senescence and related diseases
[1]. Nevertheless, denutrition, in the elderly, is a major health and societal concern as it contributes to
increased morbidity and mortality [2, 3]. Furthermore, denutrition contributes to enhanced risk of falls,
fractures, infections and blunted response to aggression, which leads to disability and poor quality of
life in the elderly [4, 5]. Besides, the malnutrition of elderly is accompanied by several disorders
including metabolic dysfunctions especially frailty which characterized by an essential fatty acids
(FA) deficiency, in particular n-3 [6-9], and constitutes a major factor of decreased muscle mass [10-
12], alteration of insulin responsiveness [13] and immune response deficiency [14, 15].

Considering these alarming data and the rising number of elderly people, there is an urgent need to
find a way to limit or avoid malnutrition among them [16-18]. Thus, the nutritional manipulation,
during aging, is considered to be a solution to prevent these disorders and limit damages [19-21].
Among the nutrients that have been widely studied, the quality of proteins or amino acids like
leucine and citrulline showed that they modulate muscle function in malnourished aged rats [22, 23].
For example, whey proteins result in higher muscle protein synthesis as compared to soy proteins [24]
and this has been attributed to the fact that soy proteins are preferentially directed towards splanchnic
synthesis as compared to whey proteins [25]. The new processing of native whey protein prepared by
microfiltration of skimmed milk fully maintains the nutritional and functional capacities of milk
proteins [26].

Another nutrient that have been largely studied is lipid quality and particularly n-3 PUFA as fish
oil; indeed, supplementing diet with fish oil Long Chain n-3 (LCn-3) FA or oleate-enriched diet,
improves insulin sensitivity [27, 28], reduced pro-inflammatory factors as IL6, due in part to the anti-
oxidative actions of LCn-3 [29-33] and restores muscle protein synthesis in old rats [34]. It is now
accepted that chronic inflammation is a major underlying condition of many age-related diseases, such
as atherosclerosis, arthritis, cancer, diabetes, osteoporosis, dementia, vascular diseases, obesity and
metabolic syndrome [35]. The dietary intake of fish oils containing LCn-3 such as eicosapentaenoic
(EPA; 20:5n-3) and docosahexaenoic (DHA,; 22:6n-3) FA decreases the plasma concentration of blood
lipids including cholesterol and triacylglycerol [36]. The benefit of CLn-3 has been attributed to both
EPA and DHA [37]. In addition, LCn-3 could increase, to some extent, bleeding time or erythrocyte
deformability [38] and decrease platelet aggregation [39], blood viscosity, and fibrinogen [40], thus
decreasing the tendency to thrombus formation. They, therefore, have a positive impact on diseases
such as hypertension [41], arthritis [42], atherosclerosis [43], myocardial infarction [44], thrombosis
[45], and some cancers [46].

A recent study showed that cognitive impairment in aging population is related to the decrease
erythrocytes n-3/n-6 ratio [47]; moreover, nutritional excess of linoleic acid (LA) is related to the
decline in cognitive performances [48] and the increased oxidative stress in aging, has been attributed
to a decrease in protection against free radicals, thus inducing a decrease in n-3 FA in nerve structures.
In contrast, a diet enriched in EPA could have anti-oxidant properties that help to fight against the
effects of aging [49,50]. Some studies have shown that spatial learning capacity is altered in n-3
deficient old rodents [6-9], while LCn-3 supplementation (fish oil) improves learning in old rats [51,
52] and in rodent models of Alzheimer’s disease [53, 54].

LCn-3 are not the only n-3 FA impacting these metabolic disorders: ALA the n-3 precursor of LCn-3
could be efficiently converted to LCn-3 depending of the FA environmental conditions. The LA/ALA
ratio has been recognized as an important factor driving the bioconversion of ALA into LCn-3 [55-57]
because of the competition between the parent n-3 and n-6 fatty acids for desaturation and elongation
pathways [58]. Variability in dietary n-6/n-3FA (LAJALA) has been demonstrating of importance [37,
59, 60].

An increase in dietary ALA as well as the LA/ALA ratio, decreasing from10 to 6 or less, in the same
fat matrix could promote the bioconversion to LCn-3 [61]. An illustration could be the comparison of
dietary oils like rapeseed or soya oils, containing similar levels of ALA but very different in terms of
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LA. Rapeseed is considered as a mono-unsaturated oil while soya is a poly-unsaturated one, rich in LA
and so, presenting a totally different LA/ALA ratio (10 vs 2o0r3). In this particular case we can
speculate that dietary use of rapeseed could be more favorable for a better bioconversion to LCn-3.

Arachidonic acid (AA), the LA desaturation product is a precursor of pro-inflammatory eicosanoids,
at least for most of them [62-64]. AA is more stable and less or negatively dependant of its precursor
LA [62, 65, 66] than could be the LCn-3; But this is still controversial [57].

It has been shown that utilization of fish oil in patients with cardiovascular diseases, induced a
reduction of the plasma ratio AA/EPA which was associated with a reduction of inflammation [67].
Some other studies showed that an increase intake of EPA+DHA induced a reduction of
AA/EPA+DHA in RBC [68]. So far, utilisation of AA/ Lcn-3 (EPA and/or DHA) ratio has been used
as a FA pro-inflammatory marker [62].

Recently, a reappraisal of the impact of dairy foods and milk fat on cardiovascular disease risk has
been published: no consistent association between consumption of milk fat and the increase in
cardiovascular risks has been proved [69]. Furthermore dairy foods could be associated with insulin
sensitivity [21, 27] but not with atherosclerosis [70]. Short-term buttermilk consumption has also been
shown to reduce blood pressure in normotensive individuals [71]. Indeed, despite its high content in
saturated fatty acids, milk fat has been reported to improve inflammation and to reduce central obesity
[72]. Due to its diversity and complexity, dairy fat needs further consideration. It is characterized by a
very complex composition and shows, for example, a high proportion of saturated fat, including short
and medium chains. However, the short- or medium-chain FA in milk fat are more efficiently
absorbed and might be beneficial for health [73]. Some studies reported the beneficial impact of dairy
products on the bioconversion of ALA in humans or animal studies [74, 75]. In a totally different
context, some others have shown that infants fed formulas based on dairy fats [76, 77] or evaporated
milk [78] have LCPUFA status midway between those fed formulas enriched with vegetable oils and
those fed breast milk, indicating a better bioconversion compared to pure vegetable oil formulas.

Some micronutriments like vitamin D, despite its classical effects on bone and calcium metabolism,
displays a wide spectrum of effects: those targeting the cardiovascular system [79]. Regular
consumption of vitamin D rich food, is protective against the onset of dementia in older adults. It is
also a neurosteroid hormone essential to neurophysiological function (regulation of neurotransmitters
and neurotrophins) with anti-inflammatory and antioxidant neuroprotective action. As such, vitamin D
enhances the efficacy of memantine in terms of neuronal protection and prevention of cognitive
decline in Alzheimer’s disease [80-85]. An additional intake of vitamin D, in older people, has been
shown to significantly improve muscle function and physical performance [86-89].

Despite the absolute necessity of nutritional studies on humans to evaluate the impact of denutrition
and how to improve recovery, some studies on animals models, by mimicking the denutrition status of
elderly could help to evaluate the best refeeding strategies, by using different combinations of natural
intake of protein, fat (quantity and quality) as well as micronutrients (vitamin D).

In the present work, after a FA tissues evaluation of denutrition in old rats, we assessed the impact of
refeeding with classical diets used for animal and a nutritional combination between milk soluble
proteins and lipids associated with n-3FA (ALA precursor from rapeseed, supplemented with DHA
from algae) and vitamin D, on the restoration of the FA profiles of the plasma, red blood cells (RBC)
and brain of old malnourished rats and its consequences on FA markers of inflammatory status.

Thus, old Wistar rats (20 month old) were submitted to food restriction (-50%) during 12 weeks in
order to mimic malnutrition. The duration of food restriction was chosen according to previous reports
[88]. Following food restriction, animals were re-fed with different nutritional combinations during 4
weeks. We have compared control diet (soya oil/casein semi-synthetic equivalent to chow diet) to
diets where milk soluble proteins replaced casein or where a blend of dairy fat/rapeseed/DHA replaced
soya oil, or both, with a specific increased level of proteins, in the presence of high vitamin D
concentration.
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MATERIALS AND METHODS
Animals and experimental design

All procedures were conducted according to the guidelines of laboratory animal care and were
approved by the local governmental commission for animal research: Ethic Committee for animal
experimentation of PARIS Center and South# 59 (FRANCE), with authorization # 91-519.

Male Wistar rats aged 20 months were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). They were
housed individually in controlled temperature (20-22°C) and hygrometry (around 40%) in a 12 h light:
12 h darkness cycle. They had free access to water.

Dietary composition. Table 1A, 1B

During the adaptation period (first 2 weeks) all rats were fed ad libitum with a control semi-synthetic
diet using, 4% soya oil as lipids to mimic the soya meal used for animal pellets, 74% carbohydrates
from sucrose and cornstarch and 14% proteins from casein, supplemented with standard vitamins and
mineral mix), following classical recommendations

A control group was maintained ad libitum for 3 months receiving a control semi-synthetic diet similar
to the adaptation diet (C group) with a daily spontaneous intake of 24.5 + 0.8 g/d (n=6), and then was
sacrificed (Figurel).

A dietary restriction program was applied to other animals and maintained for 3 months with an intake
at 50% of the ad libitum diet (12g/d, same composition) proposed every morning to the animals (fig.
1). At the end of the diet restriction period, rats (23 month-old) were separated: one group was
sacrificed as a denutrition group (D group, n=6) and the others were separated in four groups for
refeeding study (RF1, 2, 3, 4 groups n=6 per group).

These four re-feeding groups were assessed in order to compare the capacity of FA restoration on
plasma, RBC and brain of the refeeding diets differing by their protein quality (casein or specific milk
soluble proteins) or protein content (14% or 22%), associated to different lipid quality (soya oil or a
blend of milk fat/ rapeseed oil 50/50 enriched in DHA (72 mg/100g of diet) and associated to different
Vitamin D levels (table 1A). All refeeding diets were isocaloric and enriched in lipid compared to the
Ad Libitum control period (C group) (6% vs 4%) at the expense of sucrose (26% instead of 28%).
Group 1 (RF1 group) was refed with a diet similar to the C group (control diet) containing 14%
casein as source of proteins and 6% of soya oil as lipids (vs 4% in the C group) and vit D level
(1Ul/g). Group 2 (RF2 group) was refed with similar diet as the RF1 group, except that casein was
replaced by Milk Soluble Protein (MSP: Prolacta®, Lactalis Ingredients, Bourgbarre, France) with the
same lipids (6% soya oil) and vit D level (LUIl/g). Group 3 (RF3 group) was re-fed with similar diet
as RF1 group in terms of protein quantity and quality (14% casein) and vitD, except that soya oil was
replaced by a 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50) supplemented with 0.072g of DHA/100g of
diet. Group 4 was re-fed with a Full Formulae (RF4 group) containing an increased level of MSP
(22% vs 14% in the other groups) at the expense of sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend of milk-
fat and rapeseed (50/50) supplemented with 0.072g of DHA (like in the RF3 group), plus 5Ul/g of Vit
D (instead of 1Ul/) (table 1).

To avoid pathologies of the digestive tract a progressive refeeding from Dayl to Day5 was managed:
20g/d on D1 and D2, 25¢/d on D3, 30g/d on D4 and then ad libitum.

Body weights and food intake were daily measured in the refed groups and once a week during the
denutrition period.

We are very grateful to Lesieur who provided soya and rapeseed oils, DSM who provided DHA (from
algae) and to Lactalis who provided soluble milk proteins and milk anhydrous fat. Vit D ?2....., all
macro / micronutriments and preparation of diets were manufactured by UPAE, Inra, Jouy en Josas,
France and we are very grateful to X Blanc who was in charge of fabrication.

Tissue collection. Old rats were killed by decapitation between 8.00 AM h and 11.00 in a fasting
state. The blood was collected on heparin (10 1U/ml) cooled on ice, and plasma was separated by 20-
mn centrifugation (3500 t/mn at 4°C) from red blood cells (RBC) that were rinsed with saline solution
(NaCl 0.9%). The brain was promptly removed, placed on an ice-cooled watch glass, rinsed with cold
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saline solution (NaCl 0.9%). Tissues were immediately immersed in liquid nitrogen. The plasma, RBC
and brains were stored at -80°C for later analysis.

Lipid extraction and fatty acid derivatization into methy| esters.

Brain lipid extraction. Half of one brain was weighed and lyophilized. The samples were then
pulverized using a motorized potter for homogenization. A dry weight corresponding to 65 mg of fresh
tissue was rehydrated to 80% and extracted with 1.5 ml of hexane/iso-propanol (3/2, v/v) using a
protocol from Schwarz E et al [90]. After centrifugation (95009, 10 min, 4°C), the upper phase
(hexane) was recovered and evaporated to dryness under nitrogen. The dry residue was stored under a
nitrogen atmosphere at -80°C before fatty acid derivatization.

Red blood cell lipid extraction. Red blood cell lipids were extracted with 1.5 ml of hexane/iso-
propanol (3/2, viv) [90]. After centrifugation (9500 g, 10 min., 4°C), the upper phase (hexane) was
recovered and evaporated to dryness under nitrogen. The dry residue was stored under a nitrogen
atmosphere at -80°C before derivatization of the component fatty acids into methyl esters.

Derivatization in fatty acid methyl esters. Stock solutions of the reagents were prepared just
prior to each experiment. For each brain and red blood cell lipid extraction sample, 1.9 ml of stock
solution (1.8 ml of methanol and 100 pl of acetyl chloride) were freshly prepared and added to the dry
residue. For plasma, 250 pl of plasma and 1.9 ml of the stock solution were combined in screw-capped
glass tubes. The tubes were capped and heated at 100°C for 60 min. The tubes were allowed to cool at
room temperature. Hexane (1 ml) was added to the brain and red blood cells samples (distilled water
was added elsewhere), and the tubes were vortexed for 30 s. The upper organic phase was collected
with a Pasteur pipette. This extraction procedure was repeated to optimize lipid extraction. The
combined hexane solutions were dried under a stream of nitrogen, and the dry residue was then re-
dissolved in 80 ul (red blood cells sample), 100 ul (plasma sample) or 200 ul (brain sample) of
hexane, transferred to GC vials, and capped under nitrogen.

Fatty acid analysis by fast gas chromatography (fast GC). The analysis by fast GC was
performed on a 0.5-ul sample injected in split mode with a hydrogen flow rate of 10 ml/min. The
column was a capillary column (BPx70, 10 m x 0.1 mm ID x 0.2 um film thickness) (SGE
International Pty. Ltd. Australia). The temperature program was as follows: initial, 60 °C with a 0.5-
min hold; ramp, 20°C/min to 200°C, 7°C/min to 225°C with a 1-min hold, and then 160°C/min to
250°C with a 1-min hold. The instrumental conditions were as follows: The carrier gas was H, at a
flow rate of 61.4 cm/s and a constant head pressure of 206.8 kPa; FID was set at 280°C; the air and
nitrogen make-up gas flow rates were 450 ml/min and 45 ml/min, respectively; the injector split ratio
was 200:1; the detector sampling frequency was 50 Hz; the autosampler injections had a volume of 0.5
pl; and the run time for a single sample was 13.23 min with a sample injection-to-injection time of 16
min.

Statistical analysis. ANOVA were executed using Statview (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Results

To evaluate the potential of a full formulae containing a mix of high content of soluble milk
protein associated to a blend of dairy fat, rapeseed (50/50), supplemented with DHA and
enriched in vitD, we used a model of restricted fed old rat, non totally ALA deficient, to
mimic the situation of malnourished elderly people. In this paper we focused on fatty acids
modifications during denutrition and we aimed to determine which diet components could be
of interest to facilitate the FA recovery in old rats which could help to determine which
component could be useful for old people diet recommendations for a rapid recovery. This
paper presents only one part of a much larger protocol evaluating the impact on other
parameters (...in press)? To estimate the relative impact of each component: protein and fat
quality and/or content on lipids composition of different tissues (plasma, RBC, brain), and to
determine which one could be the most beneficial, we associated different changes of lipids
(soya equivalent to regular diet vs a blend of milk fat/rapeseed/DHA) and protein quality and
quantities (14% of milk soluble proteins vs casein) and proposed a full formula (milk
fat/rapeseed/DHA, 22% milk soluble protein) predicted as the most efficient (tablelA).

The first objective was to evaluate in old rats the potential impact on n-3FA of plasma, RBC
and brain which are generally deficient in old malnourished people, and how this could
interact with other FA, specifically n-6 and its potential pro-inflammatory consequences
expressed as ratios of different LCn-6/LCn-3.

Before the food restriction rats showed a body weight of 581.8 + 12.9 g, and following
restriction they lost 104.63 * 4.3 g. All re-fed groups gain a similar weight independently of
their diets with a mean body weight of 623.6 g.

ALA intake during the different periods of the protocol (tablel):

The 4% lipid control diet (C) provided 0.08 g/d of ALA, which was reduced to 0.04g/d during
the 3month-denutrition period (D) (50% of global intake) and goes up to 0.12g/d during RF1
and RF2 restoration (6% lipids as soya oil) and to 0.07g/d during RF3 and RF4 (6% lipids as
dairy-Fat/rapeseed/DHA) restoration periods. The n-6/n-3 (LA/ALA) ratio ranged from 6.6
(C, D, RF1 and RF2) to 2.1 (RF3 and RF4). DHA supplementation was only added to the F3
and F4 diets (0.072mg/100g diet)

1/Denutrition impact: Figures 2-6, supplemented tables 2-3-4,

Plasma, by comparing the FA of D and C groups whose diets differed solely by a 50%
reduction of all components (12g/day vs 24g/day of intake), a drastic reduction of plasma n-3
FA was observed: ALA (-34% p<0.01) and LCn-3 derivatives (-22% p<0.05), distributed
between EPA, DPA and DHA (respectively -65% p<0.002, -26% p<0.019, -12% ns).
Conversely, the n-6 FA, LA and its derived AA (20: 4n-6) were only weakly increased (+4%
ns and +8% p<0.084 respectively).

These FA modifications induced a 2.5 fold increase of the FA pro-aggregant, pro-
inflammatory ratio expressed as AA/EPA (p<0.003), while the others increased to a lower
extend AA/LCn-3 (+37% p<0.018) as well as AA/DHA (+22% p <0.078).

RBC the modifications were similar but not as important as those observed in the plasma: a
reduction of the levels of n-3FA: ALA (-18%ns) and LCn-3 derivatives (-16% p <0.009),
distributed between EPA, DPA and DHA (respectively -23% p<0.052, -17% p<0.023, -14%
p<0.054). Conversely in the n-6 FA, LA was not significantly modified (-10%) while AA was
increased (+9% p<0.002)
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These modifications induced, as in plasma, some increase of the FA pro-aggregant, pro-
inflammatory ratios expressed as AA/LCn-3 (+24% p<0.001), AA/EPA (+42% p<0.063) as
well as AA/DHA (+20% p <0.002).

Brain, a reduction of LCn-3 (-20% p<0.011) was observed, distributed between DPA and
DHA (-11% p<0.057, -20% p<0.012 respectively) while LA and ARA were not modified.
Finally the ratios AA/LCn-3 and AA/DHA were increased significantly by 11% and 12%
(p<0.019 for each)

2/Comparison of different refeeding capacity of diets to restore tissues FA.

Plasma, RBC and brain of 4 animal groups (n=6) receiving refeeding diets for one month and
differing by their protein quality or content, associated to different lipid quality and to
different Vit D levels (table2) were studied.

2a: Restoration of FA levels after one month refeeding with lipids similar to the control diet
C (RF1).

Refeeding capacity of a diet similar to the control normal diet (C), except that the content of
fat as soya oil was increased to 6% instead of 4%, was evaluated, first by a comparison with
tissue FA composition at the end of the denutrition period (RF1 vs D group) and then to the
control group before denutrition (RF1 vs C group).

Plasma: Clearly, by using a control soya diet (RF1), a recovery was observed showing an
increase in n-3FA, ALA, EPA and DPA (respectively, +35% ns +147% p<0,007 and +19%
p<0.022) initially reduced by denutrition, except DHA levels which were kept even lower (-
12% ns) than those obtained at the end of the denutrition period, while AA which was
slightly increased by denutrition, was reduced drastically (-25% p<0.001). Compared to the
denutrition phase, these modifications induced an important reduction of the inflammatory
markers expressed as the AA/EPA (-67% p<0.003), and to a smaller extend AA/LCn-3 or
AA/DHA ratios (-23% p<0.051, -14% ns respectively).

- Finally, ALA, EPA and DPA levels did not differed from the pre-denutrition status while,
surprisingly ARA, DHA and LCn-3 were still reduced significantly (-18% p<0.007, -22%
p<0.026, -17% p<0.09). However, with these concommitent reductions of LC n-6 and n-3, the
AA/LCn-3 or AA/DHA ratios were kept comparable to the control status before denutrition.

RBC Compared to the denutrition group, FA composition after refeeding with a diet similar
to the pre-denutrition control diet showed a small non significant increase in total LCn-3
(+9% ns) distributed between ALA, EPA and DPA (+25% ns, +55% p<0.034, +20%
p<0.056) while DHA was not modified (-2.5% ns). AA previously increased by denutrition,
was reduced (-6% p<0.015). As in the plasma, these modifications induced an important
reduction of the inflammatory markers expressed as the AA/EPA (-36% p<0.041), and
AA/LCn-3 (-10% p<0.049) but not with the ratios including only DHA (AA/DHA ns).

Finally, after refeeding with a soya diet and compared to the pre-denutrition control group,
ALA and DPAN-3 recovered the initial values, while EPA was slightly increased (+16%ns),
but DHA and LCn-3 were still reduced significantly (respectively -16% p<0.002, -8%
p<0.042). Since AA was not different from the control group, the FA pro-inflammatory ratios
AA/LCn-3 or AA/DHA ratios were increased compared to the control before denutrition
(respectively +23% p<0.001, +12% p<0.012), while the AA/EPA ratio came back to normal
pre-denutrition values.

Brain After refeeding with a diet similar to the pre-denutrition control diet, DHA was slightly
increased (10% p<0.06) and AA was not significantly changed as compared to the denutrition
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group, so that, compared to the control pre-denutrition group, DHA was still maintained
reduced by -12% (p<0.036), by consuming soya oil as dietary lipids. AA/DHA ratio slightly
recovered compared to the denutrition period (-5%) but did not reached the pre denutriion
status (+6%)

2b: Restoration of FA levels after one month refeeding with a lipid formula containing a
blend of milk-fat/rapeseed/DHA

This diet was identical to the refeeding RF1 diet in terms of protein (14% casein) and vitD,
except in the lipid composition.

The milk-fat/rapeseed (50/50) supplemented with DHA lipids, compared to the soya lipids
(TablelB) differed in many components despite the same daily intake (1.5g lipids/d). First the
level of ALA was reduced by 40% (0.07vs 0.12g/d) due to the mix of rapeseed oil and milk
fat (9.6% and 0.4% of total fat FA respectively) compared to the 8% of pure soya oil. The
level of LA was reduced by 6 since soya is an LA-rich oil (60%), contrarily to 20% for
rapeseed and 2.4% for milk fat. The diet level of oleic acid (18:1n-9) was almost twice the
levels of soya (24%), since rapeseed is a mono-unsaturated oil (61%) mixed with milk fat
(24%). Finally the LAJALA ratio differed from 6.6 for soya and 2.1 for the blend (2.1 for both
rapeseed and milk fat). DHA consumed per day was 0.02 g/d for the blend but absent from
soya oil.

The interest of milk fat was also the presence of saturated short and medium chains FA totally
absent from vegetable oil (0.18g/ per day including myristic acid 0.09g/d).

These major differences between the refeeding control and blend diets were reflected in the
FA tissues: (i) oleic acid levels were x2 in plasma (from 9% to 18%), increased by 50% in
RBC (from 6% to 9.5%); (ii) LA levels were reduced by 30% in plasma (from 19% to 12%),
by 20% in RBC (from 8.7% to 6.9%) and by 25% in the brain (from 0.67% to 0.5%). ALA
was also modified, but not as expected, considering the lower levels introduced by the blend
diet: a two fold increase in the plasma (from 0.5% to 1.1%), by 50% in RBC (from 0.1% to
0.15%) and no change in the brain (0.06%). Finally this induced a reduction of LA/JALA
ratios in the tissues of the RF3 blended group compared to the RF1 soya refed group: a two
fold decrease in plasma (17 vs 39), -35% with RBC (47 vs 75) and -20% with the brain (9 vs
11).

Another interesting impact of the milk fat blend was an increase in tissue myristic acid,
(absent from the refeeding RF1 soya diet): +50% in plasma, +16% in RBC and +16% brain
(from 0.1 to 0.3% of total FA depending on tissues)

As with the RF1 diet the refeeding capacity of this RF3 blended diet on n-3 and n-6 was
evaluated, first by a comparison with tissue FA composition: at the end of the denutrition
period (RF3 vs D group), at the end of the refeeding control diet (RF3 vs RF1 group) and
then to the control group before denutrition (RF3 vs C group).

Plasma First, compared to the denutrition period (D), using a blend of milk-
fat/rapessed/DHA (RF3) a recovery was observed by a large increase of 82% all the n-3 FA
(ALA +97% p<0.000; EPA +800% p<0.000; DPA +67% p<0.000, DHA +32% p<p<0.004)
and conversely n-6 LA and AA were reduced (-34% p<0.01, -35% p<0.000 respectively).
This induced a drastic reduction of the AA/LCn-3, AA/EPA or AA/DHA ratios (-63%
p<0.000; -93% p<0.000; -52% p<0.000).

Compared to the soya refeeding phase (control RF1), the blend induced an increase of 71%
(p<0.000) of all n-3 FA (ALA +46%ns; EPA +264% p<0.000; DPA +40% p<0.000, DHA
+50% p<0.000) and conversely n-6 LA and AA were reduced (-42% p<0.01, -14% ns
respectively). This conduced to a reduction of the AA/LCn-3, AA/EPA or AA/DHA ratios (-
53% p<0.000; -79% p<0.015; -44% p<0.002).
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Surprisingly, compared to the control pre-denutrition phase (C), the blend induced also a
further increase of all n-3 FA +42% (p<0.001) distributed between ALA +30% p<0.058, EPA
+211% p<0.000, DPA +23% p<0.037 and DHA +17% p<p<0.034. Conversely n-6 LA and
AA were reduced (-31% p<0.02, -30% p<0.02 respectively). A significant reduction of the
AA/LCn-3, AA/EPA or AA/DHA ratios (-52% p<0.002; -78% p<0.004; -41% p<0.001).

RBC First, compared to the denutrition period (D), using a blend of milk-fat/rapessed/DHA
(RF3) a recovery was observed by an increase of 48% (p<0.001) of all the n-3 FA (ALA
+59% p<0.000; EPA +414% p<0.000; DPA +43% p<0.001, DHA +24% p<p<0.062) and
conversely n-6 LA and AA were reduced (-12%ns, -15%p<0.000 respectively). This induced
a reduction of the the AA/LCn-3, AA/EPA or AA/DHA ratios (-40% p<0.000; -83% p<0.001;
-25% p<0.002).

Compared to the RF1 soya refeeding phase, using a blend of milk-fat/rapessed/DHA (RF3) a
35% (p<0.005) increase of all the n-3 FA was observed (ALA +27% p<0.046, EPA +232%
p<0.000, DPA +20% p<0.018, DHA +27% p<p<0.016) and conversely n-6 LA and AA were
reduced (-22% p<0.005, -9%p<0.001 respectively). This induced a further reduction of the
AA/LCn-3, AA/EPA or AA/DHA ratios (-37% p<0.000; -73% p<0.000; -27% p<0.001).
Compared to the control pre-denutrition phase (C), the blend RF3 induced also a further
+24% ‘p<0.001) increase of all LCn-3 FA (ALA +30% p<0.053; EPA +297% p<0.000; DPA
+18% p<0.008, DHA +6% ns) and conversely n-6 LA and AA were reduced (-20% p<0.011,
-71% p<0.007 respectively), which induced a significant reduction of the AA/LCn-3,
AA/EPA or AA/DHA ratios (-24% p<0.000; -76% p<0.000; -10% ns) compared to the old
control animals before denutrition.

Brain

First, compared to the denutrition period (D), using a blend of milk-fat/rapessed/DHA
(RF3), contrarily to RF1 (soya) which showed a further decrease, a recovery was observed
with RF3 by an increase of 19% (p<0.032) all the LCn-3 FA (DPA +14% p<0.033, DHA
+19% p<p<0.035) and conversely n-6 LA was reduced, but not AA (-18% p<0.028, -3% ns
respectively). This induced a reduction of the AA/DHA ratios (-13% p<0.009).

Compared to the RF1soya refeeding phase, using the RF3 blend of milk-fat/rapessed/DHA an
increase was observed of DHA (+9% p<0.029) and conversely n-6 LA was (-14% p<0.086)
and AA not modified. This induced a reduction of the AA/DHA ratios (-8% p<0.012). Oleic
acid was not modified.

More interesting the RF3 diet compared to the control pre-denutrition phase (C) showed
similar levels of DPA and DHA, while n-6 LA was reduced (-19% p<0.035) and AA not
modified as well as the ratio AA/LCn-3 or AA/DHA ratios.

2c: Impact of milk soluble protein (MSP) compared to casein: RF2 vs RF1

Milk Soluble Protein (RF2) was compared to the casein Control group (RF1) classically
used in animal pellet, with the same content of proteins (14%) and the same lipid (6% soya
oil) and vit D level (1Ul/g).

Plasma FA did not differed significantly whatever was the protein diet: casein or milk soluble
proteins, except AA which increased with milk soluble proteins (+24% p<0.014) and was
kept comparable to denutrition or control values, while DHA was not modified significantly
(+7%), nor the AA/LCn-3 ratio.

RBC seemed to be more sensitive to the protein differences: LCn-3 decreased as well as DHA

with the milk soluble proteins (-9% p<0.095, -14% p<0.016 respectively) and AA was not
modified. Finally the ratio AA/DHA was increased non significantly by 15% (p<0.069).
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Brain FA composition was not modified by the change of protein quality with this diet
containing 6% fat as soya oil.

2d: Impact of the MSP protein quantity, 22% vs 14% : RF4 vs RF3

Full Formulae (RF4 group) containing an increased level of MSP (22% vs 14% casein or MSP in the
RF1, 2, 3 groups) at the expense of sucrose (18% vs 26%), with the 6% blend of milk-fat and rapeseed
(50/50) supplemented with 0.072g of DHA plus 5Ul/g of Vit D (instead of 1UI/) was compared to the
RF3, differing only by the level and quality of protein (casein 14%).

Compared to RF3 the RF4 diet induced no major changes in plasma FA except a reduction of
Oleic acid (-22% p<0.09) and ALA (-29% p<0.09) and a non significant increase of DHA and
AA (+12%, +10% p<0.09).

In RBC an increase of DHA and AA was also noticed (+5%, +8% ns) as well as a reduction
of oleic acid and ALA (-7%, -10% p<0.057).

In the brain an increase of DHA and AA (+6%, +7% p<0.09) and a reduction of oleic acid
was observed (-4% p<0.005). These differences in LC were not significant but very repetitive
in each tissue.

These simultaneous increases of LCn-6 and LCn-3 associated to the increased levels in
dietary MSP, did not modified the different FA pro-inflammatory ratios (AA/LCn-3,
AA/EPA, AA/DHA).

The increased quantity of milk soluble protein at the expense of carbo-hydrates (RF4 vs RF3)
which induced a further increase of LC n6 and n-3, finally, did not impaired the benefit of the
reduced pro-inflammatory status observed with the blend of dairy fat/rapeseed/DHA alone

Discussion

In the present work we aimed to analyze the impact of different diets, that differed in their
compositions in terms of proteins and fat quality, on tissues FA in old malnourished Wistar
rats. A special focus was given to the combination of milk soluble proteins and milk lipids.

To mimic malnutrition, we have subjected old rats (20 months) to food restriction (50%)
during 12 weeks and this led, as expected, to a significant reduction of body weight
accompanied with different changes in FA.

Denutrition. Despite a dietary ALA level not totally deficient, the denutrition phase induced
specific and drastic modifications of ALA and LCn-3 while almost no modifications were
observed on LCn-6 (AA). This induced a large FA pro-inflammatory increase expressed
differently in the different studied tissues: a high increase of the AA/EPA for plasma and
RBC and to a lower extent an increase of AA/DHA for the brain plasma and RBC.
Modifications differed with tissues, the plasma being the most reactive while RBC maintained
lower modifications and the brain was only slightly modified.

The denutrition impact on FA of the studied organs could explain that some diseases like
cardiovascular or neurological pathologies are associated to malnutrition via an increase
inflammation.

Renutrition

The lipid composition of refeeding diets were quite different in terms of FA quality as
mentioned previously, and impact consequently and specifically DHA, Oleic acid and LA in
tissues, related to control (soya) or to the blend of milk fat/rapeseed/DHA diet content.
However, ALA levels were an exception since they are increased in tissues with the blend of
milk fat/rapeseed despite a lower intake compared to soya control diet.

The control diet (RF1 soya) characterized by an increase of ALA intake (6% lipids vs 4%),
induces a recovery to normal levels for ALA and LCn-3 which are increased to the pre-
denutrition level by the 1month-refeeding, except DHA values which were maintained not
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different (or even reduced) of those observed at the end of the denutrition phase. AA was still
stable or return to the pre-denutrition values, so that the AA/EPA pro-inflammatory ratio did
not differed from the pre denutrition phase except for the AA/DHA in RBC and Brain which
were still higher.

Interestingly, the brain DHA, which was moderately reduced by a3month-denutrition diet,
not totally depleted in ALA, seems to need probably more than 1month to recover despite the
50% ALA enrichment of the control diet. This may be linked to the large excess of LA in
soya which present a LA/ALA ratio not low enough to accelerate the bioconversion to DHA.
These brain modifications are quite questionable since the brain is known to be well preserved
against deficiency, but the counterpart seems to be that it needs also more time or more drastic
nutritional intake (preformed DHA) to be restored at normal values.

Recovery of RBC is apparently lower than those observed in plasma, probably linked to the
renewal time necessary for these cells.

The blend milk fat/rapeseed/DHA diet (RF3) compared to the control diet is characterized by
higher levels of oleic acid, lower levels of ALA, lower level of LA but a lower protective

LA/ALA ratio and supplementation by preformed DHA
First, these modifications were validated by a reduction in terms of LA and an increase of
oleic acid (OL) which could be attributed essentially to intake of rapeseed vs soya
The most interesting result was the increase of DHA levels in all tissues compared to the pre-
denutrition control animals (except the brain) which could be explained by the addition of
preformed DHA to the diet. The brain, a very strictly FA regulated organ did not show an
increase higher than the control but recovered to normal control levels within these 4weeks of
refeeding, regulation which was not obtained with the higher ALA level of the soya diet
(RF1). Furthermore DHA increased to higher levels than controls in plasma and RBC,
indicating that this supplementation could be beneficial in old animals, without any metabolic
disease, associated or not to a pre-denutrition phase or n-3 deprivation. This indicates also that
preformed LCn-3 as DHA should be added for a rapid recovery, at least of the brain,
preferentially to an increase in ALA when the proper low ratio could not be proposed (RF1
soya). The utilization of ALA introduced via a diet providing a proper (lower) ratio should
deserve further investigations. It has been reported that the reversal of DHA in the n-
3deficient rat brain takes more time than in plasma (8weeks vs 2weeks), when animals were
fed very low levels of n-3 for 2 generations [91]. However in our study the situation of these
animals was quite different in that their brain DHA depletion was much less important, due to
the duration and the mild conditions of depletion.

EPA and DPA were also increased in plasma and RBC: this could result from the
retroconversion of added preformed DHA, but also from an increase conversion of ALA
which could be attributed to the better (lower) LA/ALA ratio introduced by the simultaneous
utilization of rapeseed and milk fat presenting the same ratio (2.3 instead of 6.6 for soya).
This is a possible explanation despite the lower intake of ALA from this diet (0.07g/daily
instead of 0.12g/d for soya refeeding diet).

Furthermore the levels of ALA, despite these lower intake compared to control refeeding or
pre-denutrition phase (0.07g/d vs 0.12g/d and 0.08g/d respectively), were found higher in
plasma and RBC of animals receiving the blend diets (between+ 30/40% and +17/60%
depending of the tissues and diets). It is known that the conversion of ALA to EPA is not
limited, contrarily to DHA which is more regulated. So, it could be proposed that the levels of
ALA, despite this low intake and its better conversion to higher levels of EPA, could be
preserved of oxidation. The contents in of short- and medium-chain fatty acids of milk fat
could be the explanation. ALA is one of the best beta-oxidation substrates [92], whose
activity can prevent its conversion into very LCPUFA. Short-chain fatty acids, such as those
found in dairy fats, are also highly oxidized after absorption [93, 94], may thereby spare ALA
from oxidation, and favor ALA partitioning towards the desaturation and elongation
pathways, or just preserve it (inducing an increase ALA level in the corresponding tissue).
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The possible sparing of ALA from beta-oxidation by short-chain fatty acids is a plausible
explanation for our observation and has already been proposed (77).

AA reductions in plasma and RBC could be ascribed to the presence of preformed DHA in
the diet ad has already been reported (68, 95). This is also an important benefit from this
blend diet, since AA is known as a precursor of pro inflammatory metabolites contrarily to n-
3 which are precursors of anti inflammatory metabolites. AA (63, 64) is involved in initiation
and resolution of inflammation and its level is dependant of n-6/n-3 intake, as well as are the
LCn-3. The decreased levels of LA, generally negatively associated to AA levels (95) could
not be involved in our study. These AA modifications could present a very positive impact on
inflammation.

AA levels are quite stable and not significantly modified in the brain

RBC modifications are interesting in that they represent a useful index of dietary FA on brain
(96-97). So, our results in this animal model well recognized for brain studies mimicking
modifications of brain FA in humans (98, 99) should be of interest and could be applicable to
humans. We can expect that RBC modifications could give an idea of the human brain FA
modulation by dietary changes proposed in this study

The drastic reductions of the pro-inflammatory AA/ EPA or /DHA or /LCn-3 ratios,
depending on tissues, add a serious benefit to these formulas, not only by increasing the n-3,
but reducing AA and re-equilibrating the FA inflammation risk associated to denutrition as
well as the risk associated to “normal” ageing situation prior to any denutrition.

The role of proteins is not as clear and was not expecting to play a role on FA modifications.
However for some reasons which need to be further explored, an increase of milk soluble
proteins content (22% vs 14%), and not the milk soluble protein by itself, induced some
liminar, but repetitive increases in LCn-3 and LCn-6 in tissues. This seems to be associated to
a reduction of oleic acid, for some unknown reason (despite the same intake). Oleic is a
substrate for Delta6 desaturase, competiting with n-6 and n-3 families, and a lower level could
induce a redistribution of Delta6-desaturase activity towards n-6 and n-3FA. It seems that this
redistribution was similarly expressed as in the RF3 diet, since both AA and DHA were
increased and the AA/DHA ratios were maintained equivalent.

Finally the last formula, with increased level of MSP, impact positively the restoration of
DHA, ALA and LC-n3 of brain, plasma and RBC at higher levels compared to the soya
refeeding diet or to the pre-denutrition control diet. These modifications associated with lower
AA levels reduced the FA pro-inflammatory status compared to normal old rats and could
represent a general prevention diet against ageing.
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Conclusions

Denutrition in old rats, despite an absence of n-3 deficiency, induced a specific loss of n-3
(ALA and Lcn-3) in plasma RBC and brain which are associated to an increase of the FA
inflammatory markers. Recovery was only obtained after refeeding with Dairy
fat/rapeseed/DHA but not by soya diets. Our hypothesis is that the simultaneous ALA
precursors and LCn-3 increase associated to AA reduction has been obtained by the specific
association in the refeeding diet of dairy fat, rapeseed and DHA, which brings short chains
FA, a proper LA/ALA ratio and preformed DHA which induced a rapid recovery of brain
DHA and reduced drastically the FA pro-inflammatory status in plasma and RBC to much
lower levels than control and could offer large benefits against aging associated or not to
denutrition.

Funding
This study is supported by a grant from Agence Nationale de la Recherche (ANR, French
Agency for Research) (ANR-2010-ALLIA-013-05 PRESAGE).

There is online supplemental material: 3 FA tables

Acknowledgment:

These studies were supported by Agence Nationale de la Recherche (ANR, French Agency
for Research) (ANR-2010-ALLIA-013-05 PRESAGE).

We thank all colleagues involved in PRESAGE for their fruitful discussions and comments:
S. Walrand, Y. Rolland and D. Séguy. We are thankful to J. Lefebvre for animal care.

This work was partly presented at Issfal 2013, Stockohlm, NO, and at Journées chevreul
2015paris Fr

Author contributions:

HOH performed most experiments and participates in writing the manuscript, BD participate
in the experimental design, experiments and interpretation of nutritional data and of tissues
FA modifications and wrote the paper, CR and VT participate to the FA analysis, PL and CB
provided specific diets, contributed to the experimental design and to the manuscript revision,
MT supervised the study and contributed to the manuscript revision, JCM participate to the
FA analysis and contributed to the manuscript revision.

90



References

[1] E. Kisby, S. G. Kohama, A. Olivas, M. Churchwell, D. Doerge, E. Spangler, R. de Cabo,
D.K. Ingram, B. Imhof, G. Bao, Y. W. Kow. Effect of caloric restriction on base excision repair
(BER) in the aging rat brain. Exp Gerontol. 45(2010) 208-216.

[2] O. Bouillanne, G. Morineau, C. Dupont, I. Coulombel, JP. Vincent, I. Nicolis, S. Benazeth,
L. Cynober, C. Aussel. Geriatric Nutritional Risk Index: a new index for evaluating at-risk
elderly medical patients. Am J Clin Nutr. 82 (2005) 777-783.

[3] N. Kagansky, Y. Berner, N. Koren-Morag, L. Perelman, H. Knobler, S. Levy. Poor
nutritional habits are predictors of poor outcome in very old hospitalized patients. Am J Clin
Nutr. 82 (2005) 784- 791.

[4] P. Capodaglio, EM. Capodaglio, M. Facioli, F. Saibene. Long-term strength training for
community-dwelling people over 75: impact on muscle function, functional ability and life
style. Eur ] Appl Physiol. 100 (2007) 535-542.

[5] CJ. Liu, NK. Latham. Progressive resistance strength training for improving physical
function in older adults. Cochrane Database Syst Rev. (2009) CD002759.

[6] A. Latour, B. Grintal, G. Champeil-Potokar, M. Hennebelle, M. Lavialle, P. Dutar, B.
Potier, J-M. Billard, S. Vancassel, I.Denis. Omega-3 fatty acids deficiency aggravates
glutamatergic synapse and astroglial aging in the rat hippocampal CAl. Aging Cell. 12
(2013) 76-84.

[7] N. Yamamoto, Y. Okaniwa, S. Mori, M. Nomura, H. Okuyama. Effects of a highlinoleate
and a high-alpha-linolenate diet on the learning ability of aged rats. Evidence against an
autoxidation- related lipid peroxide theory of aging. J. Gerontol. 46 (1991) 17-22.

[8] M. Umezawa, A. Ohta, H. Tojo, H. Yagi, M. Hosokawa, T. Takeda. Dietary a-
linolenate/linoleate balance influences learning and memory in the senescence-accelerated
mouse. Brain Res. 669(1995) 225-233.

[9] I. Carrie, M. Smirnova, M. Clement, JD. De, H. Frances, JM. Bourre. Docosahexaenoic
acid-rich phospholipid supplementation: effect on behavior, learning ability, and retinal
function in control and n-3 polyunsaturated fatty acid deficient old mice. Nutr. Neurosci.
5(2002) 43-52.

[10] C. Guillet, M. Prod'homme, M. Balage, P. Gachon, C. Giraudet, L. Morin, ]J. Grizard, Y.
Boirie. Impaired anabolic response of muscle protein synthesis is associated with S6K1
dysregulation in elderly humans. FASEB J. 18 (2004) 1586-7.

[11] CS. Katsanos, H. Kobayashi, M. Sheffield-Moore, A. Aarsland, RR. Wolfe. Aging is
associated with diminished accretion of muscle proteins after the ingestion of a small bolus
of essential amino acids. Am J Clin Nutr. 82 (2005) 1065-73.

[12] D. Paddon-Jones, M. Sheffield-Moore, X]J. Zhang, E. Volpi, SE. Wolf, A. Aarsland, AA.
Ferrando, RR. Wolfe. Amino acid ingestion improves muscle protein synthesis in the young
and elderly. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 286 (2004) 321-8.

[13] M. Garcia-San Frutos, T. Ferndandez-Agulld, JM. Carrascosa, D. Horrillo, MT. Barrus, E.
Oliveros, J. Sierra, M. Ros. Involvement of protein tyrosine phosphatases and inflammation
in hypothalamic insulin resistance associated with ageing: effect of caloric restriction. Mech
Ageing Dev. 133 (2012) 489-497.

[14] TB. Harris, L. Ferrucci, RP. Tracy, MC. Corti, S. Wacholder, WH. Ettinger. Associations
of elevated interleukin-6 and C-reactive protein levels with mortality in the elderly. Am ]
Med. 106 (1999) 506-512.

[15] I. Bautmans, R. Njemini, M. Lambert, C. Demanet, T. Mets. Circulating acute phase
mediators and skeletal muscle performance in hospitalized geriatric patients. ] Gerontol A
Biol Sci Med Sci. 60 (2005) 361-367.

91



[16] X. Hebuterne, S. Schneider, JL. Peroux, P. Rampal. Effects of refeeding by cyclic enteral
nutrition on body composition: comparative study of elderly and younger patients. Clin
Nutr. 16 (1997) 283-289.

[17] WO. Seiler. Clinical pictures of malnutrition in ill elderly subjects. Nutrition. 17 (2001)
496-498.

[18] S. Walrand, C. Chambon-Savanovitch, C. Felgines, J. Chassagne, F. Raul, B. Normand,
MC. Farges, B. Beaufrere, MP. Vasson, L. Cynober. Aging: a barrier to renutrition?
Nutritional and immunologic evidence in rats. Am J Clin Nutr. 72 (2000) 816-824.

[19] F. Escriva, ML. Gavete, Y. Fermin, C. Pérez, N. Gallardo, C. Alvarez, A. Andrés, M. Ros,
JM. Carrascosa. Effect of age and moderate food restriction on insulin sensitivity in Wistar
rats: role of adiposity. ] Endocrinol. 194 (2007) 131-41.

[20] M. Dangin, C. Guillet, C. Garcia-Rodenas, P. Gachon, C. Bouteloup-Demange, K.
Reiffers- Magnani, J. Fauquant, O. Ballevre, B. Beaufrere. The rate of protein digestion affects
protein gain differently during aging in humans. J Physiol. 549 (2003) 635-44.

[21] PJ. Nestel, NS. Traznicky, NA. Mellett, G. Wong, DP. De Souza, DL. Tull, CK. Barlow,
MT. Grima, PJ. Meikle. Specific plasma lipid classes and phospholipid fatty acids indicative
of dairy food consumption associate with insulin sensitivity. Am J Clin Nutr. 99 (2014) 46-53.
[22] C. Faure, A. Raynaud-Simon, A. Ferry, V. Daugé, L. Cynober, C. Aussel, C. Moinard.
Leucine and citrulline modulate muscle function in malnourished aged rats. Amino Acids. 42
(2012) 1425-33.

[23] S. Le Plénier, S. Walrand, R. Noirt, L. Cynober, C. Moinard. Effects of leucine and
citrulline versus non-essential amino acids on muscle protein synthesis in fasted rat: a
common activation pathway? Amino Acids. 43 (2012) 1171-8.

[24] SM. Philips, JE. Tang, DR. Moore. The role of milk — and soy-based protein in support of
muscle synthesis and muscle protein accretion in young and elderly persons. ] Am Coll Nutr.
28 (2009) 343-354.

[25] JE. Tang, SM. Phillips. Maximizing muscle protein anabolism: the role of protein quality.
Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 12 (2009) 66-71.

[26] P. Le Ruyet, P. Le Goer. A native whey protein extract to fight sarcopenia. NutraFoods. 9
(2010) 33-37.

[27] M. Figueras, M. Olivan, S. Busquets, F.J. Lopez-Soriano, M. Josep. Effects of
Eicosapentaenoic Acid (EPA) Treatment on Insulin Sensitivity in an Animal Model of
Diabetes: Improvement of the Inflammatory Status. Obesity. 19 (2011) 362-369.

[28] S. Cardoso, S. Correia, RX. Santos, C. Carvalho, MS. Santos, CR. Oliveira, G. Perry, MA.
Smith, X. Zhu, P. Moreira. Insulin is a two-edged knife on the brain. ] Alzheimer Disease. 18
(2009) 483-507.

[29] C. Boudrault, RP. Bazinet, DWL. Ma. Experimental models and mechanisms underlying
the protective effects of n-3 polyunsaturated fatty acids in Alzheimer’s disease. J. Nutr.
Biochem. 20 (2009) 1-10.

[30] K. Li, T. Huang, J. Zheng, K. Wu, D. Li. Effect of marine-derived n-3 polyunsaturated
fatty acids on C-reactive protein, interleukin 6 and tumor necrosis factor a: a meta-analysis.
PLoS One. 9 (2014) 88-103.

[31] M. Taouis, K. Dagou, C. Ster, G. Durand, M. Pinault, J. Delarue. N-3 polyunsaturated
fatty acids prevent the defect of insulin receptor signaling in muscle. Am ] Physiol
Endocrinol Metab. 282 (2002) 664-671.

[32] J. Cancelas, PG. Prieto, ML. Villanueva-Penacarrillo, Y. Zhang, L. Portois, A. Sener, YA.
Carpentier, I. Valverde, WJ]. Malaisse. Glucose intolerance,associated to insulin resistance
and increased insulin secretion in rats depleted in long-chain omega3 faty acids. Horm
metab Res. 39 (2007) 823-5.

92



[33] SM. Hirabara, A. Folador, J. Fiamoncini, RH. Lambertucci, CF. Rodrigues, MS. Rocha, J.
Aikawa, RK. Yamazaki, AR. Martins, AC. Rodrigues, AR. Carpinelli, TC. Pithon-Curi, LC.
Fernandes, R. Gorjao, R. Curi. Fish oil supplementation for two generations increases insulin
sensitivity in rats. ] Nutr Biochem. 24 (2013) 1136-45.

[34] N. Tardif, J. Salles, JF Landrier, I. Mothe-Satney, C. Guillet, C. Boue-Vaysse, L.
Combaret, C. Giraudet, V. Patrac, J. Bertrand-Michel, C. Migné, JM. Chardigny, Y. Boirie, S.
Walrand. Oleate-enriched diet improves insulin sensitivity and restores muscle protein
synthesis in old rats. Clin Nutr. 30 (2011) 799-806.

[35] BP. Yu, HY. Chung. Adaptive mechanisms to oxidative stress during aging. Mech
Ageing Dev. 127 (2006) 436—443.

[36] S. Ikemoto, M. Takahashi, N. Tsunoda. High-fat diet-induced hyperglycemia and obesity
in mice: differential effects of dietary oils. Metab Clin Exp. 45 (1996) 1539-1546.

[37] JR. Hibbeln, LR. Nieminen, TL. Blasbalg, JA. Riggs, WE Lands. Healthy intakes of n-3
and n-6 fatty acids: estimations considering worldwide diversity. Am J Clin Nutr. 83 (2006)
51483-93.

[38] M. Poschl, C. Leray, R. Groscolas, P. Ruef, O. Linderkamp. Dietary docosahexaenoic
acid improves red blood cell deformability in rats. Thromb Res. 81 (1996) 283-288.

[39] S. Nomura, S. Kanazawa, S. Fukuhara. Effects of eicosapentaenoic acid on platelet
activation markers and cell adhesion molecules in hyperlipidemic patients with Type 2
diabetes mellitus. ] Diabetes Complicat. 17 (2003) 153-159.

[40] H. Nobukata, T. Ishikawa, M. Obata, Y. Shibutani. Long-term administration of highly
purified eicosapentaenoic acid ethyl ester improves the dysfunction of vascular endothelial
and smooth muscle cells in male WBN/Kob rats. Metab Clin Exp. 49 (2000) 1588-1591.

[41] D. UN. Long-chain polyunsaturated fatty acids interact with nitric oxide, superoxide
anion, and transforming growth factor-beta to prevent human essential hypertension. Eur ]
Clin Nutr. 58 (2004) 195-203.

[42] M]. James, SM. Proudman, LG. Cleland. Dietary n-3 fats as adjunctive therapy in a
prototypic inflammatory disease: issues and obstacles for use in rheumatoid arthritis.
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 68 (2003) 399-405.

[43] A. Steinmetz. Treatment of diabetic dyslipoproteinemia. Exp Clin Endocrinol Diabetes.
111 (2003) 239-245.

[44] C. Yosefy, JR. Viskoper, A. Laszt. The effect of fish oil on hypertension, plasma lipids
and hemostasis in hypertensive, obese, dyslipidemic patients with and without diabetes
mellitus. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 61 (1999) 83-87.

[45] R]. Woodman, TA. Mori, V. Burke. Effects of purified eicosapentaenoic acid and
docosahexaenoic acid on platelet, fibrinolytic and vascular function in hypertensive type 2
diabetic patients. Atherosclerosis. 166 (2003) 85-93.

[46] AW. Moses, C. Slater, T. Preston, MD. Barber, KC. Fearon. Reduced total energy
expenditure and physical activity in cachectic patients with panreatic cancer can be
modulated by an energy and protein dense oral supplement enriched with n-3 fatty acids. Br
J Cancer. 90 (2004) 996-1002.

[47] B. Heude, P. Ducimetiere, C. Berr. Cognitive decline and fatty acid composition of
erythrocyte membranes--The EVA Study. Am J Clin Nutr. 77(2003) 803-8.

[48] S. Kalmijn, EJ. Feskens, L]J. Launer, D. Kromhout. Polyunsaturated fatty acids,
antioxidants, and cognitive function in very old men. Am J Epidemiol. 145 (1997) 33-41.

[49] DS. Martin, P. Spencer, DF. Horrobin, MA. Lynch. Long-term potentiation in aged rats is
restored when the age-related decrease in polyunsaturated fatty acid concentration is
reversed. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 67 (2002) 121-30.

93



50] C. Feart, E. Peuchant, L. Letenneur, P. Bbarberger Gateau. Plasma eicosapentaenoic acid
is inverszly associated with severity of depressive symptomatology in the elderly: data from
the Bordeaux sample of the Three-City Study. Am J Clin Nutr. 87 (2008) 1156-62

[61] S. Gamoh, M. Hashimoto, S. Hossain, S. Masumura. Chronic administration of
docosahexaenoic acid improves the performance of radial arm maze task in aged rats. Clin.
Exp. Pharmacol. Physiol. 28 (2001) 266—-270.

[52] L. Kelly, B. Grehan, AD. Chiesa, SM. O'Mara, E. Downer, G. Sahyoun, KA. Massey, A.
Nicolaou, MA. Lynch. The polyunsaturated fatty acids, EPA and DPA exert a protective
effect in the hippocampus of the aged rat. Neurobiol. Aging. 32 (2010) 2311-2315.

[53] F. Calon, GP. Lim, F. Yang, T. Morihara, B. Teter, O. Ubeda, P. Rostaing, A. Triller, N.
Salem, KH. Ashe, SA. Frautschy, GM. Cole. Docosahexaenoic acid protects from dendritic
pathology in an Alzheimer’s disease mouse model. Neuron. 43 (2004) 633-645.

[54] M. Hashimoto, R. Tozawa, M. Katakura, H. Shahdat, AM. Haque, Y. Tanabe, S. Gamoh,
O. Shido. Protective effects of prescription n-3 fatty acids against impairment of spatial
cognitive learning ability in amyloid (3-infused rats. Food Funct. 2 (2011) 386-94.

[65] PL. Goyens, ME. Spilken, PL. Zock, MB. Katan, RP. Mensik. Conversion of alpha
linolenic acid in humans is influenced by the absolute amounts of alpha linolenic acid and
linoleic acid in the diet and not by their ratio. Am J Clin Nutr. 86 (2006) 44-53.

[56] A. Liou, DJ King, D. Zibrik, SM Innis. Decreasing linoleic acid with constant alpha
linolenic acid in dietary fats increases (n-3) polyunsaturated fatty acids in plasma
phospholipids in healthy men. ] Nut. 137 (2007) 1-8.

[57] AP. Simopoulos. The importance of the ratio of omega6/omega3 essential fatty acids.
Biomed Pharmacother. 56 (2002) 365-79.

[58] H. Mohrhauer, R.T. Holman. The Effect of Dose Level of Essential Fatty Acids Upon
Fatty Acid Composition of the Rat Liver. J Lipid Res. 4 (1963) 151-159.

[59] GL. Russo. Dietary n-6 abs n-3 polyunsaturated fatty acids: from biochemistry to clinical
implications in cardiovascular prevention. Biochem Pharmacol. 77 (2009) 937-45

[60] H. Okuyama, Y. Ishikawa, Y. Sun, T. Hamazaki, WE. Lands. Omega 3 Fatty acids
effectively prevent coronary heart disease and other late onset of diseases: the excessive
liloleic acid syndrome. World Rev Ntr Diet. 96 (2007) 83-103
[61] ANSES. - saisine no 2006-SA-0359 de 1’Agence francaise de sécurité sanitaire des
aliments relatif a 1’actualisation des apports nutritionnels conseillés pour les acides gras.
2010.

[62] WE. Lands, M. Inoue, Y. Sugiuria, H. okuyama. Selective incorporation of
polyunsatutated fatty acids into phosphatidylcholine by rat liver microsomes. ] Biol Chem.
257 (1982) 14968-72
[63] BS. Basavarajappa, RA. Nixon, O. Arancio. Endocannabinoid system: emerging role
from neurodevelopment to neurodegeneration. Mini Rev Med Chem. 9 (2009) 448-62.

[64] CN. Serhan, N. Chiang, TE. Van Dyke. Resolving inflammation: dual anti-inflammatory
and pro-resolution lipid mediators. Nat Rev Immunol. 8 (2008) 349-61.

[65] A. Liou, SM. Innis. Dietary linoleic has no effect on arachidonic acid, but increases n-6
eicosadienoic acid, and lowers dihommo-gamma-linolenic and eicosapentaenoic acid in
plasma of adult men. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 80 (2009) 201-6.

[66] O. Adam, G. Wolfram, N. Zollner. Influence of dietary linoleic acid intake with different
fat intake on arachidonic acid concentrations in plasma and platelet lipid and eicosaenoids in
female volonteers. Ann Nutr Metab. 47 (2003) 31-6
[67] VD. De Mello, AT. Erkkila, US. Schwab, L. Pulkkinen et al. The effect of fatty or lean fish
intake on inflammatory gene expression in peripheral blood mononuclear cells of patients
with coronary heart disease. Eur ] Nutr. 48 (2009) 447-55

94



[68] RW. Friesen, SM. Innis, Dietary arachidonic acid to EPA and DHA balance is increased
among Canadian pregnant women with low fish intake. ] Nutr. 139 (2009) 2344-50

[69] J.B German, R.A, R.A. Gibson, R.M. Krauss, P. Nestel, B. Lamarche, W.A. an Staveren,
J.M. Steijns, L.C. de Groot, A.L. Lock, F. Destaillats. A reappraisal of the impact of dairy
foods and milk fat on cardiovascular disease risk. Eur ] Nutr. 48 (2009) 191-203

[70] D. Mozaffarian, M.C de Oliveira Otto, R.N Lemaitre, A. M Fretts, G. Hotamisligil, M. Y
Tsai, D.S. Siscovick, J. A. Nettleton. Trans-Palmitoleic acid, other dairy fat biomarkers, and
incident diabetes: the Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA)1-3. Am ] Clin Nutr. 97
(2013) 854-61.

[71] V. Conway, P. Couture M.D, S. Gauthier, Y. Pouliot, B. Lamarche. Effect of buttermilk
consumption on blood pressure in moderately hypercholesterolemic men and women.
Nutrition. 30 (2014) 116-119

[72] S. Holmberg, A. Thelin. High dairy fat intake related to less central obesity: A male
cohort study with 12 years ” follow-up. Scand J Prim Health Care. 31 (2013) 89-94.

[73] A.C. Bach, V.K. Babayan. Medium-chain triglycerides: an update. Am ] Clin Nutr. 36
(1982) 950-952.

[74] ].M. Naughton, A.J. Sinclair, K. O'Dea, M.S. Steel. Effects of dietary butter enrichment on
the fatty acid distribution of phospholipid fractions isolated from rat platelets and aortae.
Biochim Biophys Acta. 962 (1988) 166-172.

[75] V. Rioux, D. Catheline, M. Bouriel, P. Legrand. Dietary myristic acid at physiologically
relevant levels increases the tissue content of C20:5 n-3 and C20:3 n-6 in the rat. Reprod Nutr
Dev. 45 (2005) 599-612.

[76] T.A. Sanders, D.]. Naismith. A comparison of the influence of breast-feeding and bottle-
feeding on the fatty acid composition of the erythrocytes Br ] Nutr 41 (1979) 619-623).

[77] Q. Du, J.C. Martin, G. Agnani, N. Pages, P. Le Ruyet, P. Carayon, B. Delplanque. Dairy
fat blends high in a-linolenic acid are superior to n-3 fatty acid-enriched palm oil blends for
increasing DHA levels in the brains of young rats. ] Nutr Biochem. 23 (2012) 1573-82.

[78] M.L. Courage, UR. McCloy, G.R. Herzberg, W.L Andrews, B.S. Simmons, A.C.
McDonald, C.N. Mercer, J.K. Friel. Visual acuity development and fatty acid composition of
erythrocytes in full-term infants fed breast milk, commercial formula, or evaporated milk. ]
Dev Behav Pediatr. 9 (1998) 9-17

[79] L. Wang, JE. Manson, Y. Song, HD. Sesso. Systematic review: Vitamin D and calcium
supplementation in prevention of cardiovascular events. Ann. Intern. Med. 152 (2010) 315-
323.

[80] JS. Buell, B. Dawson-Hughes, TM. Scott. 25-Hydroxyvitamin D, dementia, and
cerebrovascular pathology in elders receiving home services. Neurology. 74 (2010) 18-26.

[81] C. Annweiler, AM. Schott, Y. Rolland, H. Blain, FR. Herrmann, O. Beauchet. Dietary
intake of vitamin D and cognition in older women: a large population-based study.
Neurology. 75 (2010a) 1810-1816.

[82] C. Annweiler, AM. Schott, G. Allali. Association of vitamin D deficiency with cognitive
impairment in older women: crosssectional study. Neurology. 74 (2010b) 27-32.

[83] T. Etgen, D. Sander, H. Bickel, K. Sander, H. Forstl. Vitamin D deficiency, cognitive
impairment and dementia: a systematic review and meta-analysis. Dement. Geriatr. Cogn.
Disord. 33 (2012) 297-305.

[84] C. Annweiler, Y. Rolland, AM. Schott, H. Blain, B. Vellas, O. Beauchet. Serum vitamin D
deficiency as a predictor of incident non-Alzheimer dementias: a 7-year longitudinal study.
Dement. Geriatr. Cogn. Disord. 32 (2011)273-278.

95



[85] C. Annweiler, DJ. Llewellyn, O. Beauchet. Low serum vitamin D concentrations in
Alzheimer’s disease: a systematic review and meta-analysis. J. Alzheimers Dis. 33 (2013) 659-
674.

[86] PH. Haran, DA. Rivas, RA. Fielding. Role and potential mechanisms of anabolic
resistance in sarcopenia. J. Cachexia Sarcopenia Muscle. 3 (2012) 157-162.

[87] JE. Morley. Nutrition and the aging male. Clin Geriatr Med. 26 (2010) 287-299.

[88] S. Walrand, C. Chambon-Savanovitch, C. Felgines, J. Chassagne, F. Raul, B. Normand,
MC. Farges, B. Beaufrere, MP. Vasson, L. Cynober. Aging: a barrier to renutrition?
Nutritional and immunologic evidence in rats. Am J Clin Nutr. 72 (2000) 816-824
[89] H. Wang, A. Listrat, B. Meunier, M. Gueugneau, C. Coudy-Gandilhon, L. Combaret, D.
Taillandier, C. Polge, D. Attaix, C. Lethias, K. Lee, KL. Goh, D. Béchet. Apoptosis in capillary
endothelial cells in ageing skeletal muscle. Aging. Cell (2013).

[90] E. Schwarz, S. Prabakaran, P. Whitfield, H. Major, F.M. Leweke, D. Koethe, et al. High
throughput lipidomic profiling of schizophrenia and bipolar disorder brain tissue reveals
alterations of free fatty acids, phosphatidylcholines, and ceramides. ] Proteome Res. 7 (2008)
266-277.

[91] T. Moriguchi, J. Loewke, M. Garrison, JN. Catalan, N Jr. Salem. Reversal of
docosahexaenoic acid deficiency in the rat brain, retina, liver, and serum. ] Lipid Res. 42
(2001) 419-27.

[92 ] P.J. Jones. Dietary linoleic, alpha-linolenic and oleic acids are oxidized at similar rates in
rats fed a diet containing these acids in equal proportions. Lipids. 29 (1994) 491-495.

[93] V. Rolland, S. Roseau S, G. Fromentin, S. Nicolaidis, D. Tome, P.C. Even. Body weight,
body composition, and energy metabolism in lean and obese Zucker rats fed soybean oil or
butter. Am ] Clin Nutr. 75 (2002) 21-30.

[94] H. Bendixen, A. Flint, A. Raben, C.E. Hoy, H. Mu, X. Xu, et al. Effect of 3 modified fats
and a conventional fat on appetite, energy intake, energy expenditure, and substrate
oxidation in healthy men. Am J Clin Nutr.. 75 (2002) 47-56.

[95] RW. Friesen, SM. Innis, Linoleic acid is associated with lower Long-chain n-6 and n-3
fatty acids in red blood cell lipids in Canadian pregnant women. Am ] Clin Nutr. 91 (2010)
23-31
[96] SE. Carlson, JD Carver, SG House. High fat diets varying in ratios of polyunsaturated to
saturated fatty acid and linoleic to linolenic: a comparison of rat neural and red cell
membrans phospholipids. ] Nutr. 116 (1986) 718-25

[97] GR. Ward, YS. Huang, E. Bobik, HC. Xing, L. Mutsaers, N. Auestad, et al. Long-chain
polyunsaturated fatty acid levels in formulae influence deposition of docosahexaenoic acid
and arachidonic acid in brain and red blood cells of artificially reared neonatal rats. ] Nutr.
128 (1998) 2473-87.

[98] .M. Bourre, M. Piciotti, O. Dumont, J.C. Pascal, G. Durand. Dietary linoleic acid and
PUFA in rat brains and other organs. Minimal requirements of linoleic acid. Lipids. 25 (1990)
465-472.

[99] P. Guesnet, ].M Alessandri. Docosahexaenoic acid (DHA) and the developing central
nervous system (CNS) - Implications for dietary recommendations. Biochimie. 93 (2011) 7-12
Legendes

96



Male Wistar rats

20 month old
w-2 W0 W12 WIIG

| Adlibitum | I Adlibitum
I | | >
I I | 1
L 1L Ad libitum P I

I . g o I I
!-—>|4_ — — — Restriction 50% _ _ _ » D I
| Refeeding
f—pl= = = e ————— - [N YT EENNr l RF1
I I*l— Pldl bl
‘_’ ---------------------------------
I i ) 1 RF2
e U . » RE3
1 1 [ |
P e, RF4
i [ "I "l

Fig 1: Food restriction and re-feeding protocol for old Wistar rats.

Figure 1

Food restriction and re-feeding protocol for old Wistar rats. Old Wistar rats (20 month old) were
fed during two weeks with control semi-synthetic diet and then divided into 6 groups. One group was
maintained under same control diet (C, Control group) for 3months (24g/d): 14% protein, 74%
carbohydrate and 4% lipids (soya oil: 8% ALA-18:3n-3, 53% LA-18:2n-6). All other groups were
food restricted during 12 weeks (D, Denutrition group) with control diet C limited to 50% of ad
libitum consumption (12g/d vs 24g/d). The C and D groups were sacrificed at week 12 whereas the
remaining groups were re-fed with different diets during 4 weeks before sacrifice: RF1, RF2, RF3 and
RF4 groups. RF1: refed with a control diet containing 14% casein as source of proteins, with 6% of
the same lipid (soya oil) and vit D level (LUl/g); RF2: refed with similar diet as C except that casein
was replaced by milk-soluble-protein with the same lipid (6% soya oil) and vit D level (1Ul/g); RF3:
refed with similar diet as C in terms of protein quantity and quality (14% casein) and vitD, except that
soya oil was replaced by a 6% blend of dairy-fat/rapeseed (50/50) supplemented with DHA (4.9%
ALA, 10% LA, +0.072g /100g diet of DHA); RF4: refed with a full formulae similar to F3 except that
casein was replaced by an increased level of milk soluble protein (22% vs 14%) at the expense of
sucrose (18% vs 26%), containing the same 6% blend of milk-fat /rapeseed /DHA, and an increased
level of vit D (5Ul/g instead of 1UI/g).
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Restriction Refeeding
(12 weeks) (4 weeks)
¢ D RF1 RF? RE3 RF4
CASEIN 14 14 14 0 14 0
PROTEINS (G) | MILK
SOLUBLE
PROTEINS 0 0 0 14 0 1
S0YA 4 4 6 6 0 0
MILKFATS 0 0 0 0 3 3
FATS(G) RAPESEED 0 0 0 0 3 3
DHA 0 0 0 0 0,072 0,07
SUCROSE B B 26 16 26 18
CARBOHYDRATES | CORNSTARCH 46 46 46 46 46 46
CELLULOSE 4 4 4 4 4 4
VITAMIN VITDUIG 1 1 1 1 1 )
4% Mineral Mix + Standard Vitamin
T0TAL(G) 100 100 100 100 100 100
Table 1A : Composition of diets (g/100g diet)
Lipids and FA g/day
Total Dietary Intake 25g/d 12 g/d 25¢g/d 25¢g/d
C D RF1,RF2 RF3,RF4
LIPIDS 1g 0,5¢ 1,5¢ 1,5g
Soya Soya Soya Dairy-Fat/Rapessed
C14:0 0,09
C18:1w9 cis 0,24 0,12 0,36 0,61
C18:2 0,33 0,26 0,79 0,16
C18:3 0,08 0,04 0,12 0,07
18:2/18:3 6,56 6,56 6,56 2,11
C18:2 CLA 0 0 0 0,01
DHA 0 0 0 0,02

Table1B : Dietary fatty acid composition of diets (daily intake g/day)
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Plasma Fatty Acids

Fatty Acids C D RF1 RF2 RF3 RF4

C14:0 020£002°  018+002°  025+003° 020001 033+001° 030+003*
C18:1n-9 | 943+07% 9214076 1238+026° 912+088° 1873173 1406 +1 75"
C18:2n6 | 1905£006° 1983 +157° 2247+124% 1934+12* 1313+034° 1217061
CO0:4n6 | 2743£056° 2969+095 223541230 2771217 19161655 215541.86°
C18:3n-3 | 0564005 03740048  050+011° 054+008 072+006° 052 +008
C20:5n-3 | 0704009  024+003° 0594009 057+005 216023 241+034°
C22:5n3 | 082007  061£003°  072+00% 074+005 101£003 0854007
C22:6n3 | 379+022° 3344025 294+022° 315:017 44240145 482 +016°
LAJALA 35194203 5863+402° 3528+325° 3914+604° 1738+178° 2851 +589"
LC n-3 4684075  359+062"  365+059° 437025 76+0277 809+04%
ARALCn-3 | 525+04%  1311£5092° 5424039 6540317  2564027° 2844052
ARA/EPA | 435549522 13706420460 4548412222 4907 +58% 9534143 11124328
ARAIDHA | 7360477  902+063* 7624082 908+028% 435+038 471+05%

Tab 2: Plasma FA (% total) of control (C), restricted (D) and refed old Wistar rats (RF1,RF2, RF3 and RF4)

(C, Control group): for 3months with control diet (24g/d) (14% casein, 74% carbohydrate and
4% soya oil: 8% ALA-18:3n-3, 53% LA-18:2n-6); (D, Denutrition group) with control diet C
limited to 50% of ad libitum consumption (12g/d vs 24g/d); RF1: re-fed with a control diet
(C); RF2: refed with 14% milk-Soluble-Protein and 6% soya oil ; RF3 : re-fed with 14% casein
and 6% blend of Dairy-Fat/Rapeseed (50/50)/DHA (4.9% ALA, 10% LA, supplemented with
DHA); RF4: re-fed with a full formulae containing milk soluble protein (22% vs 14%) at the
expense of sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50)
supplemented with DHA, and 5Ul/g of Vit D.
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RBC Fatty Acids
Fatty Acids C D RF1 RF2 RF3 RF4
C14:0 016£001" 012+ 001  013£001%  013£001c  0,19£0012 0,16 0,01
C18:1n-9 664027 6570142  T14£0172  689£022 952£036" 890033
C18:2n-6 878+040° 7904047 898+0372  926+015@ 699+041¢ 6,3210.36°
C20:4n-6 2187+034"  3036+0460 2852£0372 27934042 25944045 2737 £095%
C18:3n-3 011£001  009+0005  012£001@ 042£0005 015£0005¢ 0,13+0,004¢
C20: 5n-3 0314001 0244003  037£004c 036+003 123£013¢ 113011
C22:5n-3 314£008°  260+01%  311£015  304£012 372£016¢ 3920240
C22:6n-3 364£010° 3121022  304£0110  254%014c 3860272 416014
LA/ALA 8257889 8526+46% 82129670 T7513+3310 471142313 4711253
LC n-3 71040112 596034  653+0220  593+024> 882+£040 922 +0 450
ARAILC n-3 3931008  490+01%  439£012  464+027° 299£010¢ 299 +0,09
ARA/EPA 9083 +3992 12866+ 913" 8187843 7809813 22214223 25574292
ARA/DHA 768+0240  919:025  941£028° 1082067 6910448 6,62+0,34

Tab 3: RBC FA (% total) of control (C), restricted (D) and refed old Wistar rats (RF1,RF2, RF3 and RF4)

RBC: Red Blood Cells; (C, Control group): for 3months with control diet (24g/d) (14% casein,
74% carbohydrate and 4% soya oil: 8% ALA - 18:3n-3, 53% LA-18:2n-6); (D, Denutrition
group) with control diet C limited to 50% of ad libitum consumption (12g/d vs 24g/d); RF1:
re-fed with a control diet (C); RF2: refed with 14% milk-Soluble-Protein and 6% soya oil ;
RF3 : re-fed with 14% casein and 6% blend of Dairy-Fat/Rapeseed (50/50)/DHA (4.9% ALA,
10% LA, supplemented with DHA); RF4: re-fed with a full formulae containing milk soluble
protein (22% vs 14%) at the expense of sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend of milk-fat and
rapeseed (50/50) supplemented with DHA, and 5Ul/g of Vit D. Results are expressed as
mean = SEM (n = 6), different letters indicate significant differences with at least p<0.05.
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Brain Fatty Acids

Fatty Acids c D RF1 RF2 RF3 RF4
C14:0 012+001 010£0003 011001 010£0003 0131001  0,12+0,01
C18:1n-9 [17,00£0,30 17,29£0272 1765£0,22% 1779+0,39® 18100200 17,37 £0,29%
C18:2n-6 | 066£003 065+0022 062+0028 0674002 053+0,04> 0514003
C20:4n-6 | 8881033 836+039 832:022 850+023 8111021 873+026
C18:3n-3 | 005001 007+001  006+001 006+0004 006+001 0,05+0003
C22:5n-3 | 032001t 0290012 032£001° 031+001> 033£001° 0314002
C22:6n-3 (1137035 906+067 993+048 10054023 108+0,28¢ 11,41+038
LA/ALA |1387£1505 1069+1,75® 1076+087® 1138+1,07® 897+062° 10,2740,79
LCn-3  [11,70£0,298 936054 1025+043* 1037 +022 1112+0,25® 11,720,372
AAILCn-3| 076+0,02> 084£002 080002 082+002 073£0,02 0,75+0,03
AADHA |078+002 087:002> 0821003 084+0020 0,76£002¢ 0,76 +0,03

Tab 4: Brain FA (% total) of control (C), restricted (D) and refed old Wistar rats (RF1,RF2, RF3 and RF4)

(C, Control group): for 3months with control diet (24g/d) (14% casein, 74% carbohydrate and
4% soya oil: 8% ALA-18:3n-3, 53% LA-18:2n-6); (D, Denutrition group) with control diet C
limited to 50% of ad libitum consumption (12g/d vs 24g/d); RF1: re-fed with a control diet
(C); RF2: refed with 14% milk-Soluble-Protein and 6% soya oil; RF3 : re-fed with 14% casein
and 6% blend of Dairy-Fat/Rapeseed (50/50)/DHA (4.9% ALA, 10% LA, supplemented with
DHA); RF4: re-fed with a full formulae containing milk soluble protein (22% vs 14%) at the
expense of sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50)
supplemented with DHA, and 5Ul/g of Vit D. Results are expressed as mean + SEM (n = 6),
different letters indicate significant differences with at least p<0.05.
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Fig 2: Impact of Denutrition and Refeeding Diet Quality on Plasma and RBC n-3 Fatty Acids
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Fig 3: Impact of Denutrition and Refeeding Diet Quality on Plasma , RBC and Brain DHA
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Impact of Denutrition and Refeeding Diet Quality on Plasma Inflammation Index
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Fig 5C: Impact of Denutrition and Refeeding Diet Quality on Brain Inflammation Index
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3. PARTIE EXPERIMENTALE
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3. PARTIE EXPERIMENTALE

Résumeé de l’étude 2

La dénutrition chez les personnes agées est souvent accompagnée de nombreux déreglements
métaboliques notamment ’altération du contréle de ’homéostasie énergétique associée a la
résistance a I’insuline. De nombreuses ¢études recommandent I’enrichissement de
I’alimentation des personnes agées en protéines et en compléments énergiques. Parmi ces
nutriments qui ont été largement étudiés : lipides, protéines et vitamines notamment la

vitamine D.

Malgré le nombre tres important d’études réalisées dans le but de déterminer une combinaison
alimentaire susceptible de contrecarrer ou au moins ralentir la malnutrition observée chez
certaines personne agées, ce domaine nécessite encore plus d’études fondamentales. En effet,
il serait nécessaire d’approfondir ces études sur les modéles animaux afin d’étudier 1I’impact
de nouvelles combinaisons de nutriments. Dans notre projet, on a utilisé le modele de rats
agés et on I’a soumis apres une restriction alimentaire a plusieurs régimes et notamment des

proteines et lipides extraits du lait.
Le protocole et les régimes sont identiques a ceux présentés dans la partie 1.

Les principales conclusions de notre projets sont les suivantes : 1/ la restriction alimentaire
chez les rats agés induit la surexpression du récepteur de D’insuline dans le foie,
I’hypothalamus et le tissu adipeux avec une augmentation des niveaux d’expression du facteur
pro-inflammatoire TNFa au niveau hypothalamique ; 2/ tous les régimes utilisés durant la
période de réalimentation augmente d’une maniére similaire le poids corporel ; 3/ le régime
de réalimentation composé de protéines soluble de lait, de lipides du lait en présence d’huile
de colza et DHA ainsi que de vitamine D (formule complete) augmente significativement la

prise alimentaire et réduit I’expression pro-inflammatoire IL6 au niveau hypothalamique.
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Abstract

The malnutrition of elderly is accompanied by several metabolic dysfunctions especially the
alteration of energy homeostasis regulation and the loss of insulin responsiveness. Nutritional
recommendations aim to enrich food by providing high protein and energy supplements. Among the
nutrients that were widely studied the protein composition and the quality of lipids. Numerous
studies attempted to overcome malnutrition in the elderly by adapting diet through nutritional
supplementations; it is still necessary to study the combinations between protein composition, lipids
and vitamin D. This could be achieved in animal models for malnutrition in elderly.

In the present study we investigated the impact of several diet formulae on insulin responsiveness,
inflammation and hypothalamic gene expression of key genes involved in energy homeostasis
control. To mimic elderly malnutrition, old Wistar rats were food restricted (-50%) during 12 weeks
and then re-fed during 4 weeks with different isocaloric diets: control diet (C), diet where milk
soluble proteins replaced casein (MSP), a blend of dairy fat/rapeseed/DHA (MRD) as fat or a full
formulae that combines milk soluble proteins and a blend of dairy fat/rapeseed/DHA (FF).

We conclude that: 1) food restriction led to the up-regulation of insulin receptor in liver,
hypothalamus and adipose tissue accompanied with increased TNFq in the hypothalamus; 2) in all
re-fed groups, re-feeding led to similar body weight gain during the re-fed period; 3) re-feeding with
a blend of dairy fat/rapeseed/DHA and milk soluble proteins induced higher food intake on the
fourth re-f associated with reduced hypothalamic IL-6 expression.
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Introduction

The malnutrition in older adults could be attributed to several factors including decreased food
intake (Nieuwenhuizena et al. 2010), reduced energy expenditure due to a sedentary lifestyle.
Moreover, the malnutrition in elderly subjects is due to the inappropriate consumption of different
nutrients including proteins and micronutrients. This leads to the impairment of energy homeostasis
control as evidenced by glucose intolerance and increased fat deposit leading to obesity (Foster et al.
2010). Paradoxically, aging has been also associated to anorexia resulting in the diminution of body
weight and cachexia (Biolo et al. 2014, Rolland et al. 2011). Thus, aging is characterized by the
alteration of energy homeostasis control and inability to respond to physiological needs (Kmiec
2011). Indeed, in old rats, the loss of appetite is associated with the down-regulation of hypothalamic
neuropeptide Y (NPY) expression, an orexigenic neuropeptide, without changes in the expression of
aMSH and CART, anorexigenic neuropeptides (Kmiec 2011).These changes in NPY are most likely
attributed to the alteration of both leptin and insulin hypothalamic signaling (Kmiec 2011). In
addition to the brain, aging progressively impairs the most metabolically active tissues such as liver,
adipose tissue and muscle leading to numerous defects at the molecular and cellular levels. Insulin
resistance is one of the common features of aging associated with malnutrition and metabolic
disorders (Garcia-San Frutos et al. 2012). Importantly, insulin resistance is also a risk factor of
cognitive decline and neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease in elderly (Paz-Filho et
al. 2008, Cardoso et al. 2009). Thus, promoting overall insulin responsiveness in elderly subjects may
contribute to the delay of the onset of some aging-related disorders including eating disorders,
inflammation and cognitive decline. This could be achieved through nutritional interventions.
Adapting protein and lipid quality and amounts in elderly diet is one of the nutritional manipulations
that may improve whole body insulin responsiveness, energy homeostasis control and inflammatory
status (Panza et al. 2011, Akinkuoliea et al. 2011, Volpi et al. 2013). Indeed, supplementing diet with
fish oil polyunsaturated (n-3) fatty acids improves insulin responsiveness and reduced pro-
inflammatory factors as IL6 (Chung et al. 2009, Li et al. 2014, Taouis et al. 2002, Cancelas et al. 2007).
Aging is also characterized by the loss of muscle proteins and slow muscle protein synthesis.
Consequently, efforts have been made to improve diet protein composition in order to increase
accretion of muscle proteins and to slow sarcopenia (Hirabara et al. 2013, Guillet et al. 2004,
Katsanos et al. 2005, Paddon-Jones et al. 2004). Different protein supplementations have been
tested in elderly subjects. Interestingly, whey proteins result in higher muscle protein synthesis as
compared to soy proteins (Philips et al. 2009). This has been attributed to the fact that soy proteins
are preferentially directed towards splanchnic synthesis with a higher extent as compared to whey
proteins (Tang et al. 2009). In addition, the improvement of insulin action in muscle is crucial in

maintaining a positive balance between protein synthesis and degradation, and then slowing down
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sarcopenia and frailty syndrome (Fulop et al. 2010). Despite the tremendous number of studies
attempting to overcome malnutrition in the elderly by adapting diet through nutritional
supplementations (Escriva et al. 2007, Dangin et al. 2003, Nestel et al. 2014), it is still necessary to
study the combinations between protein composition, lipids and micronutrients (as vitamin D). This
could be achieved in animal models (as old rodents) for malnutrition in elderly. However, establishing
these models cannot warrant a direct extrapolation to elderly subjects but could contribute to

highlight some research directions.

Here, we used new nutritional combinations consisting of milk lipids and proteins in association with
polyunsaturated (n-3) fatty acid in the presence of vitamin D, and investigated the impact on old
malnourished rats. To our knowledge, this is the first study that combines both milk lipids and
proteins in old rats. Indeed, it has been shown that despite its high content in saturated fatty acids,
milk fat has been reported to improve insulin sensitivity (Holmberg et al. 2013) and to reduce central
obesity (German et al. 2009). Furthermore, there is no consistent association between consumption
of milk fat and the increase in cardiovascular risks (Le Ruyet et al. 2010). The second nutrients tested
are milk proteins consisting of native whey protein prepared by microfiltration of skimmed milk. This
processing fully maintains the nutritional and functional capacities of milk proteins as previously
reported (Pfeifer et al. 2009). Thus, old Wistar rats (20 month old) were submitted to food restriction
(-50%) during 12 weeks in order to mimic malnutrition. The duration of food restriction was chosen
according to previous reports (Morley et al. 2010, Osowska et al. 2006). Following food restriction,
animals were re-fed with different nutritional combinations during 4 weeks. We have compared
control diet (soya oil/casein semi-synthetic equivalent to chow diet) to diets where milk soluble
proteins replaced casein or where a blend of dairy fat/rapeseed/DHA replaced soya oil or both, with

a specific increased level of proteins, in the presence of high vitamin D concentration.
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MATERIALS AND METHODS
Animals and experimental design

Male Wistar rats aged 20 months were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France).They were
housed individually in controlled temperature (20-22°C) and hygrometry (around 40%) in a 12 h
light: 12 h darkness cycle. They had free access to water.

During the adaptation period (first 2 weeks) all rats were fed ad libitum with a control semi-synthetic
diet (4% lipids from soya vegetal oil, 74% carbohydrates from sucrose and cornstarch and 14%
proteins from casein, supplemented with standard vitamins and mineral mix), following classical
recommendations (Table 1).

A control group was maintained ad libitum for 3 months receiving a diet similar to the adaptation
diet (AL group) with a daily spontaneous intake of 24.5 + 0.8 g/d (n=18). A dietary restriction
program was applied to other animals and maintained for 3 months with an intake at 50% of the ad
libitum diet (12g/d, same composition) proposed every morning to the animals (fig. 1). At the end of
the diet restriction period, rats (23 month-old) were separated: one group was sacrificed as a food-
restricted group (R group, n=18) and the others were separated in four groups for re-feeding study
(n=18 per group). These four groups were assessed in order to compare the capacity of restoration
on different physiological, or biochemical parameters in 4 animal groups receiving re-feeding diets
differing by their protein quality or content, associated to different lipid quality and to different
Vitamin D levels (table 2). All re-feeding diets were isocaloric and enriched in lipid compared to the
Ad libitum control period (6% vs 4%) in the expense of sucrose (26% instead of 28%).

In order to measure food intake all groups were individually housed.

Group 1 (CD group) was re-fed with the control diet containing 14% casein as source of proteins and
6% of soya oil as lipids and vit D level (1Ul/g). Group 2 (MSP group) was refed with similar diet as the
C group, except that casein was replaced by Milk Soluble Proteins (Prolacta®, Lactalis Ingredients,
Bourgbarre, France) (MSP), with the same lipid (6% soya oil) and vit D level (1Ul/g), this group was
assessed in order to study the effect of Milk Soluble Poteins. Group 3 (MRD group) was re-fed with
similar diet as C group in terms of protein quantity and quality (14% casein) and vitD, except that
soya oil was replaced by a 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50) supplemented with 0.072g of
DHA (long-chain omega3) (MRD), this group was assessed in order to study the effect of milk fat in
combination with DHA. Group 4 was re-fed with a Full Formulae (FF group) containing increased level
of Milk Soluble Protein (MSP) (22% vs 14%) at the expense of sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend
of milk-fat and rapeseed (50/50) supplemented with 0.072g of DHA (MRD), and 5Ul/g of Vit D
(instead of 1Ul/) (table 1), this group was assessed in order to determine the Impact of the
combination of milk fat and milk soluble proteins in the presence of DHA and vit D. To avoid
digestive problems a progressive refeeding from Dayl to Day5 was managed: 20g/d on D1 and D2,
25g/d on D3, 30g/d on D4 and then ad libitum.

All procedures were conducted according to the guidelines of laboratory animal care and were
approved by the local governmental commission for animal research: Ethic Committee for animal
experimentation of PARIS Center and South# 59 (FRANCE), with authorization # 91-519.
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Insulin and leptin sensitivity

To evaluate insulin and leptin sensitivity following re-feeding, each group (n=18) has been divided to
2 sub-groups. Overnight fasted aged rats received either saline solution or insulin (1U/kg of body
weight) bolus by intraperitoneal injection (IP), 30 minutes prior the sacrifice.

Metabolic and endocrine measures

Body weight and food intake were daily measured in the refed groups and once a week during the
food restriction period.

Blood samples were collected in heparinized tubes, centrifuged (3500t/mn during 20 min), and
plasma were stored at -80°C. Plasma glucose levels were measured using Accu-Chek kit (Performa).
Plasma levels of insulin and leptin were measured using ELISA kits (Millipore, Molsheim, France).
Plasma TNFa and IL6 levels were assayed by enzyme linked immunosorbent assay rat TNFa and IL6
ELISA kits (Invitrogen; life technology, France) respectively; according to the manufacturer’s
instructions.

Western blots analyses.

Following hormonal treatment, protein lysates from hypothalamus, Liver and Adipose tissue were
quickly removed and frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Samples were prepared for
Western blot analyses as previously described (Berthou et al. 2011). Briefly, Samples were
homogenized in 1 ml lysis buffer (10 mM Tris—HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA,1 mM EDTA,
0.5% nonidet-P40, 1% Triton X-100, protease inhibitor cocktail (0.35 mg/ml phenylmethylsulphonyl
fluoride, 2 mg/ml leupeptin, and 2 mg/ml aprotinin), and phosphatase inhibitor cocktail (10 mM
sodiumfluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 20 mM sodium b-glycerophosphate, and 10 mM
benzamidine) with Precellys 24/Cryolys (hypothalamus: 20s; liver and Adipose tissue: 2 X 20s).
Homogenates were incubated for 2 h at 4°C and then centrifuged (1h at 14 000 g at 4°C) and
supernatants were stored at -80°C. Protein concentrations of supernatants were determined using a
protein assay kit (BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France). Proteins extracts
(70 mg) were subjected to SDS—PAGE and transferred onto immobilon-FL membranes (immobilon-®
FL transfer membrane, Millipore, France). Blots were blocked with 5% BSA (Bovine Serum Albumin —
Euromedex) and then immunoblotted with primary antibodies raised against phospho (p)-
AKT(serd473), AKT, insulin receptor (IR), P38 mitogen-activated protein kinases (p38MAPK), B-tubulin
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); overnight at 4°C. For protein detection, we used
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies and chemiluminescence (Amersham
Biosciences life technologie, France). The blots were finally scanned and quantified using the
Carestream Molecular Imaging System 4000MM PRO (Carestream Health,Inc, France). Relative
protein quantities were normalized using B-tubulin antibodies.

RNA extraction and quantitative RT-PCR.

Hypothalamus, liver and adipose tissue of old rats were quickly removed in RNAse free conditions,
immediately frozen into liquid nitrogen, and stored at -80°C. Total RNAs were prepared for
guantitative RT-PCR as previously described (Benoit et al. 2013). Briefly, frozen samples of
hypothalamus, liver and adipose tissue were homogenized using tissue homogenizer (Precellys 24)
and RNA was extracted using TRlIzol LS reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
recommendations. One microgram of total RNA were reverse transcribed (F-572L M-Muly,
Finnzymes, Fontenay-sous-bois, France) and subjected to real-time PCR (Step-One, Applied
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Biosystems) using adequate primers and Fast SyberGreen Master Mix (Applied Biosystems). Relative
cDNA quantities were calculated from cycle thresholds (Ct) and normalized with the housekeeping
gene S18 (Rps18). All g-RT-PCR primers were purchased from Sigma ; and designed for UCP-2
(forward:5’-TGGCGGTGGTCGGAGATAC-3’, reverse: 5-GGCAAGGGAGGTCGTCTGTC-3’), UCP3
(forward: 5" -CCCAAAGGAACGGACCAC-3, reverse: 5-GGTTCTGTAGGCATCCATAGTC-3’), AdipoR1
(forward: 5’-GCTGGCCTTTATGCTGCTCG-3’, reverse: 5-TCTAGGCCGTAACGGAATTC-3’), AdipoR2
(forward:5’-CCACAACCTTGCTTCATCTA63’, reverse: 5-GATACTGAGGGGTGGCAAAC-3’), ObRb
(forward:5" -ACCACATACCTCCTCACACTA-3’, reverse: 5'-AGCAGTCCAGCCTACACTCTT-3’), IR (forward:
5’-TGCCACCAATCCTTCCGTTCC-3’, reverse: 5 —TCCTCCGCCTG CCTCTCC-3’), NPY (forward: 50-
ATGCTAGGTAACAAACG-3’, reverse: 5’-ATGTAGTGTCGCAGAG-3), IL6 (forward: 5’-
GTTGCCTTCTTGGGACTGATGTT-3',reverse: 5-ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTATC-3’), TNFa (forward: 5’-
CTCATTCCTGCTCGTGGCGG-3',reverse: 5-CCGCTTGGTGGTTTGCTACGA-3’), AMPK (forward:5’-
GAATGGAAGGTAGTGAATGC-3'reverse: 5-TAAAGTCTAGAAGATAGCTCCG-3’), 18S (forward:5’-
TCCCCGAGAAGTTTCAGCACAT-3, reverse: 5" -CTTCCCATCCTTCACGTCCTTC-3').

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using ANOVA (Statview Software program, version 5) for
metabolic, endocrine parameters, signaling, and gene expression experiments. The results are
expressed as mean = SEM, and P value < 0.05 was considered as statistically significant.
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Results:

Impact of food restriction and diet composition during re-feeding on body weight gain of old

Wistar rats.

We investigated the effect of food restriction and re-feeding using different diets on body weight
gain of old Wistar rats (20 month-old). Thus, six groups of rats were formed: an ad-libitum group (AL,
sacrificed before the start of food restriction), a restricted group (R, sacrificed at the end of food
restriction) and four groups refed with different diet compositions (CD: control diet, MSP: diet
containing milk soluble proteins instead of casein; MRD: diet containing milk fat and DHA; and FF:
diet containing both milk lipids and soluble proteins in addition to DHA and vit D). Rats were
sacrificed 30 days following the ref-feeding period. Rats were food restricted (-50% of their regular
intake) during 90 days and then ad-libitum re-fed for 30 days with CD, MSP, MRD or FF diets (fig 1).
Before the food restriction rats exhibited a body weight of 581.8 + 12.9 g, and following restriction
they lost 104.63 * 4.3 g. All re-fed groups gain a similar weight independently of their diets (fig 2)
with a mean body weight of 623.6 g.

Impact of diet composition during re-feeding on food intake and hypothalamic expression of NPY,

insulin and leptin receptors:

Following food restriction (90 days), old rats were re-fed as previously described for 30 days and food
intake was measured every two or three days. During the early stage of re-feeding (until d18) all
groups ingested similar amounts of food, but at d22 and d26 MRD and FF exhibited a higher food
intake as compared to CD and MSP groups (fig. 3A). To investigate whether these changes are
attributed to changes in the expression levels of hypothalamic neuropeptides and receptors involved
in the control of food intake, we measured the expression levels of NPY, POMC, IR and ObRb. NPY
expression is significantly increased in MRD and FF groups as compared to other groups (fig. 3B)
whereas POMC expression was not modified (data not shown). In addition, we show a down-
regulation of both IR and ObRb in MSP group as compared to all other groups (fig. 3C, and 3D). No

changes were observed between control (CD) and restricted groups.

- Impact of the diet composition during re-feeding on hypothalamic expression of genes involved in

cellular energy sensing:

To analyze the effects of diet composition during re-feeding on hypothalamic markers of energy
sensing, the expression levels of AMPK, AdipoR1, UCP-2 and UCP-3 were determined. We show that
AMPK expression is significantly increased in FF group as compared to other groups (fig. 4A). In

addition, we showed that the mRNA levels of AdipoR1 (fig.4B) and UCP3 (fig. 4C) are significantly
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reduced in MSP group. Figure 4C shows that UCP-2 expression is down-regulated in CD, MSP and

MRD groups as compared to FF group.

- Impact of food restriction and re-feeding on endocrine parameters and insulin responsiveness in

old rats:

We showed that food restriction is associated with a significant decrease in plasma levels of glucose
and insulin, with reduced HOMA index as compared to AL group (table2). Re-feeding during 30 days
increased plasma levels of insulin and leptin in all re-fed groups to reach the levels of AL group (table
2). In addition, the HOMA index was also restored. It is noteworthy that plasma insulin levels are
lower in FF group as compared to other re-fed groups However, pro-inflammatory factors (IL6 and

TNFo) were not affected by restriction nor by the quality of diet during the re-feeding (table 1).

-Impact of food restriction and re-feeding on liver insulin responsiveness:

We investigated the impact of food restriction on insulin responsiveness of old rats by measuring
insulin receptor expression in liver and adipose tissue. We show that restriction induced the up-
regulation of insulin receptor in both liver and adipose tissue (fig. 5A, 5B and 5B). However, the
insulin-dependent Akt phosphorylation in the liver was not significantly modified by food restriction
and insulin is able to phosphorylate Akt in both AL and R groups (fig. 5D). In addition, food restriction
led to the augmentation of inflammation markers in the liver and the hypothalamus. Indeed, food
restriction increased p38MAP kinase phosphorylation in the liver and TNFa expression in the

hypothalamus (fig. 5E and 5F, respectively).

To investigate the impact of diet composition during re-feeding on insulin—responsiveness, Akt
phosphorylation was measured in response to insulin challenge. We show that, insulin significantly
increased Akt phosphorylation in the liver of all groups (fig 6 A, B, C, D). However, the amplitude of

response was significantly lower in the MSP group as compared to other groups (fig. 6E).

- Impact of food restriction and re-feeding on liver expression of adiponectin receptors and AMP

kinase:

To investigate the effect of diet composition on the cellular energy sensing in liver, we studied the
potential changes in adiponectin receptors and AMPK activity. Following food restriction and re-
feeding with different diets as previously described, the expression levels of AdipoR1, AdipoR2 and
AMPK were assessed by gqRT-PCR in the liver. No differences were observed between the different
groups tested before or during food restriction nor during re-feeding, except that the expression of
AdipoR1, AdipoR2 and AMPK is significantly increased in CD group as compared to other groups (fig.
7A, 7B and 7C).
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- Impact of re-feeding on liver pro-inflammatory factors:

To determine the effect of re-feeding on liver inflammation, we have compared the expression levels
of TNFa and IL6 in liver of re-fed groups to AL and R groups. The expression of TNFa is significantly
higher in AL group as compared to food-restricted group and this diminution is maintained
independently of the composition of re-feeding diet (fig. 7D). IL6 expression is significantly higher in
AL and R groups as compared to all re-fed groups and this independently of diet composition (fig.

7E).

- Impact of food restriction and re-feeding on hypothalamic expression of TNFa. and IL6:

To determine the potential impact of different diets used during re-feeding period on hypothalamic
inflammation, we measured the expression of two markers: TNFo and IL6. We show that food
restriction significantly increased the expression of TNFa and re-feeding, independently of diet
composition, reduced its expression to reach the same level as AL group (fig. 8A). We also show that
IL6 expression is significantly reduced in FF group as compared to all other groups including R and AL

groups (fig. 8B).
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Discussion

Nutritional manipulations is now considered one of the promising solution to overcome, or at least
attenuate, many age-related disorders and diseases such as atherosclerosis, cancers, diabetes,
sarcopenia, metabolic syndrome, inflammation and obesity. Indeed, many reports revealed
increased malnutrition in the elderly which is associated with frailty, decline in muscle mass and
impairment of energy homeostasis control. Among nutrients that have been extensively studied for
nutritional manipulations during aging, the proteins take an important place. Indeed, this has been
driven by the important loss of skeletal muscle that could be, at least partially, attributed to amino
acids availability (Fukagawa 2013). Besides proteins, diet composition on carbohydrate and fat has
been also given much attention because of metabolic disorders associated to these macronutrients
in the elderly (insulin resistance, type 2 diabetes and obesity). However, the nutritional
manipulations are complex because macronutrients such as proteins, fat and carbohydrate are
involved in the regulation of food intake through amino acids, fatty acids and glucose, respectively,
and this could interfere with the theoretical efficacy of each nutrient. To add to the complexity, the
combination of nutrients with different quality, composition or energetic values could also play a role

in elderly diet and its efficiency and availability.

In the present work we aimed to analyze the impact of different diets that differ in their
compositions in terms of proteins and fat quality on insulin responsiveness, inflammation and the
expression of genes involved in the control of energy homeostasis in old malnourished Wistar rats. A

special focus was given to the combination of milk soluble proteins and milk lipids.

To mimic malnutrition, we have subjected old rats (20 months) to food restriction (50%) during 12
weeks and this led, as expected, to a significant reduction of body weight accompanied with
diminished glucose, insulin and leptin plasma levels. Food restriction induced the up-regulation of
insulin receptor in liver and adipose tissue, and maintained liver insulin-dependent Akt
phosphorylation as compared to ad libitum group. This is mostly due to the striking reduction of
plasma insulin levels. The food restriction of old rats induced the augmentation of p38 MAP kinase
phosphorylation in liver which is generally considered as a marker of cellular inflammation and
promotes the defect of insulin responsiveness (Qi et al. 2013). Food restriction also increased pro-
inflammatory factor TNFa. in the hypothalamus. The latest impairment is in good agreement with the
alteration of insulin signaling but in opposition with our early statement where food restriction did
not alter liver insulin-dependent Akt phosphorylation and this may be explained by a degree of
insulin alteration. Indeed, the food restriction reduced insulin plasma levels but most likely increased
animal stress, which may contribute to the onset of hypothalamic inflammation and activation of

liver p38, MAP kinase (Garcia-San Frutos et al. 2012).

118



Following food restriction, we have re-fed 4 groups with different diets differing by their content in
protein and fat quality, and in Vitamin D. Independently of diet quality, we show that all re-fed
groups gain similar body weight and almost reach the body weight of ad libitum fed group. This body
weight catch up reaches almost 80% within 4 weeks of re-feeding. This is associated with significant
increase of plasma leptin levels in all groups. However, plasma insulin levels were significantly
increased in all re-fed groups as compared to restricted groups, but FF group exhibits a significantly
lower plasma insulin levels as compared to C, MSP and MRD group. Thus, in FF group the plasma
glucose level is similar to that of all other re-fed groups with lower plasma insulin level and this could
be attributed to better insulin responsiveness. Indeed, the full formula contains both milk fat and
milk soluble proteins with high concentration of vitamin D. Furthermore, FF group exhibited a higher
food intake that is correlated to the up-regulation of orexigenic neuropeptide NPY in the
hypothalamus. Similar results concerning food intake were obtained with MRD group. FF and MRD
diets share in common similar content of milk fat and rapseed/DHA. Thus we suggest that the fat
quality increased the appetence for these two diet combinations. However, the combination of fat
milk with milk soluble proteins seems to have a beneficial effect as compared to MRD group as
evidenced the reduced expression of pro-inflammatory cytokine IL6 in the hypothalamus of FF group.
Indeed, it has been reported that the hypothalamic inflammation is implicated in the alteration of
neural circuitry and subsequent impairment of energy homeostasis regulation (Meng et al. 2011).
Thus, these beneficial effects of FF formulation are due probably to the combination of milk soluble
proteins, milk fat associated LC-omega 3 fatty acids and high doses of vitamin D. Indeed, whey
proteins have been described to improve insulin responsiveness (Arciero et al. 2014) and vitamin D
supplementation has been described to reduce neuroinflammation (Adzemovic et al. 2013 38) and its
deficiency promotes cognitive decline (Keeney et al. 2013). In addition, the protective effects of
omega 3 fatty acids have been previously described concerning their action to prevent insulin
resistance, inflammation and neuro-inflammation (Kalupahana et al. 2011, Oliver et al. 2012,

Figueras et al. 2011).

Taken together our results show that: 1) food restriction led to the up-regulation of insulin receptor
in liver, hypothalamus and adipose tissue accompanied with increased pro-inflammatory TNFa in the
hypothalamus of old Wistar rats, 2) in all re-fed groups, re-feeding led to similar body weight gain at
the end of the 4 weeks of re-fed period, 3) re-feeding with a blend of dairy fat/rapeseed/DHA (full
formulae or MRD) induced a higher food intake, 4) the combination of milk soluble proteins and fat

milk in the presence of vitD and omega 3 PUFA (FF group) reduced hypothalamic IL-6 expression.
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Legend to figures

Figure 1

Food restriction and re-feeding protocol for old Wistar rats. Old Wistar rats (20 month old) were fed
for two weeks chow diet during two weeks then divided into 6 groups. One group was maintained
under chow diet (AL) and all other groups were food restricted during 12 weeks. The AL group was
sacrificed at week 12 whereas the remaining groups were re-fed with different diets during 4 weeks
before sacrifice: CD, MSP, MRD and FF groups. CD: re-fed with a control diet containing 14% casein
as source of proteins; MSP: refed with similar diet as CD except that casein was replaced by Milk-
Soluble-Protein with the same lipid (6% soya oil) and vit D level (1Ul/g); MRD : re-fed with similar
diet as CD in terms of protein quantity and quality (14% casein) and vitD, except that soya fat was
replaced by 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50)supplemented with DHA (long-chain omega3);
FF: re-fed with a full formulae containing milk soluble protein (22% vs 14%) at the expense of
sucrose (18% vs 26%), with a 6% blend of milk-fat and rapeseed (50/50)supplemented with DHA, and
5Ul/g of Vit D (instead of 1Ul/).

Figure 2

Impact of food restriction in re-feeding in old Wistar rats. Wistar old rats (20 week old) were divided
into two groups: an ad libitum fed group (AL) and food restricted group (-50% of energy intake, R),
these groups were maintained for 90 days under these regimen. Al group was sacrificed at day 90
and R group was divided into 5 groups, one group was sacrificed under the fed-restriction state (R),
and the other groups were re-fed with CD, MSP, MRD or FF diets for additional 30 days. Body weight
was measured daily and results are expressed as mean + SEM, n= 18, ** indicates p<0.001.

Figure 3

Impact of re-feeding on food intake and hypothalamic expression of NPY, insulin and leptin
receptors. A: Food intake as Kcal/BW was measured from day 4 to day 26 of re-feeding period. Until
day 8 all re-fed groups received the same amount of food, and then all groups were re-fed ad libitum
with the adequate diet. results are expressed as mean + SEM, n= 18, *** indicates p<0.001. The
hypothalamic expression of NPY (B), insulin receptor (IR, panel C) and leptin receptor (ObRb, panel D)
was measured using qRT-PCR of total RNA extracted from all groups at the end of the experiment.
Results were normalized to 18S ribosomic RNA and expressed as mean results are expressed as mean
+ SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when samples were compared to AL group.

Figure 4

Impact of food restriction and re-feeding on hypothalamic expression of genes involved in energy
homeostasis. Following sacrifice and hypothalamus extraction, total RNAs from all groups were
subjected to qRT-PCR using adequate primers to quantify AMPK, Adiponectin receptor 1, UCP-2 and
UCP-3 expression. Results were normalized to 18S ribosomic RNA and expressed as mean results are
expressed as mean + SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when samples were compared to AL group, and
different letters indicate that groups were significantly different with p<0.05.
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Figure 5

Impact of food restriction on insulin signalling in liver and adipose tissue and on hypothalamic
inflammation in old Wistar rats. A: Liver from ad libitum fed and restricted groups were subjected to
gRT-PCR using primers to amplify IR, results were normalized using 18S ribosomic RNA, results are
expressed as mean + SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when comparing AL to R groups. B: Proteins
were prepared from liver of AL and R groups and subjected to Western blot using antibodies directed
towards IR and results are normalized to B-tubilin. Results are expressed as mean + SEM, n= 18, *
indicates p<0.05 when comparing AL to R groups. C: Adipose tissue from ad libitum fed and restricted
groups were subjected to gRT-PCR using primers to amplify IR, results were normalized using 18S
ribosomic RNA, results are expressed as mean * SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when comparing AL
to R groups. D: To evaluate insulin responsiveness Al and R groups received a bolus insulin or placebo
treatment and then liver proteins were solubilized and subjected to Western blot using antibodies
directed towards phosphorylated Akt, and results were normalized using antibodies directed towards
total Akt . Results are expressed as mean results are expressed as mean + SEM, n= 6, *** indicates
p<0.001 when comparing insulin treated animals to animals treated with saline. E: To determine the
impact of restriction on the phosphorylation of MAP kinase p38, solubilized proteins from liver of AL
and R groups are subjected to Western blot using antibodies directed towards phosphorylated P38,
and results are normalized to total P38. . Results are expressed as mean results are expressed as
mean + SEM, n= 6, * indicates p<0.05. F : hypothalamus from ad libitum fed and restricted groups
were subjected to qRT-PCR using primers to amplify TNFo, results were normalized using 18S
ribosomic RNA, results are expressed as mean * SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when comparing AL
to R groups.

Figure 6

Impact of re-feeding on insulin responsiveness in liver of old Wistar rats. Liver proteins were
solubilized from CD (A), MSP (B), MRD (C) and FF (D) groups and subjected to Western blot using
antibodies directed towards phosphorylated Akt. Results were normalized to total Akt using specific
antibodies. Bands were quantified using Carestream apparatus and quantified using Carestream
software. Results are expressed as mean £ SEM, n= 6, * indicates p<0.05. E: This panel represents the
comparison between re-fed groups regarding the insulin-dependent Akt phosphorylation response
amplitude (Insulin/saline). Results are expressed as mean = SEM, n= 6, and different letters indicates
indicates p<0.05.

Figure 7

Impact of re-feeding on liver genes involved in energy homeostasis and inflammation. Following
sacrifice and liver extraction, total RNAs from all groups were subjected to gRT-PCR using adequate
primers for Adiponectin receptor 1 (A), adiponectin receptor 2 (B), AMPK (C), TNFa. (D) and IL6 (E)
expression. Results were normalized to 18S ribosomic RNA and expressed as mean + SEM, n= 18, *
indicates p<0.05 when samples were compared to AL group.

Figure 8

Impact of food restriction and re-feeding on hypothalamic genes involved in inflammation. Following
sacrifice and hypothalamic extraction, total RNAs from all groups were subjected to qRT-PCR using
adequate primers for TNFo. (A) and IL6 (B) expression. Results were normalized to 18S ribosomic RNA
and expressed as mean = SEM, n= 18, * indicates p<0.05 when samples were compared to AL group.
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Table 1 : Composition of diets.

Restriction Refeeding
(12 weeks) (4 weeks)
Ad libitum | Denutrition | control Diet | Milk Soluble Proteins Rapeseed Milk fat DHA | Full formulae
(AL) (D) (CD) (MSP) (RMD) (FF)
CASEIN 14 14 14 0 14 0
PROTEINS (G) MILK SOLUBLE
PROTEINS 0 0 0 135 0 21,2
SOYA 4 4 6 6 0 0
MILK FATS 0 0 0 0 3 3
FATS (G) RAPESEED 0 0 0 0 3 3
DHA 0 0 0 0 0,072 0,072
SUCROSE 28 28 26 26 26 18
CARBOHYDRATES (G) | CORNSTARCH 46 46 46 46 46 46
CELLULOSE 4 4 4 4 4 4
VITAMIN VIT D UI/G 1 1 1 1 1 5
4% Mineral Mix + Standard Vitamins
TOTAL (G) [ 100 100 100 100 100 100
Table 2 : Endocrine parameters and pro-inflammatory factors.
Restriction Refeeding
(12 weeks) (4 weeks)
Ad libitum - [Benitrition control diet Milk soluble Rapeseed, Milk | Full formulae
proteins fat, DHA
(AL) (D) (CD) (MSP) (MRD) (FF)
Endocrine
parameters
n 6 6 6 6 6 6
Glycemia (mg/ml) 1.1+0.05% 0.71+0.02° 0.94+0.04° 0.87 +£0.08"¢ 0.93+0.08° 0.92 +£0.05°
Insulinemia (ng/ml) | 1.07+£0.33*  0.3+0.06° 1.16+£0.17*°  1.69+0.22°¢ 1.97 +£0.23° 0.88 £0.16*°
Leptinemia (ng/ml) | 10.79+1.15° 2.64+2.03*  10.64+1.83° 12.18+1.03" 13.03+0.8" 12.83+1.83"
HOMA index 0.36+ 0.92*° 005+ 0.01° 02 £0.03° 033+ 0.04%° 0.46 +0.08° 0.2 + 0.05°°
proinflammatory
factors
n 6 6 6 6 6 6
TNFa (pg/ml) 17.44 +2.42 135+1.35 19.82 +2.93 16.95 + 3.76 14.62 £1.25 13.47 £ 0.86
IL-6 (ng/ml) 14587 £8.24  158.73+21.19 143491448 142541492 154,13 +5.43 173.97 +£10.73

Results are expressed as mean + SEM, different letters indicate significant differences with at least

p<0.05.
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Fig. 1
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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4. DISCUSSION GENERALE

La denutrition protéino-énergétique résulte d’un déséquilibre entre les apports et les
besoins protéino-énergétiques de ’organisme. Ce déséquilibre entraine des pertes tissulaires,
notamment musculaires, qui vont avoir des conséquences fonctionnelles déléteres. Il s’agit
d’une perte tissulaire (Raynaud-simon, 2007). De plus, la dénutrition va étre d’autant plus
préoccupante chez la personne agée qu’elle entraine ou aggrave un état de fragilité et donc de
dépendance. Elle favorise la survenue de morbidités associée a une aggravation du pronostic
des maladies sous-jacentes et a une augmentation de la fréquence des décés. La qualité de vie
du sujet &gé en général dépend principalement de son état nutritionnel et des carences
protéiques. Notre étude est focalisée sur un modéle de dénutrition de 12 semaines chez le rat
ageé afin de mimer la malnutrition des personnes agées.

Contrairement aux effets néfastes de la dénutrition liee au vieillissement, la restriction
alimentaire du sujet adulte et 4gé constitue un mod¢le d’étude important du fait de I’impact
« mediatique » de ce processus jugé benéfique. En effet, le principe de restriction calorique
bénéfique consiste en une réduction de 15 a 40% de ’apport calorique quotidien, sans causer
de déficience en nutriments. Il s’agit de la méthode non génétique la plus efficace pour
augmenter la longeévité chez les modeles animaux. La premiére observation a été faite dans les
années 1930, ou une diminution de la prise alimentaire, par comparaison a des animaux
nourris ad libitum, a entrainé une augmentation de 42% de la longévité chez des rats (McCay,
1935). L’augmentation de la longévité peut atteindre jusqu’a 50% chez les rats (Yu, 1982).
La restriction calorique retarde donc D’apparition de nombreuses maladies associées au
vieillissement, soit les maladies cardiovasculaires (Johnson, 1997), rénales (Fernandes, 1984),
neurodégénératives (Mattson, 2003; Maswood, 2004) et I’apparition de tumeurs (Sarkar,
1982, Engelman, 1990). Elle engendre différents changements métaboliques dans les organes
périphériques, incluant une amélioration de la sensibilité a I’insuline (Dhahbi, 2001; Lane,
1999). Par ailleurs, la restriction calorique, au niveau du cerveau, montre des effets
neuroprotecteurs dans plusieurs conditions. Elle améliore significativement la performance
aux tests d’apprentissage et de mémoire chez les rongeurs ages (Stewart, 1989), ainsi que les
fonctions locomotrices de la maladie de Parkinson (Maswood, 2004) et diminue les crises
épileptiques dans plusieurs modeles de rongeurs (Greene, 2001, Mantis, 2004).

Bien que les effets bénéfiques de la restriction calorique soient connus depuis pres de 80 ans,

les mécanismes d’action au niveau moléculaire ne sont pas encore clairs. Plusieurs
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mécanismes ont été proposes pour expliquer les effets neuroprotecteurs de la restriction
calorique :

1- Un effet antioxydant par la diminution de la production d’ERO au niveau du complexe I de
la chaine respiratoire mitochondriale (Sohal, 1994, Merry, 2002).

2- Une augmentation des niveaux d’ATP et de la biogenése mitochondriale (Lin, 2002).

3- Une diminution de I’activité de facteurs pro-apoptotiques tels que la protéine p53 et
forkhead transcription factor (FOXO-3). La restriction calorique augmente, en fait,
I’expression de Sirtl, une enzyme faisant partie de la famille des sirtuines, qui inhibe
plusieurs facteurs pro-apoptotiques (Maalouf, 2009).

4- Une augmentation des niveaux facteurs neurotrophiques, tels que la neurotrophine-3, le
glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) et le brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), favorise le processus de neurogenese (Park, 2011). Cependant, aucune des théories
proposées n’intégre tous les effets de la restriction calorique. Ceci est probablement di a
I’étendue des effets de la restriction calorique qui génere aussi bien des changements
métaboliques et endocriniens que des changements dans les processus d’apoptose et de survie
cellulaire.

Toutes les modifications bénéfiques d’une restriction alimentaire « raisonnée » et réfléchie
qui sont rapportées ci-dessus concernent essentiellement des individus en bonne sante.
Cependant Dobjectif dans ce protocole, en introduisant une restriction calorique importante
sur notre modéle de vieux rats, est de mimer la dénutrition observée chez le sujet age,
dénutrition qui n’a rien de bénéfique mais qui induit en général I’apparition de nombreux

troubles et fragilise le sujet.

La malnutrition liée au vieillissement est désormais considérée comme un probléme de santé
majeur car la proportion des personnes agées ne cesse d’augmenter au cours de ces dernieres
décennies et a travers le monde. En effet, plusieurs études montrent que la malnutrition
augmente avec 1’age et est associée a plusieurs facteurs tels que: la fragilité, I’insuffisance de
contr6le de I'homéostasie énergétique, la diminution de la masse musculaire et de la prise
alimentaire (Nieuwenhuizena, 2010). La manipulation nutritionnelle, au cours du
vieillissement, est maintenant considérée comme l'une des solutions prometteuses pour
surmonter, ou atténuer, de nombreux troubles et maladies liées au vieillissement telles que
l'athérosclérose, les cancers, le diabéte, la sarcopénie, le syndrome métabolique

I'inflammation et I'obésité. Les interventions nutritionnelles qui ont été largement étudiées
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chez les personnes agées s’intéressent notamment a la qualité de ces protéines. Ces

interventions ont pour objectif de favoriser la synthése des protéines musculaires dans un but

de ralentir la sarcopénie (Guillet, 2004; Katsanos, 2005; Paddon-Jones, 2004). Malgré le
nombre important d’études, les mécanismes impliqués dans la perte progressive de la masse
musculaire maigre au cours du vieillissement ne sont pas encore clairement élucidés et les
recherches sur le r6le des protéines dans I'alimentation pour pallier a ce phénomene fait
¢galement 1’objet de nombreuses études. Un intérét particulier a porté €galement sur le role
des glucides et des lipides en raison de troubles métaboliques associés a ces macronutriments
tels que la résistance a l'insuline, le diabéte de type 2 et I'obésité (Garcia-San Frutos, 2012).
Par ailleurs, la résistance a l'insuline est également considérée comme un facteur aggravant de
la perte de mémoire et des maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer
(Paz-Filho, 2008; Cardoso, 2009). Ainsi, rétablir I’insulinosensibilité, chez les sujets agés
contribuerait a retarder l'apparition de certains troubles lies au vieillissement tels que les
troubles alimentaires, l'inflammation et le déclin cognitif. Des interventions nutritionnelles
pourraient permettre 1’ajustement correct en terme qualitatif et quantitatif des protéines et
lipides dans I’alimentation et améliorerait la réponse a I'insuline, I'noméostasie énergétique et
I’état inflammatoire du sujet agé (Akinkuoliea, 2011; Volpi, 2013; Chung, 2009). Un régime
alimentaire supplémenté en AGPI n-3 (huile de poisson) améliore la réponse a l'insuline et
réduit les facteurs pro-inflammatoires tel que I'IL6 chez les personnes agées (Li, 2014;
Taouis, 2002; Cancelas, 2007; Hirabara, 2013).

En dépit des études qui tentent de réduire les phénomenes de malnutrition chez les personnes
agées par des supplémentations nutritionnelles (Dangin, 2003; Pfeifer, 2009; Morley, 2010), il
reste également a trouver des solutions plus naturelles et mieux adaptées. Ces études ne
peuvent étre réalisées dans un premier temps que sur des modeéles animaux tel que le rat sur
lequel peuvent étre étudiés différentes combinaisons d’apports en protéines, lipides et

micronutriments (vitamine D).

Dans cette étude, nous avons cherché a déterminer d’une part I'impact de la restriction
alimentaire et a évaluer le potentiel de différentes formules de réalimentation, dont celles
contenant un mélange de haute teneur en protéines solubles du lait, associée a un mélange
lipidique contenant de la matiére grasse laitiere, du colza (50/50), du DHA et enrichie en

vitamine D, sur différents paramétres métaboliques, inflammatoires et endocriniens. Nous
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¢évaluerons d’abord les effets sur la composition en acides gras du plasma sanguin, des
globules rouges et du cerveau. Nous étudierons aussi les effets de ces régimes sur la

sensibilité hépatique a I’insuline et sur le contrdle de I’homéostasie énergétique.

La premiére partie de ce travail de thése nous a amené a mimer la situation des personnes
ageées souffrant de malnutrition. Pour ce faire, nous avons soumis pendant 12 semaines
des rats males Wistar agés (20 mois) a une restriction alimentaire (50%), mais non
déficient en ALA.

1/ Impact de la dénutrition pendant 12 semaines

1- 1/ Sur la composition en acides gras (AG)et le statut inflammatoire:

Nous avons utilisé des rats nourris agés de 20 mois recevant un régime contenant du soja
(régime 4% de matiére grasse qui apporte 0.08g/j d’ALA). Le régime de restriction est de
composition similaire mais la quantité globale réduite de 50% amene les apports en ALA a
0.04g/j. Comme prévu, une réduction significative du poids corporel a été observée.

Il a été montré chez I’homme que la malnutrition liée au vieillissement, obtenue par une
diminution de la prise alimentaire, induit une perte de poids drastique accompagnée d’une
réduction des performances physiques (Chevalier, 2008), entrainant une réduction de toutes
les activités de la vie quotidienne (Oliveira, 2009) et des modifications de la vie domestique
notamment au niveau de la capacité a se nourrir et de la mobilité (Kikafunda, 2005). La perte
de poids observée pendant cette période de restriction est accompagnée d’une modification de

la composition des acides gras (Sands, 2005; Harris, 2009)

Ce protocole chez I’animal nous a permis de valider, la durée de la période de restriction
alimentaire (12 semaines) comme étant approprié pour une telle étude et de montrer que cette
restriction était suffisante pour induire des changements majeurs en termes d’acides gras : une
perte spécifique et conséquente des AGPI oméga-3 (ALA et dérivés LCn-3.du plasma, des
GR et du cerveau).

Les besoins en AGPI oméga-3 (précurseur (ALA) et longues chaines n-3 (DHA) sont
essentiels a chaque étape de la vie : pendant le développement du cerveau chez le jeune,
I'apprentissage, le vieillissement et pour limiter les dégats liés aux pathologies associées
(Barcelo-Coblijn, 2009). Le statut des personnes ou modéles animaux soumis a une

malnutrition est souvent associé a des carences en protéines et en lipides de type omega3
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(Sands, 2005). En outre, nous avons montré que I’arachidonique (ARA) dérivé de la série n-6
pouvait étre augmenté dans le plasma et les GR pendant la période de restriction majorant
ainsi des marqueurs de I’inflammation exprimés entre autres par I’augmentation du ratio
ARA/EPA (Acide eicosapentaenoique: C20: 5n-3) pro-agrégant/pro-inflammatoire.

Ce processus de transformation des précurseurs en dérivés LC est obtenu sous l'action
d'élongases et de désaturases, le LA et ’ALA se transformant respectivement en acide
arachidonique (ARA) et en acide éicosapentaénoique (EPA). Ces derniers sont les précurseurs
des prostaglandines qui jouent un réle important dans I’agrégation plaquettaire.

Du fait d'une diminution de l'activité des désaturases avec I'age, les acides gras a longues
chaines sont également considérés comme essentiels chez le sujet agé et doivent étre souvent
apportés en compléments préformés. Chez les personnes agées, les apports alimentaires
contiennent fréquemment trop d'acide linoléique et pas assez d'acide linolénique. Ceci,
conjointement a la diminution de l'activité des desaturases, peut favoriser la carence en LC n-

3 et par voie de conséquence I'hyperagrégation plaquettaire.

1-2/ Sur la réponse hépatique a [’insuline, la régulation de I'homéostasie énergétique et

Uinflammation hypothalamique

Nous avons montré que la perte de poids pendant la période de restriction est accompagnée
d’une diminution des taux plasmatique de glucose, d’insuline et de leptine. La restriction
alimentaire induit aussi I’augmentation de I’expression du récepteur a l'insuline dans le foie et
le tissu adipeux. La perte de poids maintient la phosphorylation insulino- dépendante de Akt
dans le foie. Cela serait dd a la réduction importante du niveau d'insuline plasmatique. Le
vieillissement est caractéris€ par une €lévation des concentrations d’insuline plasmatique et
une diminution de la tolérance au glucose, ayant pour conséquence 1’augmentation des taux
de glucose sanguin (Lee, 2005). Le diagnostic du diabéte repose exclusivement sur les

conséquences du métabolisme glucidique perturbé, a savoir I'hyperglycémie (Sacks, 2011).

Le vieillissement s’accompagne de profondes modifications de la composition corporelle et
I’accumulation de masse grasse associées a une forte augmentation de la concentration
plasmatique en leptine (Monroe, 2000). Il a été démontré que le vieillissement est caractérisé
par une diminution des niveaux d’expression du récepteur de la leptine, au niveau
hypothalamique, altérant ainsi la signalisation de la leptine (Fernandez-Galaz, 2001; Scarpace,

2001). Chez les rongeurs et I’humain agés, le taux plasmatique de leptine est élevé (Ahren,
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1997; Li, 1997, Wang, 1999; Sanchez-Rodriguez, 2000), ce qui suggére que le vieillissement
est lié a un état de résistance a leptine. Bien que le vieillissement soit caractérisé par une
diminution de I'appétit (Engineer, 2012), il a été suggéré que I’hyperleptinémie observée chez
les personnes &gées pourrait servir & contrebalancer la diminution de la sensibilité

hypothalamique a la leptine (Scarpace, 2000).

Dans cette deuxieme partie de 1’étude nous avons également montré que la restriction
alimentaire des rats agés augmente la phosphorylation de la p38 MAP kinase hépatique ce qui
altére la signalisation de I’insuline. En effet, la phosphorylation de p38MAP kinase inhibe la
signalisation de I’insuline par la phosphoryaltion de IRS1/2 sur résidus sérines (Zarubin,
2005; Qi, 2013). De plus, la restriction alimentaire augmente I’expression du facteur TNFa
(facteur pro-inflammatoire) au niveau de I’hypothalamus. Malgré les modifications observées
on a constaté¢ que I’insulino-sensibilit¢ hépatique n’est pas modifiée par la restriction
alimentaire. Cela viendrait du fait que la restriction s’est accompagné d’une baisse de
I’insuline plasmatique ce qui a engendré en retour une augmentation des récepteurs a
I’insuline. Comme I’insulino-sensibilité a été mesurée aprés un bolus d’insuline, il s’en suit
que la phosphorylation d’Akt reste maintenue. Par ailleurs, la malnutrition protéino-
énergétique aggrave la déficience immunitaire physiologique observée au cours du
vieillissement et favorise les infections. En effet, Les taux circulants des cytokines
inflammatoires tels que le TNFa, la protéine C-réactive (CRP), et I'lL-6, sont élevées chez les
sujets agés et obéses (Fried, 1998). La leptine joue également un réle important dans
I'inflammation du tissu adipeux (Mack, 2009). Les dysfonctionnements métaboliques du tissu
adipeux, liés a l'age, peuvent s’expliquer par la lipotoxicité et/ou par l'augmentation des

facteurs pro-inflammatoires.

Au cours de cette premiere étape, nous avons donc validé un certain nombre de déficiences
apparues au cours du protocole de dénutrition. Reste a démontrer quelles peuvent étre les
interventions nutritionnelles les plus appropriées pour y remédier : ceci est I’objet de notre

deuxiéme partie de I’étude.
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Durant la deuxiéme partie de ce travail de thése, nous avons évalué I'impact de la
qualité nutritionnelle des apports lors de la réalimentation, notamment leur composition en
protéines, en matiéres grasses et en vitamine D sur, la composition en acides gras (AG) du
plasma, des globules rouges et du cerveau, le statut inflammatoire de ces tissus ainsi que la
réponse a I'insuline et l'expression de geénes impliqués dans le controle de 1'homéostasie
énergétique chez ces rats souffrant de malnutrition. Dans cette étude nous avons cherché a
déterminer quels composants de I'alimentation pourraient avoir un intérét pour permettre une
récupération rapide chez la personne agée. Pour estimer I'impact relatif de chaque composant :
protéines et lipides sur la composition lipidique de différents tissus (plasma, globules rouges,
cerveau), nous avons étudié I’impact d’un mélange de matiéres grasses laitiéres/colza/DHA
vs I’huile de soja couramment utilisée pour ’animal associée ou non a de la caséine ou des
protéines solubles du lait & 14% ou 22% . La formule compléte étant représentée par de la
matiere grasse du lait / colza / DHA associée a 22% protéines solubles du lait

2 / Impact de 4 semaines de realimentation

Indépendamment de la qualité de l'alimentation, nous avons montré que tous les
groupes réalimentés pendant 4 semaines présentent un gain de poids similaire et atteignent
presque (80%) le poids corporel du groupe control (ad libitum) qui n'a pas été soumis a une
restriction alimentaire suggérant ainsi que les compositions différentes des régimes de
réalimentation n’influencent pas la reprise du poids des rats agés dénutris. Nous avons
également observé que la consommation des rats agés renouris diminue apres 8 jours de
réalimentation. Une augmentation significative des niveaux plasmatiques d'insuline et de
leptine dans tous les groupes réalimentés par rapport au groupe restreint. Le gain de poids
serait d0 au rétablissement des taux circulants d’insuline qui reviennent au niveau des
animaux non restreints, cet effet anabolique de I’insuline serait médi¢ par la voie
IR/IRS1/PI3K/Akt (Le Plénier, 2012). La réalimentation par ces 4 régimes ne montre aucune
différence sur I'état de phosphorylation d’Akt ou de la concentration plasmatique de I'insuline
car les groupes réalimentés présentent une insulino-sensibilité similaire. Nos résultats sont
presque similaires a ceux obtenus par d’autres équipes (Kimball, 2006 ; Le Plenier, 2012 ;
Anthony, 2002; Crozier, 2005).
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2 — 1/ Impact de la qualité des protéines de réalimentation

2 -1- 1/ Sur la composition en acides gras (AG)et le statut inflammatoire:

L' étude de I’impact de la qualité des protéines lors de la réalimentation, montre que la
caséine et les protéines solubles du lait associées aux mémes lipides (6% d'huile de soja) et
méme niveau de vitamine D (LUl / g) ne modifient pas la capacité de restauration des AG de
la série n-3 (ALA et DHA) et de la série n-6 (LA et ARA) au niveau tissulaire suggérant ainsi
que la qualité des protéines de réalimentation n’influence pas la composition en AG.
Contrairement aux glucides et lipides, les protéines ne sont pas stockées sous forme de réserve
mobilisable. Ainsi, lorsque les apports extérieurs diminuent, le corps synthétise des protéines
au détriment de certains tissus, essentiellement le tissu musculaire. Une diminution des
apports en protéines est donc synonyme d’affaiblissement et de fragilisation de 1’organisme.
Chez les personnes agées, les protéines du lactosérum stimulent la synthese proteique apres le
repas alors que la caséine reste quasiment sans effet (Boirie, 1997). Un régime supplémenté
en leucine, chez les sujets agés, permet ainsi d’augmenter la vitesse de synthése protéique et
la restauration de son effet signal dans le muscle squelettique (Dardevet, 2000; 2002 ; Rieu,
2006). Il a été montré que la consommation des protéines solubles du lait avant un repas
réduit la prise alimentaire, la glycémie, I’insulinémic et les marqueurs de risque

cardiovasculaire chez les personnes en surpoids ou obéses (Akhavan, 2010a,b; Pal, 2010).

2 — 1- 1/ Sur la réponse hépatique a ['insuline, la régulation de l'homéostasie énergétique et

Uinflammation hypothalamique:

Au niveau de notre étude, les animaux réalimentés avec le régime a base de protéine
soluble du lait montre une down régulation des récepteurs impliqués dans le control de la
prise alimentaire (IR, ObRb) et les régulateurs de I’homéostasie énergétique notamment
AdipoR1, UCP2 et UCP3 dans I’hypothalamus. L’augmentation des UPCs pourrait refléter un
mécanisme de protection contre I’installation de 1’insulinoresistance (Chan, 2006) parce que
ces protéines sont impliquées dans les phénoménes de production de chaleur par le
découplage de la chaine de respiration mitochondriale. Le principal effet de l'insuline sur
I'anabolisme protéique résulterait de son action inhibitrice sur la protéolyse (Fukagawa, 1985;
Gelfand, 1987; Biolo, 1993), qui semble maintenue dans une certaine mesure, chez la
personne agée (Boirie, 2001). Par ailleurs, I'insulino-résistance pourrait également affecter les

capacités de réponse anabolique du muscle du sujet agé (Boirie, 2005). L’effet de I’insuline
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sur la stimulation de la synthése protéique musculaire est diminué chez le rat 4gé par rapport
aux rats adultes (Dardevet, 1994). Par ailleurs, nous avons montré que les animaux
réalimentés avec les protéines solubles du lait présentaient une sensibilité plus faible a
I’insuline au niveau hépatique mise en évidence par la mesure de la phosphorylation
insulinodépendante d’Akt. Cet effet est accompagné d’une down régulation des marqueurs
pro-inflammatoires IL6 et TNFa par apport au groupe restreint aux niveaux hypothalamique
et hépatique. L’origine de 1’état inflammatoire qui se développe avec 1’dge reste encore
hypothétique mais elle pourrait étre le résultat d’une inflammation intestinale chronique par
stimulation anormale des défenses immunitaires intestinales par les bactéries ou les aliments
(allergies). Cependant, l'insuline régule le taux de synthése des protéines dans les leucocytes
des jeunes et des personnes agées. De plus, les carences en insuline liées a I'nyperglycémie
peuvent étre un facteur important de la perturbation métabolique des cellules immunitaires
chez le sujet agé (Walrand, 2005).

2 — 2/ Impact de la qualité des lipides

2 -2- a/ Sur la composition en acides gras (AG) et le statut inflammatoire:

Indépendamment de la qualité des protéines (14% de caséine) et de vitamine D, nous
avons montré dans un premier temps que le groupe réalimenté avec le régime control restaure
dans les différents tissus, les valeurs des AG de la série n-3 a des niveaux comparable aux
controles, a I’exception du DHA. Les valeurs du DHA restent inférieures aux valeurs
contréles ou de dénutrition dans le cerveau, le plasma et les globules rouge (GR). La situation
pro-inflammatoire évaluée par le ratio ARA/DHA reste plus élevée de +5% dans le cerveau

alors qu’elle est rétablie aux valeurs contrdles dans le plasma et GR.

En revanche, nous avons montré que quatre semaines de réalimentation avec la formule
contenant le mélange matiere grasse laitiere, colza et DHA, associé a de la caséine ou des
protéines solubles du lait, restaure 1/ les valeurs de DHA du cerveau non restaurées par un
régime contrble de renutrition, 2/ augmente les valeurs des dérivés LCn-3 (EPA, DHA) a des
niveaux supérieurs a ceux d’un régime controle de renutrition et a celles observées chez des
rats agés controles non dénutris. Cette augmentation s’accompagne d’une réduction des
valeurs d’ARA, induisant une baisse drastique dans le plasma et les globules rouges du ratio
ARAJEPA, un des marqueurs du statut pro-inflammatoire. Nous suggérons par conséquent,

que I'utilisation du mélange MGLA/Colza/DHA en formule de renutrition permet une
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récupération rapide et meilleure en LCn3 notamment, le DHA du cerveau, du plasma et des

GR, associée a une réduction du statut pro-inflammatoire.

L’augmentation du DHA dans les tissus peut s’expliquer logiquement par son apport direct
sous forme d’acide gras préformé et directement utilisable ou incorporé. Pour les autres
chaine longues (EPA et a un degré moindre le DPA) I’augmentation observée pourrait
s’expliquer soit par la rétro-conversion du DHA preformé apporté par le régime, soit par une
meilleure bioconversion de I’ALA en EPA du fait d’un ratio plus favorable n-6/n-3
(LA/ALA) du colza (2.3 au lieu de7 pour le soja), soit par une préservation de I’ALA liée la
présence d’acides gras saturés a chaine moyenne spécifiques de la MGLA qui sont facilement
oxydeées pour fournir de I’énergie et permettraient 1I’épargne du précurseur ALA pour rediriger
son utilisation vers une bioconversion au lieu d’étre lui-méme oxydé. Les acides gras a
courtes (C4 a C8) et moyennes chaines (C10 a C14) de la matiere grasse laitiere ont la
propriété d’étre aisement oxydées dans les mitochondries du foie aprés avoir été ingérées
(Curr and Harwood 1991; Decker 1996). Ils protégeraient de ce fait I’ALA de la dégradation
et le rendrait plus disponible pour étre utilisés dans les voies de désaturation et d’élongation
des hépatocytes ou I’activité spécifique de ces voies est élevée (Seaton 1986; Scalfi, 1991;
Dulloo 1996). Cette hypothese impliquerait que les acides gras de la série n-6 bénéficient
¢galement de cet effet d’épargne; ce n’est pas ce que nous avons observeé; les contenus en
acide arachidonique des tissus, le principal acide gras a longue chaine produit a partir de son
précurseur LA, ne semblant pas suivre cette logique dans les groupes nourris avec de la
MGLA. Inversement, les contenus en ARA dans les globules rouges et le plasma étaient
diminués parmi les rats agés nourris avec le régime a base de MGLA (cerveau excepté). Cette
observation n’est pas contradictoire avec notre hypothése de I’épargne de I’ALA mais
¢galement de LA, si I’on considére la compétition pour les voies de désaturation et
d’élongation entre les acides gras de la série n-3 et n-6, et qui s’exerce en faveur des n-3.
Dans cette perspective, 1’augmentation des AGPI-LC n-3 sur les n-6, traduit bien le potentiel
supérieur de conversion de ’ALA sur le LA dans la situation de renutrition de notre
protocole. Mais on peut également envisager I’hypothése d’une inhibition directe de ’ARA

en présence d’apport préformé de DHA qui a déja été rapportée.

Par ailleurs, le groupe recevant la formule compléte apportant 22% de protéines solubles du
lait au lieu de 14% induit en un mois de renutrition des effets similaires au régime a base de

mélange de lipides laitiers/Colza/ DHA seul. Les dérivés n-6 et n-3 sont augmentés par
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comparaison au régime ou l’utilisation des protéines reste a 14% sous forme de caséine.
Cependant les ratios observés restent stables. Cette augmentation des dérivés pourrait étre liée
a la baisse importante de 1’acide oléique qui est observée dans ce régime, sans que I’on puisse
y trouver une justification connue. L’oléique étant un substrat aux delta6 desaturases au méme
titre que les familles omega6 ou omega3, sa diminution pourrait entrainer une redistribution
de P’activité de celle-ci vers les 2 familles en question, redistribution qui semble se faire de
facon « équitable » puisque les ratios ARA/DHA ne sont pas modifiés significativement.
Finalement ce dernier régime de renutrition présente aussi un meilleur impact sur la
restauration des valeurs de DHA, d’ALA et des dérivés LCn-3 du cerveau, plasma et les GR,
a des niveaux bien supérieurs & ceux observés chez les contréles par le soja. Ce régime, induit
comme le précédent un statut pro-inflammatoire bien inférieur a celui observé généralement
chez les vieux rats et pourrait donc présenter un intérét trés général en prévention au cours du

vieillissement.

2-2-2/ Sur la réponse hépatique a linsuline, la régulation de I'homéostasie énergétique et

Uinflammation hypothalamique:

Dans un second temps, nous avons montré que le groupe renutri avec la formule
compléte présente une diminution significative des niveaux plasmatiques d'insuline et une
glycémie similaire a celle de tous les autres groupes réalimentés. Ces donnés indiqueraient
une meilleure réponse a l'insuline. Plusieurs études suggeérent que la consommation de
produits laitiers est associée a un moindre risque de diabete. En effet, les auteurs mettent en
évidence que l’acide gras trans palmitoléique (C16:1 n-7), présent dans la matiére grasse
laitiere, présente un impact bénéfique sur le métabolisme. Ils montrent, une diminution des
taux plasmatiques de triglycérides, de la pression artérielle et de I'insulinémie a jeun
(Mozaffarian, 2013). Les sujets ayant les concentrations plasmatiques en C15:0 les plus
¢levées ont un risque de maladies cardiovasculaires et d’accidents coronariens plus faible (De
Oliveira, 2013). Par ailleurs, la consommation de produits laitiers entiers est significativement
et inversement associée au taux d’insuline et a I’indice d’insulino-résistance (HOMA-IR),
aprés ajustement sur différentes variables (dont le calcium). Les personnes consommant des
produits laitiers entiers au moins une fois par jour ont un taux d’insuline et un indice
d’insulinorésistance significativement plus faibles que les autres. Aucune association avec la
glycémie n’est observée (Akter, 2013). Il est a noter que I’insuline et les oméga3 sont des

cofacteurs métaboliques et la résistance a I'insuline a été démontrée chez les animaux recevant
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une alimentation appauvrie en AGPI-LC n-3 (Smit, 2000; Cancelas, 2007). En revanche il a
été montré que la sensibilité & I'insuline chez les rats résistants est améliorée par un apport en
omega3 (Taouis, 2002).

Cependant, les deux groupes consommant le mélange a base de matiére grasse
laitiere/colza/DHA présentent une prise alimentaire plus élevée apres le 22iéme jour de
réalimentation. Ce résultat est corrélé a une up régulation hypothalamique du neuropeptide
orexigénique NPY. On peut émettre I'hypothése que la qualité des lipides et notamment la

matiére grasse laitiére aurait pu favoriser une meilleure appétence pour le régime.

Le groupe renutri avec la formule complete montre également une expression réduite
de cytokines pro-inflammatoires IL6 dans I'hypothalamus. Ceci est compatible avec les
résultats obtenus avec les analyses d’AG qui montrent une diminution des marqueurs de
I’inflammation exprimés par les ratios ARA/LCn-3 ou ARA/EPA ou DHA selon les tissus.
Cependant ces améliorations de ratios ont été obtenues avec les 2 régimes comportant le
mélange MGLA/Colza/DHA alors que la baisse hypothalamique d’IL6 ne s’est exprimée que
dans le dernier groupe comportant 1’association avec une augmentation des protéines solubles
du lait. Le lien est donc un peu plus difficile a établir, sauf a envisager une synergie entre ces
2 nutriments ou un lien avec la baisse de la quantité de sucres induite par 1’augmentation des
protéines. L’impact de 1’augmentation des quantités de vitamine D dans cette derniére

formule complete peut également étre envisagé.

Par ailleurs, L'inflammation hypothalamique pourrait contribuer a I’altération du
contr6le de la régulation de I'hnoméostasie énergétique (Meng, 2011). Ces effets bénéfiques
observés dans le groupe renutri avec la formule compléte sont dus probablement a la
combinaison des protéines solubles du lait, matiére grasse laitiére associée a des AGP LC-
oméga 3 (DHA) et de doses élevées de vitamine D. En effet, les protéines solubles du lait ont
été décrites pour améliorer la réponse a l'insuline (Arciero, 2014). Les AGPI-LC n-3 (DHA)
sont connus pour prévenir la résistance a l'insuline, I'inflammation et la neuro-inflammation
(Kalupahana, 2011; Oliver, 2012; Figueras, 2011). Chez des rats soumis a des régimes a base
de matiéres grasses laitiéres, une alimentation supplémentée en acide myristique, acide gras
saturé dont la matiere grasse laitiere est particulierement riche, augmente significativement
I’EPA (dans le foie et le plasma) et le taux de DHA (dans le sang et le cerveau) des animaux

(Legrand, 2010). Ces mémes observations ont été confirmées dans une étude réalisée avec une
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matrice laitiere (Chen, 2011). Les rats ayant consommé le régime beurre bénéficient d’une
¢lévation significative de I’acide alpha-linolénique et de ses dérivés AGPI (n-3) dans
plusieurs tissus (sang, foie, tissu adipeux). Les auteurs évoquent divers mécanismes
susceptibles d’expliquer cet effet bénéfique de la maticre grasse laitiére sur la biodisponibilité
des oméga3 tel que la présence d’acides gras saturés a chaine moyenne - spécifiques de la
MGLA et facilement dégradés pour fournir de I’énergie - permettrait I’épargne des
précurseurs et dérivés a longue chaine (Legrand, 2010; DU 2012, Delplanque, 2013). De plus,
la supplémentation en vitamine D a été décrite pour réduire la réponse inflammatoire
(Adzemovic, 2013), sa carence favorise le déclin cognitif (Keeney, 2013). Selon plusieurs
auteurs, la déficience en vitamine D affecte principalement la musculature des membres
inférieurs, laquelle est nécessaire pour 1’équilibre postural et la marche (Glerup, 2000). Par
ailleurs, un apport supplémentaire de vitamine D chez le sujet 4gé améliore significativement
les parametres fonctionnels musculaires (Domingues-Faria, 2014). La vitamine D est non
seulement capable de stimuler la synthese protéique dans la cellule musculaire, mais
également d’augmenter la quantité de récepteurs a I’insuline en provoquant une surexpression
de son gene ainsi que de son état de phosphorylation. En termes mécanistiques, la vitamine D
augmente I’effet stimulant de I’insuline et de la leucine sur une voie de régulation de
I’initiation de la traduction protéique. Par conséquent, la vitamine D potentialise 1’effet de
I’insuline et de la leucine sur I’anabolisme protéique au sein de la cellule musculaire. L’effet
de la vitamine D sur les genes codant pour le récepteur de I’insuline pourrait en partie
expliquer cette action (Salles, 2013 Rizzoli, 2014; Walrand, 2011b).

L’ensemble de ces résultats montre que le régime de réalimentation avec un mélange de
matiére grasse laitiere associée au colza et DHA induit des modifications trés favorables et
rapides (4 semaines) sur les AG plasmatiques, les globules rouges et le cerveau chez des
animaux préalablement dénutris et en situation pro-inflammatoire : augmentation des
omega3 et diminution des omega6. Cependant une association avec des apports plus
importants en protéines solubles du lait et en vitamine D permettent d’induire une

amélioration supplémentaire par une baisse d’IL6 au niveau de I’hypothalamus.

L’amélioration obtenue par comparaison aux animaux contréles non dénutris montre que
ces formules pourraient étre également utiles en prévention chez le sujet 4gé normal en

dehors de toute dénutrition pour une amélioration du vieillissement « en bonne santé»
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La malnutrition liée au vieillissement est désormais considérée comme un probléme de
santé majeur en raison de la proportion des personnes agées qui ne cesse d’augmenter au
cours des dernieres décennies a travers le monde. Elle est accompagnée de plusieurs troubles
et dysfonctionnements métaboliques, notamment la perturbation de I'noméostasie énergétique
(caractérisée par I’installation de I’insulinorésistance), la fragilité, la diminution de la masse
musculaire et les troubles de la réponse immunitaire. Il est donc important de proposer des
solutions nouvelles pour prévenir ces troubles, 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.

La manipulation nutritionnelle visant a prévenir ou a limiter la dénutrition, au cours du
vieillissement, est considéree comme l'une des solutions possibles pour atténuer ces troubles
liés au vieillissement. Parmi les substances nutritives qui ont été largement étudiées, chez les
personnes agees, la composition en protéines (ou acides aminés), la qualité des lipides (AGPI
n-3) et les vitamines. En dépit de ces études qui tentent de limiter et réduire la malnutrition, en
adaptant l'alimentation a travers des suppléments nutritionnels, il serait également nécessaire
d'é¢tudier les meilleures combinaisons d’apports «naturels» en protéines et en lipides (quantité

et qualité) ainsi qu’en micronutriments (vitamine D).

L’ensemble des travaux de cette thése a pour objectif de déterminer, a partir de
I’évaluation de I’impact de la dénutrition chez le rat ag¢, le potentiel de différentes formules
de réalimentation. Parmi ces régimes testés chez des vieux rats restreints, un régime apparait
comme le plus équilibré et le plus complet parce qu’il contient un mélange de haute teneur en
proteines solubles de lait (PLS), associé a la fois a de la matiere grasse laitiere (MGLA)et a de

I’huile de colza (ratio n-6/n-3 favorable), complétées par du DHA et enrichie en vitamine D.

La premicre partie de ce travail a permis d’évaluer cet impact sur la composition en
acides gras (AG) du plasma, des globules rouges et du cerveau chez des rats agés restreints
ainsi que ses conséquences sur les marqueurs du statut inflammatoire. Cette étude montre,
dans un premier temps, que la restriction alimentaire de trois mois chez le rat agé, méme en
maintenant un apport en ALA non négligeable, induit une perte spécifique et conséquente des

omega3 (ALA et dérivés LCn-3) alors que le dérivé ARA de la série n-6 est stable ou trés
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faiblement augmentée conduisant ainsi a une élévation de I’état pro-inflammatoire exprimé

sous forme d’une augmentation du ratio ARA/LCn-3.

Dans un second temps, cette étude nous a permis de montrer qu’une réalimentation de
quatre semaines chez des rats vieux restreints, notamment avec les formules contenant le
melange de lipides du lait, colza et DHA, associe a de la caséine ou des protéines solubles du
lait restaure les valeurs plasmatiques des dérivés LCn-3 (EPA, DHA) a des niveaux supérieurs
a ceux observés chez les groupes ayant recu des lipides extraits du Soja. Ces résultats obtenus
en quatre semaines de réalimentation ont conduit également a une augmentation des valeurs
d’omega3 (ALA et LCn-3) supérieures a celles observées chez ’animal agé « normal » non
denutri. Ce résultat est associé a une réduction des valeurs de la série n-6 notamment I’ARA,
connu pour ses propriétés pro-inflammatoires. Ces formules montrent pour la premiére fois
qu’une régulation nutritionnelle de la situation pro-inflammatoire induite par une restriction
alimentaire et exprimée sous la forme du ratio ARA/EPA ou ARA/LCn-3, peut étre obtenue
dans différents tissus (plasma, Globules rouges et cerveau). De plus I'utilisation de ce
mélange lipidique qui a induit en phase de renutrition une réduction tres importante du ratio
pro-inflammatoire ARA/EPA dans le plasma et les globules rouges par rapport a celui observé
chez les rats agés bien nourris, pourrait étre utilisé en dehors toute situation de dénutrition, a
titre de protection « anti-vieillissement » et de prévention des pathologies métaboliques ou

cardiovasculaires pour assurer un vieillissement «réussis.

La deuxieme partie de ce travail a permis de déterminer le méme impact sur la réponse
hépatique a [Dinsuline, la régulation de I1'homéostasie énergétique et I’inflammation
hypothalamique des rats agés restreints. Nos résultats ont montré que, d’une part, la restriction
alimentaire de trois mois entrainait une augmentation de I’expression du récepteur a l'insuline
dans I'nypothalamus, le foie et le tissu adipeux, accompagnée d'une augmentation du facteur
pro-inflammatoire TNFa dans I’hypothalamus. La réalimentation de quatre semaines, entraine
un gain de poids similaire et maintient 1’insulinosensibilité hépatique. Nous avons également
montré, pour la premiere fois, qu’une réalimentation avec les régimes comportant le mélange
MGLA/colza/DHA, permettrait d’augmenter la prise alimentaire et de diminuer
I’inflammation hypothalamique, notamment, avec la formule compléte contenant un mélange
de haute teneur en protéines solubles de lait, associée a un apport lipidiqgue comportant a la

fois de la matiére grasse laitiere et un apport en ALA (sous sa forme de I’huile de colza),
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complétée par du DHA et enrichie en vitamine D. Notre étude est la premiere a suggérer qu’il
pourrait y avoir un réel bénéfice d’une réalimentation avec un mélange de (PSL, MGLA,

Colza, DHA et vitamine D).

Ces résultats laissent entrevoir la possibilité d’élaborer de nouvelles approches
nutritionnelles afin de réduire les troubles et les dysfonctionnements liés au vieillissement
induits par la malnutrition. En effet, la réalimentation avec la formule compléte contenant un
mélange de haute teneur en protéines solubles du lait, associée a un apport lipidique
comportant a la fois de la MGLA et un apport en ALA sous sa forme la plus efficace (huile de
colza ratio n-6/n-3 faible), complétée par du DHA et enrichie en vitamine D, testée dans cette
étude, semble étre une stratégie intéressante et efficace pour rétablir, au moins partiellement,

le controle de I'homéostasie énergétique et la sensibilité a I’insuline et réduire 1’inflammation.

Ces travaux ouvrent un certain nombre de perspectives et nécessitent de prolonger
I’¢tude afin de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes impliqués dans les
effets bénéfiques des PSL, de la MGLA, du colza, du DHA et de la vitamine D. Des études
supplémentaires, notamment a long terme, sont nécessaires pour confirmer le potentiel
intéressant des PSL et de la MGLA en vue de déterminer le ou les mécanisme(s) qui sont
responsables de l'effet préventif identifié dans la présente étude. En effet, a 1’heure actuelle
aucune ¢étude publiée n’a évalué I’impact d’une réalimentation avec un mélange de protéines

et de lipides d’origine laitiére enrichie en vitamine D, chez le rat age dénutri.

D’un point de vue plus fondamental, il reste & comprendre comment la MGLA permet
une meilleure bioconversion de ’ALA en ses dérivés a longues chaines. Nous avons €mis
I’hypothese d’un effet synergique avec les acides gras a courtes et moyennes chaines qui
induiraient un effet d’épargne oxydative en faveur de I’ALA, le rendant ainsi plus

biodisponible pour sa conversion en dérivés supérieurs. Ceci reste toutefois a démontrer.

Le role des AGPI, comme médiateurs cellulaires, a été démontré dans plusieurs études.
Ils peuvent agir directement sur des récepteurs nucléaires modifiant ainsi leur expression ou
leur fonction. En effet, I’étude du role des récepteurs nucléaires en I’occurrence, les PPARs

(Peroxisome Proliferator Activated Receptors) dans la régulation de la sensibilité a I'insuline
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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’insulinorésistance,
puissent s’expliquer par la modulation de ces récepteurs qui sont régulateurs de la synthése,
de la mise en réserve et de l'oxydation des lipides. En outre, I’'implication des PPARs dans la
régulation des geénes de 1’oxydation pourrait étre suivie.

Plusieurs pistes de recherches restent a explorer pour déterminer 1’impact d’une
dénutrition et d’une réalimentation avec une formule compléte bénéfique. Il serait intéressant
pour compléter notre étude, d'analyser les conségquences sur le comportement, qui pourraient
étre évaluées, par la mesure de D’activité locomotrice et la réponse a l'apprentissage spatial

chez les rats agés restreints en comparaison avec ceux réalimentés avec la formule complete.

Ainsi, les protéines solubles de lait, la matiere grasse laitiere, le colza, DHA et
vitamine D (seuls ou combinés), pourraient constituer une stratégie nutritionnelle efficace

et innovante pour assurer un vieillissement «réussi».
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