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docosahexaénoique (DHA) pendant la gestation et la lactation contre les altérations métaboliques
et cognitives induites par une alimentation hypercalorique
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Résumé: La sous-alimentation ou la
suralimentation  maternelle  sensibilise la
progéniture au développement de maladies
métaboliques et cognitives. Cependant, une
supplémentation en nutriments spécifiques
pendant la grossesse peut potentiellement
inverser et/ou protéger contre les effets délétéres
d’'une mauvaise alimentation. L’objectif de ce
travail de thése a été de déterminer dans quelle
mesure et par quels mécanismes la
supplémentation maternelle en acide
docosahexaénoique (DHA) pendant la gestation
et la lactation, chez le rat, protége la progéniture
contre les désordres cognitifs et métaboliques
induits par la dénutrition maternelle ou par une
alimentation hypercalorique. Les résultats
obtenus montrent que la supplémentation

maternelle en DHA prévient le développement,
chez la progéniture, de l'intolérance au glucose
et la stéatose hépatique associés a I'obésité en
inhibant I'expression de génes qui favorisent la
glycolyse, la lipogenése et la synthése de
triglycérides. En outre, les rats de meéres
dénutries supplémentées en DHA ont montré
de meilleures performances cognitives dans les
tests d’anxiété et d’interaction sociale que leurs
congénéres nés de méres dénutries
supplémentées avec du placebo. Nous
concluons que la supplémentation maternelle
en DHA améliore le développement cognitif de
I'enfant et favorise un état métabolique sain en
protégeant contre les effets délétéres d'un
régime obésogene.

Title: Study of the protective effect in the offspring of maternal supplementation with
docosahexaenoic acid (DHA) during gestation and lactation against metabolic and cognitive

alterations induced by high-calorie diet

Keywords: obesity, maternal undernutrition, gestation, DHA, offspring, lipids.

Abstract: Maternal under- or over-nutrition
sensitizes the offspring to the development of
metabolic and cognitive diseases. However,
supplementation with specific nutrients during
pregnancy can potentially reverse and/or protect
against the deleterious effects of unhealthy
feeding. The aim of this thesis was to determine
to what extent, and by which mechanisms,
maternal DHA supplementation during gestation
and lactation, in rats, protects the offspring
against cognitive and metabolic disorders
induced by maternal undernutrition or by a
hypercaloric diet. Our results show that maternal
DHA supplementation prevents the
development, in the offspring, of glucose
intolerance and hepatic steatosis associated

with obesity by inhibiting the expression of
genes that promote glycolysis, lipogenesis, and
triglyceride synthesis. In addition, rats from
undernourished mothers supplemented with
DHA showed better cognitive performance in
anxiety and social interaction tests than their
counterparts from undernourished mothers
supplemented with placebo. These
observations allow to conclude that maternal
DHA supplementation may not only improve the
child's cognitive development, but also promote
a healthy metabolic state and exert a protective
effect against the deleterious effects of an
obesogenic diet.
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Les facteurs environnementaux au cours de la grossesse, notamment 1’alimentation et le
mode de vie, ont des effets profonds et durables sur la santé a long terme et le risque de maladies
a I’age adulte de la progéniture, comme le reflete le concept des origines développementales de
la santé et de la maladie (DOHaD) (1) (2). L’hypothese du DOHaD, initialement issue d’études
de cohortes humaines, a permis d’établir qu’une dénutrition maternelle, au début du
développement, « programme » de fagcon permanente la structure et le métabolisme des organes
de la descendance, conduisant plus tard a une vulnérabilité au développement des maladies
cardiométaboliques et neurologiques. Le processus par lequel les altérations physiologiques
résultent de D’exposition a des conditions intra-utérines défavorables est appelé
« programmation prénatale ». Par ailleurs, comme la plupart des médiateurs neuroanatomiques
et neurochimiques de la cognition et des émotions se développent in utero, une sous-
alimentation maternelle pendant la gestation peut altérer le développement neurologique et
augmenter le risque de maladies psychiatriques chez la descendance (3). De nombreuses études
ont établi un lien entre la dénutrition maternelle et les problemes de santé mentale et cognitifs
plus tard dans la vie de I’enfant (4) (5) (6). Ainsi, les interventions nutritionnelles pendant la

grossesse ont le potentiel d’améliorer le développement neurologique de la progéniture

L alimentation pendant la période postnatale a aussi un impact sur la santé. La nutrition
postnatale seule, indépendamment du milieu in utero, peut influencer le risque d’obésité. Au
cours de ces dernieres années, une plus grande attention a été accordée a 1’obésité car sa
prévalence mondiale a presque triplé entre 1975 et 2016 (7). L’obésité est associée a une durée
de vie raccourcie et contribue a des complications et des problémes de santé mentale et le
développement de maladies métaboliques telles que la stéatose hépatique ou le diabéte. Malgré
les efforts constants de la recherche, la prévalence de I’obésité continue d’augmenter, faisant
de cette pathologie une menace majeure pour la santé publique, ce qui souligne la nécessité
d’initier de nouvelles stratégies préventives et thérapeutiques. Il est largement admis que
I’obésité est principalement déterminée par une faible activité physique et une consommation
excessive d’aliments riches en énergie, conduisant a terme a un bilan énergétique positif et a
une accumulation de masse grasse. Cependant, 1’échec des stratégies actuelles visant a favoriser
la perte de poids a long terme indique que le poids corporel individuel n’est pas une solution

suffisante.

Un grand nombre d'études observationnelles ont montré que la consommation

d'aliments enrichis en oméga-3, principalement en acide docosahexaénoique (DHA, oméga-3),

21| Page



INTRODUCTION GENERALE

ou la supplémentation nutritionnelle en cet acide gras polyinsaturé, ont des effets positifs sur la
sante, allant de la prévention des déficits cognitifs associés aux maladies neurologiques et au

vieillissement, a I'amélioration et a la prévention du syndrome metabolique.

L’objectif de ce travail de these a été de déterminer les effets préventifs et thérapeutiques
de la supplémentation maternelle en DHA. En administrant du DHA a des rates gestantes
pendant la gestation et la lactation, nous avons examiné I’impact de cette supplémentation sur
les capacités d’apprentissage, les altérations comportementales et le métabolisme de la
progéniture en réponse a une dénutrition maternelle et a une alimentation postnatale

hypercalorique.

Ce mémoire de thése est divisé en plusieurs sections. En premiére partie, une étude
bibliographique permettant d’établir le contexte de mes travaux et sectionnée en trois chapitres :
1) I’obésité, un probléme de santé majeur ; 2) le concept de programmation métabolique ; 3) les
roles des lipides dans les pathologies métaboliques et cognitives. Dans la deuxiéme partie, les
objectifs de mes travaux seront plus largement exposés. La méthodologie utilisée dans cette
étude sera présentée dans une troisieme partie. Ensuite, les travaux réalisés seront présentés et
discutés en trois parties : 1) la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la
lactation chez le rat protége la progéniture contre la stéatose hépatique induite par un régime
alimentaire riche en calories ; 2) effet propre de la supplémentation maternelle en DHA (oméga-
3) : comparaison avec la supplémentation maternelle en huile de carthame (oméga-6) ; 3) effet
de sexe dans les altérations cognitives et comportementales induites par I’obésité postnatale ou
la dénutrition maternelle chez le rat et réversion par la supplémentation maternelle en DHA
pendant la gestation et la lactation. Enfin, dans la derniére partie, les principaux résultats
présentés seront discutés ainsi que les perspectives qui en découlent.

22| Page



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

11.ETUDE

BIBLIOGRAPHIQUE

23| Page



24 |Page



CHAPITRE | : L’OBESITE, UN PROBLEME DE SANTE MAJEUR

CHAPITRE | : L’OBESITE,
UN PROBLEME

DE SANTE MAJEUR

25| Page



CHAPITRE | : L’OBESITE, UN PROBLEME DE SANTE MAJEUR

26| Page



CHAPITRE | : L’OBESITE, UN PROBLEME DE SANTE MAJEUR

1. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’OBESITE

1.1.  Définition et prévalence

L'obésité se définit par une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle
qui peut nuire a la santé et réduire 1’espérance de vie. L’organisation mondiale de la santé
(OMS) a établi une classification de 1’état de I’obésité en fonction de I’indice de masse corporel
(IMC) (Tableau 1). Toute personne présentant un IMC supérieur ou égal a 30 kg/m? est
considérée comme obése alors qu'un individu présentant un IMC compris entre 25 et 29,9 kg/m?
est en surpoids. D’autres méthodes de classification sont également utilisées comme le tour de
taille, mais I'OMS préconise le calcul de I'lMC afin de pouvoir estimer la corpulence d'un
individu. Néanmoins, ’IMC ne donne pas une idée précise de la composition corporelle,
comme la répartition en graisse qui influe sur les risques pour la santé (8). Par ailleurs,
I'évaluation de I'obésité est plus délicate en raison des variations importantes de corpulence
pendant la croissance. L'OMS a ainsi mis a disposition des courbes d’évaluation de la croissance

de I'enfant afin de prévenir le risque de surpoids et d'obésité.

L’augmentation de I’incidence mondiale de 1’0bésité est un fardeau sanitaire et
économique majeur (9). Selon les derniéres estimations de ’OMS (avril 2020), le nombre
d’individus atteints d’obésité a presque triplé depuis 1975. Par ailleurs, 1,9 milliard d’adultes

étaient en surpoids en 2016, parmi lesquels prés de 650 millions étaient obéses.

L’obésité concerne également les enfants car plus de 38 millions d’enfants de moins de
5 ans étaient en surpoids ou obéses en 2019. La plupart de la population mondiale vit dans des
pays ou le surpoids et 1’obésité tuent plus de personnes que 1’insuffisance pondérale (10). Ces
derniéres années, 1’obésité qui, autrefois était majoritairement associée aux pays développés, a
atteint des proportions d’une épidémie mondiale ou 2,8 millions de personnes décedent chaque
année du fait de leur obésité ou de leur surpoids (11) (12). Des nombreuses études
épidémiologiques réalisées a travers le monde ont montré que 1’obésité continuera d’étre un
facteur de risque important pour la santé durant les prochaines années. Au Canada, la prévalence
de I’obésité est passée de 6.1% a 18,3% entre 1985 et 2011 (8). Selon une étude realisée par
Ginter et Simko, aux Etats-Unis jusqu’a 86% des adultes seront en surpoids ou obéses d’ici
2030 (13).
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L’obésité pése donc lourd dans le budget économique et sanitaire mondial sur le long
terme et la compréhension des mécanismes physiopathologiques associés a son développement

suscite 1’intérét de nombreux chercheurs.

Tableau 1 : Classification internationale de la masse corporelle chez I'adulte en fonction de

I'indice de masse corporelle selon 'OMS.

Diagnostic Indice de Masse Corporelle (kg/m?)
Maigreur IMC <18.5

Normal 18.5<IMC <24.9

Surpoids 25<IMC<29.9

Obésité modérée 30<IMC<349

Obésité sévere 35<IMC <399

Obésité morbide IMC > 40
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1.2.  Etiologie

L’évolution adaptative de ’'Homme a équipé nos mécanismes de régulation pour lutter
contre le déficit calorique plutdt que son exces. Notre systeme, habitué autrefois a des pénuries
permanentes ou chroniques en nutriments, a connu une transition nutritionnelle en passant d’un
mode de vie de chasse et de cueillette a celui de la sédentarité puis de I’industrie. Cela a conduit
peu & peu a un environnement d’abondance nutritionnel (14). Une dérégulation sur le long terme
de la balance énergétique, autrement dit un bilan positif entre l'apport et les dépenses
énergétiques, favorise le développement de I’obésité. Ainsi, une modification de I'apport
calorique peut conduire a long terme a une augmentation de la masse corporelle. Dans une étude
réalisée par Rosenbaum et Leibel, il a été estimé qu'une balance énergétique excédentaire de
150 kcal/jour induirait un changement de 21,4 g/jour soit 1,8 kg/an (15). Il est difficile de lier
I’obésité a une seule cause. Il semble néanmoins y avoir une relation complexe entre 1’obésité
et les facteurs biologiques, psychosociaux et comportementaux qui comprennent a la fois la
constitution génétique, le statut socio-économique et les influences culturelles (16).

De maniere générale, une suralimentation et une envie excessive de prise alimentaire
combinées a une faible activité physique conduisent a I'obésité. Cependant, des facteurs sociaux
et environnementaux, comme le lieu de travail ou I’environnement communautaire, peuvent
aussi influencer les choix alimentaires et conduire a I'obésité. De plus, au cours de ces 100
dernieres années, les progreés technologiques dans la transformation des aliments ont changé les
habitudes alimentaires. Les aliments a teneurs réduites en fibres, en matiéres grasses, en sucres
simples, en sel et en calories sont plus facilement disponibles et généralement moins chers que
les alternatives plus saines. La consommation de ces aliments ultra-transformés a montré une
augmentation de 205 calories de I’apport calorique quotidien moyen d’un individu depuis les
années 1960 (17). Malgre un intérét croissant pour les interventions visant a faire face a
I’obésité et aux nombreuses pathologies qu’elle pourrait engendrer, les tendances croissantes

de sa prévalence montrent peu de signes de ralentissement.

Au-dela des facteurs environnementaux, il a également été montré que la génétique est
aussi liée a I'obésité. Les études sur I’hérédité estiment que les facteurs genétiques contribuent
entre 45% et 85% de la variabilité de 'IMC (18). A I'heure actuelle, plus d'une centaine de

genes ont été associés au développement de la pathologie. La plupart d’entre eux sont impliqués
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dans le métabolisme énergétique, le contrdle de la prise alimentaire, le développement du tissu

adipeux ou encore les activités mitochondriales.

Une étude realisee par Li et ses collegues a mis en évidence 12 loci sensibles a I’obésité
en évaluant le lien entre ces loci et divers traits anthropométriques, notamment I’IMC et le tour
de taille, mais aussi leur valeur prédictive dans la survenue de 1’état d’obésité. Cette étude a
montré que certains variants avaient un effet cumulatif sur les mesures de 1’obésité et chaque
alléle supplémentaire était associé a une augmentation du poids de 0,444 kg et un risque accru
d’obésité de 10,8%, alors que les alleles combinés avaient une valeur prédictive limitée du
risque d’obésité (19). D’autre part, 1'étude de lignées d'animaux prédisposées a I'obésité a
permis de comprendre l'implication des facteurs génétiques dans le développement de la
maladie. Une étude réalisée par Levin en 2010 a ainsi mis en évidence la transmission du
phénotype « prédisposition a l'obésité » par croisement entre des animaux résistants au

développement de I'obésité et des animaux prédisposés (20).

La nutrition maternelle a également sa part d'influence puisqu'une dénutrition ou une
alimentation riche en graisses de la mere pendant la grossesse peut entrainer chez I'enfant une
prédisposition a I'obésité. Ainsi, la nutrition maternelle peut induire des modifications

épigénétiques et par conséquent entrainer une transmission intergénérationnelle (21).

La prédisposition a l'obésité peut aussi impliquer des hormones qui influencent la prise
alimentaire. L hypothalamus via les neuropeptides régulateurs tels que la leptine, hormone
anorexigéne, ou la ghréline qui est une molécule orexigéne, est reconnu comme le centre
régulateur de la prise alimentaire (22). L’hypothalamus joue donc un role important dans le
contréle du poids corporel et ses circuits de régulation peuvent contribuer au développement de
I’obésité. Néanmoins, des circuits cérébraux autres que ceux régulant la prise alimentaire sont

également impliqués dans 1’obésité.

L’obésité est donc une maladie chronique et multifactorielle résultant de I’interaction
entre divers facteurs environnementaux et/ou génétiques conduisant a un dysfonctionnement

métabolique.
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1.3. Inflammation liée a I’obésité

L’obésité est associée a la présence de composants inflammatoires induisant le
développement d’autres altérations métaboliques. Des nombreuses études ont montré que
I’obésité pouvait induire une inflammation au niveau du tissu adipeux qui, a son tour, favorise
une inflammation systémique de « bas grade » dans d'autres organes puisqu'elle contribue au
développement de perturbations dans le foie, les muscles ou le systéme cardiovasculaire (23).
Une augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-6 ou le TNFa, a été
observée dans les tissus adipeux de sujets obeses (24). De méme, il a été montré chez les
personnes obéses que l'expansion du tissu adipeux, notamment au niveau abdominal,
s'accompagne d'une infiltration de macrophages jouant un réle important dans I'expression des

genes pro-inflammatoires (25).

Ainsi, I'obésité augmente le nombre de plusieurs protéines inflammatoires telle que la
protéine C réactive et bien d'autres. Par conséquent, I’inflammation induite réduit la sensibilité
des récepteurs a I’insuline ce qui entraine le développement d’une résistance a I’insuline. Cet
état d’insulinorésistance peut aussi favoriser I’inflammation et induire a long terme un risque

accru de développer un diabete de type 2.

2. COMORBIDITES ASSOCIEES A L’OBESITE

2.1. Maladies cardiovasculaires

L’obésité conduit & une diminution générale de la qualité de vie en augmentant la
morbidité et en réduisant I’espérance de vie (26). Elle est associée a de nombreuses pathologies
notamment les maladies cardiovasculaires (27). Selon une étude réalisée par Stein et Colditz,
entre 20 et 30% de la mortalité cardiovasculaire est associée a une surcharge pondérale et le
risque de développer des pathologies cardiovasculaires est presque trois fois plus élevé chez les
individus en surpoids (28). De plus, I’obésité augmente le risque de maladies cardiovasculaires

par son influence sur le développement et la gravité des comorbidités telles que 1’hypertension
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ou les dyslipidémies. La survenue des maladies cardiovasculaires associées a 1’obésité peut
également étre présente en 1’absence d’autres comorbidités et peut étre liée a des modifications
structurelles et fonctionnelles du myocarde notamment par un dépot excessif de graisses dans
les artéres. Il a ainsi été décrit que le risque de décés prématuré est doublé chez les individus
obéses par rapport aux personnes non obeses et que le risque cardiovasculaire est multiplié par
cing (29). L’obésité est également associée au développement d’autres événements vasculaires
aigus car il a été montré que 1’incrément d’une unité d’IMC entrainait une augmentation de 4%
du risque d’accident vasculaire cérébral ischémique et une augmentation de 6% du risque
d’accident vasculaire cérébral hémorragique (Eigure 1) (27) (30).

La durée de I’obésité est toutefois importante dans la compréhension du degré du risque
de développement des maladies cardiovasculaires. Cependant, les études réalisées sur 1’obésité
et le lien avec les maladies cardiovasculaires se sont, principalement, intéressées a un état
ponctuel. C’est pourquoi, Nakajima et ses collégues ont étudié la performance du ventricule
gauche chez des patients obéses avec des méthodes non invasives comme 1’échocardiographie.
Ils ont ensuite séparé les patients en deux groupes selon la durée de I'obésité (groupe 1 : Obésité
<15 ans ; groupe 2 : obésité >15ans) mais avec le méme degré d’obésité et de cellularité du
tissu adipeux. Les auteurs ont conclu que les altérations des performances cardiaques chez les
patients obéses avec hypertrophie du ventricule gauche et épaississement de la paroi étaient non
seulement attribuées au poids corporel élevé mais aussi a la durée de 1’obésité (31). Il a
également été montré que le risque de mortalité par maladie cardiovasculaire augmentait
significativement de 7% pour tous les deux ans de vie supplémentaire en état d’obésité et cela
indépendamment de I’'TMC. Il est donc essentiel de prendre en compte la durée de I’obésité en
plus de 'IMC comme facteur de risque de développement de maladies et de mortalité

cardiovasculaires (32).
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Risque accru Risque accru de 4% de Risque accru d'AVC Risque accru d'AVC
d’Insuffisance fibrillation auriculaire ischémique de 4% hémorragique de 6%
Cardiaque de 5% chez
les hommes et 7% les
femmes

Figure 1 : Risque accru de maladies cardiovasculaires en cas d'augmentation de l'indice de

masse corporelle (IMC). Adaptée de (27).

2.2.  Lastéatose hépatique non-alcoolique

2.2.1. Définition et caractéristiques

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) se
définit par la présence d’une stéatose macrovésiculaire dans plus de 5% des hépatocytes chez
les personnes consommant peu ou pas d’alcool (33). Elle fait référence a I’accumulation de
graisses, et principalement de triglycérides, dans les hépatocytes, dépassant 5% du poids du
foie et de facon non induite par 1’alcool. La NAFLD, autrement dit la maladie du « foie gras »,
englobe un large spectre de troubles hépatiques allant de la stéatose hépatique a la stéatohépatite
non alcoolique (NASH, non-alcoholic steatohepatitis) et pouvant a long terme conduire a une

cirrhose (Eigure 2 et Figure 3). La prévalence de la NAFLD augmente considérablement a

1I’échelle mondiale et devient la cause prédominante des maladies chroniques hepatiques. Elle
est généralement associée a I’obésité et a la résistance a 1’insuline. De plus, elle est considéree
comme une conséquence majeure de 1’obésité a cause de 1’apport accru en acides gras libres du
tissu adipeux vers le foie, de I’alimentation riche en graisses et en sucres et de I’augmentation

de la lipogenése hépatocytaire de novo (34). Ainsi, la NAFLD se caractérise par une
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accumulation excessive de triglycérides dans le foie résultant d’un déséquilibre entre les

différentes voies métaboliques suivantes (Eigure 4) :

- Lipogenese de novo
- B-oxydation
- Surproduction et sous-catabolisme de lipoprotéines riches en triglycérides

(chylomicrons intestinaux et les lipoproteines de tres basse densité (VLDL) hépatiques).

La NASH est la forme la plus sévere de la maladie. Elle est caractérisée par la présence
d’une stéatose, d’'une dégénérescence des hépatocytes par ballonnement, d’une inflammation
et d’un dépot de collagéne pouvant induire divers degrés de fibrose (34). En cas d’obésité
viscérale, 1’insulinorésistance induite conduit a une libération d’acides gras libres par le tissu
adipeux vers le foie conduisant a une saturation des capacités mitochondriales et de la p-
oxydation entrainant la production des cytokines pro-inflammatoires sous-jacentes au
développement de la NASH (35). Il s‘agit de I’hypothése a « deux coups » proposee par Day et
James qui se base sur 1’apparition d’une stéatose entrainant une inflammation en « premier

coup », suivie d’une fibrose et des Iésions hépatocytaires en « deuxiéme coup » (35).

Transplantation de
Foie nécessaire

réversible © réversible
Foie sain Stéatose simple NASH Cirrhose hépatique
Accumulation de graisses Inflammation Destruction des hépatocytes sains

Figure 2 : Schéma de la progression de la stéatose hépatique non-alcoolique. (Amran DAHER
ABDI).

La stéatose hépatique non-alcoolique est composée de différents stades d’évolution. Le premier stade
est la stéatose dite « simple » et bénigne montrant une surcharge de graisses mais sans consequences

sur les fonctions du foie et peut étre réversible s’il y a des améliorations dans le régime alimentaire.
Sinon elle évolue vers une NASH ou |’'accumulation des graisses entraine une inflammation pouvant
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aller jusqu’a une cirrhose (stade irréversible de la maladie) caractérisée par une perte des fonctions
hépatiques entrainant un cancer du foie, le carcinome hépatocellulaire (a ce stade seule une
transplantation de foie est efficace).

' Foie Normal
' Stéatose simple

’stéatohépatite non alcoolique (NASH)

' Cirrhose

Figure 3 : Images des coupes histologiques illustrant le contenu hépatique en lipides dans

I’évolution de la stéatose hépatique non-alcoolique. Adaptée de (34).

L’accumulation des triglycérides dans les gouttelettes lipidiques des hépatocytes provoque une stéatose
associée a l'inflammation, a la fibrose et a la mort cellulaire qui évolue vers une cirrhose.
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Figure 4 : Métabolisme des triglycérides (TG) dans le foie. Adaptée de (34).

Les trois principales sources d'acides gras libres (AGL) sont le régime alimentaire, la synthése
endogeéne et les tissus périphériques. Les AGL ont quatre destins possibles : ils peuvent étre métabolisés
par p-oxydation (#-OX) dans les mitochondries, estérifiés et stockés sous forme de triglycérides dans
des gouttelettes lipidiques, utilisés pour former d'autres lipides (non illustrés) ou conditionnés avec
I'apoB100 pour former les VLDL qui seront sécrétées dans le sang. Les processus qui augmentent
I'apport des AGL et des triglycérides (TG) provoguent une stéatose hépatique. L'apport en glucides
augmente les niveaux de glucose et d'insuline qui activent deux facteurs de transcription dans le foie
favorisant la lipogenése de novo : ChREBP (Carbohydrate-responsive element-binding protein) et
SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding proteins-1c). L'insuline inhibe la lipolyse du tissu adipeux
en supprimant I'ATGL (Adipose triglycéride lipase). Chylo : chylomicron ; TCA : acide tricarboxylique.
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2.2.2. Prévalence et facteurs de risques

La stéatose hépatique est corrélée a la forte croissance de 1’obésité (Eigure 5). Elle est
devenue un défi majeur en raison d’une forte augmentation de sa prévalence dans le monde et
devrait étre la principale indication de la transplantation hépatique aux Etats-Unis dans les dix
prochaines années (36). De nombreuses études transversales ont rapporté une corrélation
importante entre la graisse abdominale et le developpement de NAFLD. Ces études ont montré
que contrairement aux personnes saines, les individus atteints de la NAFLD avaient des IMC
plus élevés (37). Selon I’étude réalisée par Dionysos, 94% des personnes obeses présentaient
une NAFLD contre 67% des personnes en surpoids et 24,5% des personnes de poids normal
(Tableau 2) (38). Il existerait donc une relation entre les niveaux d’obésité et les degrés de
développement de la NAFLD avec des stades plus avancés de la maladie chez les personnes
souffrant d’obésité morbide (IMC > 35 kg/m?) (39). La stéatose hépatique est aujourd’hui
reconnue comme 1’une des causes les plus courantes des maladies chroniques du foie dans les
pays développés ou la prévalence de la NAFLD est de 20 a 33% chez les adultes de la
population générale parmi lesquels 10 a 20% des cas évoluent vers la NASH et 2 a 3% des cas
évoluent vers une cirrhose (40). Ces résultats sont similaires a ceux obtenus au Japon ou la
prévalence globale de la NAFLD était de 29,7% mais avec une augmentation de cette
prévalence plus marquée chez les hommes (41).

Cependant, la prévalence reste plus faible dans certains pays d’Asie ou la plupart de la
population conserve une alimentation traditionnelle (42). Ces données suggerent que I’adoption
d’un mode de vie occidental, caractérisé par 1’abondance de nourriture et la sédentarité,
favoriserait la croissance de la prévalence de la NAFLD dans les pays en voie de
développement. Ainsi, une intervention sur le mode de vie pourrait réduire I’incidence de la
NAFLD. Néanmoins, la plupart des morbidités et la mortalité liées au foie sont observées chez

les individus dont la maladie évolue vers un état avancé de fibrose et de cirrhose.

A cet égard, de nombreuses études ont rapporté une prévalence plus importante chez les
patients d’origine hispanique et une prédominance de la maladie chez les hommes (43) (44).
Cependant, a I’heure actuelle, il n’existe pas de thérapies validées et les stratégies
thérapeutiques reposent sur la prise en charge des différentes composantes du syndrome

métabolique.
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Figure 5 : Prévalence de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et prévalence de

I'obésité dans la population générale. Adaptée de (45).

Tableau 2 : Prévalence de la stéatose hépatique dans la cohorte Dionysos. Adapté de (38).

Classification d’IMC NAFLD (20 g d’alcool par jour)
N/TOTAL

NORMAL (< 25) 34/139 (24%)

SURPOIDS (>25 MAIS <30) 104/155 (67%)

OBESE (> 30)

61/67 (91%) * P<0.0001 versus obeése et

normal
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2.3.  Les déficits cognitifs

Les deficits cognitifs se traduisent par une perte ou une réduction des capacités
cognitives pouvant entrainer plusieurs consequences. lls regroupent un ensemble de symptémes
incluant des troubles de la mémoire, de la perception ou des difficultés a résoudre des
problemes. Ils sont retrouves a des degrés divers dans les maladies neurodégénératives. Le
déclin cognitif a été utilisé comme partie intégrante de la définition de la fragilité. Il existe
divers facteurs environnementaux qui sont a 1’origine de ces troubles. L’obésité touche les
individus de tout &ge, y compris les personnes agées. Cette évolution de 1’obésité avec 1’age
peut jouer un réle dans le déclin cognitif mais peut aussi affecter le cerveau (Eigure 6). Chez
les enfants, les adolescents et les adultes, il existe une corrélation entre 1’obésité et les déficits

cognitifs en particulier dans la fonction exécutive (46).

Dans une étude réalisée par Maayan et ses collégues, il a été observé que les adolescents
obeses avaient des performances inférieures aux tests cognitifs et un volume de cortex
orbitofrontal plus faible en comparaison des adolescents maigres (47). De plus, il a été prouveé
gue de mauvaises performances de la fonction cognitive pourraient prédire une future
augmentation de I'IMC (46). Cela suggere que I’obésité et les déficits cognitifs seraient

positivement corrélés.

De surcroit, I'exposition a une malnutrition in utéro et au début de la vie postnatale est
nuisible au développement du feetus. Cela peut entrainer des altérations de la cognition pouvant
aller jusqu’a des changements de préférences alimentaires chez la descendance (48). Cette
suralimentation au début de la vie pourrait sensibiliser la réponse neuroinflammatoire du
cerveau a des stimuli entrainant des dysfonctionnements cognitifs et immunitaires tout au long
de la vie (49). Une étude réalisée par Holloway et ses colléegues a montré chez les sujets ayant
consomme un régime riche en graisses et faible en glucides, une altération de 1’attention, de la

vitesse et de I’humeur en comparaison a des sujets ayant consommeé un régime standard (50).

Cependant, la sensibilité de 1’obésité dépend des périodes critiques de développement.
Une courte exposition a une alimentation riche en graisses chez des rats juvéniles entraine une
altération de la mémoire dépendante de I’hippocampe et de la plasticité alors que cette
exposition aux régimes riches en graisses n’a aucun effet néfaste chez les rats adultes (51). En

effet, I’obésité induit un phénotype inflammatoire dans I’hippocampe, entrainant des troubles
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d’apprentissage et de mémorisation. Ainsi, la surveillance de la composition des aliments

consommes peut prévenir contre les déficits cognitifs et améliorer la cognition sur le long terme.
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Figure 6 : Effets de la surnutrition et de I'obésité sur le cerveau et la fonction cognitive. Adaptée

de (52). Les lignes pointillées représentent des interactions hypothétiques.
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3. INTERVENTIONS THERAPEUTIQUES POUR LE TRAITEMENT
DE L’OBESITE

De nombreux traitements efficaces, pouvant étre combineés ou utilisés en monothérapie,
existent pour la prise en charge des patients obeéses. Il s’agit principalement de thérapies
diététiques, telles que les régimes pauvres en graisses et les régimes hypocaloriques, mais aussi
de thérapies comportementales, pharmacologiques ou chirurgicales. Cependant, le traitement
de cette pathologie chronique multifactorielle repose principalement sur la mise en place de

regles alimentaires.

3.1.  Approches diététiques de I’obésité et exercices physiques

Les principes du traitement de 1’obésité sont de parvenir en premier lieu a une perte de
poids cliniqguement significative puis en second lieu de maintenir cette perte de poids. Cette
derniére se produit lorsque la balance énergétique est négative. Cela peut étre obtenu en
réduisant la quantité d’aliments ingérés et/ou en faisant plus d’exercices physiques. Bien que
les niveaux faibles d’activité physique soient une cause majeure de I’obésité, la restriction

calorique est la méthode la plus couramment utilisée pour réduire 1I’obésité.

Il a été rapporté qu’une restriction calorique est associée a une amélioration de la santé
et a une longévité accrue au-dela de la perte de poids. Des nombreuses études animales ont
montré que la restriction calorique chez les rats obéses entraine, en plus d’une perte de poids,
une réduction de la morbidité et de la mortalité (53) (54). Louala et ses collégues ont montré
que chez les rats obeéses, la restriction calorique a un réle important dans la défense antioxydante
du systeme cardiovasculaire en réduisant le cholestérol pro-athérogene (LDL cholestérol), la
peroxydation lipidique et en augmentant [’activité antioxydante de certaines enzymes,
entrainant une réduction du risque cardio-metabolique associé a ’obésité (53). De maniére
similaire, plusieurs etudes réalisées chez I’Homme ont montré que la restriction calorique réduit
le poids corporel, la masse grasse viscérale, la pression artérielle et les taux plasmatiques en
glucose, en triglycéride et en cholestérol total (55) (56) (57). Le contrdle des calories améliore
également les comorbidités associées a 1’obésité telles que 1’état cardiovasculaire, la sensibilité

a I’insuline et la fonction cognitive. Alors que le véritable objectif du traitement de 1’obésité est
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le maintien de la perte du poids sur le long terme, I’un des problémes d’une restriction calorique
est que la plupart des patients obeses reprennent le poids qu’ils ont perdu en raison d’un
hypométabolisme secondaire lié a la restriction calorique entrainant une frustration. Par
conséquent, la restriction calorique est difficile a pratiquer et peut méme augmenter le risque
de malnutrition. Par ailleurs, de nouvelles approches diététiques ont fait leur apparition
récemment et les résultats observés suscitent la controverse. C’est le cas du jeline intermittent
qui fait référence a des fenétres d’alimentation séparées par des périodes de jetine. Cependant,
la plupart des preuves rapportées par cette approche thérapeutique ne sont pas convaincantes a

cause du faible nombre d’études réalisées a ce jour.

A T’heure actuelle, la controverse majeure semble se situer sur la qualité optimale de la
composition du régime alimentaire pour perdre du poids. La question entre une alimentation
faible en gras ou faible en glucide et I’importance des quantités de produits laitiers est toujours
débattue a ce jour. D’aprés de nombreux essais randomisés, il n’existe pas de régime universel
pouvant convenir a toutes les personnes obéses et chaque régime doit étre prescrit sur une base
individuelle pour mieux correspondre aux préférences personnelles de chaque patient. De plus,
la nécessité d’une vigilance constante est importante pour soutenir les changements de
comportement des patients obeses face aux pressions biologiques et environnementales

impliqués dans la prise du poids.

Alors que la question du bénéfice d’une activité physique seule sur la perte de poids a
été trés débattue, certaines études ont rapporté que I’activité physique peut entrainer une
modeste perte de poids indépendamment des effets de la restriction alimentaire (58) (59) (60).
Bien que cette méthode soit fortement contestée, aucune étude a I’heure actuelle n’étaye
’observation selon laquelle 1’exercice physique a lui seul n’est pas une méthode pour réduire
I’obésité totale ou abdominale. Par ailleurs, plusieurs essais randomisés ont examiné la
différence de perte de poids par une diminution de I’apport calorique ou par I’effort physique.
Les sujets ont été divisés en deux groupes et les résultats ont montré une perte de poids similaire
suggeérant ainsi que le résultat est le méme que les calories soient brulées par une activité
physique accrue ou qu’elles ne soient jamais consommees. De plus, il a ét¢é montré que
I’exercice aide a minimiser la perte de masse maigre (58) (59). Au-dela de la perte du poids,
I’effort physique a des nombreux bienfaits sur le métabolisme, le bien-étre, le comportement

(humeur) et prévient les maladies cardiaques (61). Ainsi, I’activité physique est indispensable
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dans la perte de poids et doit étre une partie intégrante de tout programme de perte de poids

quel que soit le traitement de lutte contre I’obésité que 1’on choisit.

3.2.  Chirurgie bariatrique

La physiopathologie de 1’obésité étant complexe, une multidisciplinarité de sa prise en
charge est nécessaire. Le traitement de 1’obésité dépend de la gravité de la pathologie et des
comorbidités qui lui sont associées. La chirurgie bariatrique est une option viable pour le
traitement de 1’obésité sévere pouvant entrainer une perte de poids a long terme et une
amélioration du mode de vie et des facteurs de risque. Elle vise a modifier le systeme digestif
pour réduire 1’efficacité de la digestion et diminuer 1’absorption des aliments. Il existe deux

principaux dispositifs implantés chez le patient :

- Le by-pass-gastrique qui repose sur le principe de dérivation ou 1’on court-Circuite une
grande partie de I’estomac afin de dévier une partie des aliments qui seront moins
digérés.

- D’anneau gastrique : un collier que 1’on pose sur la partie supérieure de 1’estomac créant
une poche ou s’accumulent les aliments provenant de 1’cesophage. Cela entraine trés
rapidement une sensation de satiété grace aux capteurs sensoriels détectant le
remplissage de I’estomac. Le principe repose sur un raccourcissement du transit digestif
et une diminution de la prise alimentaire et de la vitesse du transit car les aliments

doivent étre macheés lentement pour éviter 1’étouffement.

En France, la chirurgie bariatrique a connu un essor important ou les interventions
chirurgicales ont été multipliées par trois dans les années 2000 (62). Il a été démontré que la
chirurgie bariatrique entraine une diminution significative et durable de I’'IMC ainsi qu’une
réduction de la mortalité (63). Une étude prospective réalisee en Suede sur des sujets adultes
obéses ayant subi une chirurgie bariatrique, a montré une diminution du poids corporel, une
activité physique plus élevée, une amélioration de la tension, une baisse des taux circulants en
triglycérides ainsi que des faibles taux en cholestérol comparé aux sujets témoins obeses sans
intervention chirurgicale (64). Par ailleurs, il a été montré que la chirurgie bariatrique ramenait
a la normale assez rapidement les taux de glucose sanguins chez les personnes obéses atteintes

de diabéte de type 2. Sur le long terme, plus de 90% des sujets obéses n’étaient plus diabétiques
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(65). Les mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent I’effet métabolique bénéfique de
la chirurgie bariatrique sur la glycémie, ne sont pas complétement élucidés. Plusieurs
hypothéses ont été avancées notamment le réle des acides biliaires mais aussi le réle bénéfique
de la restriction calorique (Eigure 7). Plus récemment, le réle de la modification de la sécrétion
du peptide-1 de type glucagon (GLP-1) dans I’effet métabolique de la chirurgie bariatrique a
été étudié chez ’Homme et chez I’animal. 1l a été montré que les cellules exprimant le GLP-1
sont situées dans 1’estomac. Aprés chirurgie bariatrique chez des rats et des individus obéses,
les cellules exprimant GLP-1 subissent des changements de plasticité et peuvent localement

moduler les fonctions gastriques contribuant ainsi au contrfle de 1’homéostasie du glucose

(Eigure 7) (66).

Malgré les complexités sous-jacentes et les complications post-opératoires qui peuvent
survenir tardivement, les interventions bariatriques s’élargissent puisqu’elles sont maintenant
également réalisées chez les adolescents obéses. La chirurgie bariatrique a 1’adolescence n’est
pas plus risquée que chez I’adulte et ses bénéfices sont importants car un traitement précoce
permet I’amélioration des comorbidités et empéche méme leur développement. Une étude
réalisée chez des adolescents atteints d’obésité morbide a montré qu’apreés chirurgie bariatrique
les adolescents avaient tous perdu du poids et les morbidités liées a 1’obésité avaient disparu
(67). Par ailleurs, une étude prospective sur la chirurgie bariatrique réalisée chez des
adolescents obéses a montre, trois ans aprés ’intervention, une diminution significative du
poids et des améliorations cardiométaboliques ainsi que la qualité de vie physique,
psychologique et sociale. Malgré des effets bénéfiques conséquents, les auteurs ont souligné
que des suivis pré et post opératoire des adolescents sont néanmoins indispensables (68). De
plus, la sélection des adolescents pouvant prétendre a un traitement chirurgical est une étape
cruciale reposant sur les critéres suivants : « une prise en charge médicale plus de six mois
consecutifs précédant la chirurgie; un suivi et une compréhension des conseils diététiques; un
IMC supérieur a 40 avec des comorbidites, ou supeérieur et égal a 50 sans comorbidité; une
implication de [’adolescent et des parents suffisante afin que les deux parties puissent donner
un consentement éclairé; un développement staturopondéral qui doit correspondre a un stade
quatre de Tanner (soit une croissance staturale développée au moins a 95 %. Il correspond a
un age osseux de 12,8 ans pour les filles et 14,5 ans pour les garcons. Il concorde avec une
stadification clinique fondée sur la pilosité pubienne et le développement mammaire ou

testiculaire) » (69).
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Enfin, la chirurgie bariatrique prend une place de plus en plus importante dans le
traitement de I’obésité, mais il est important de continuer & explorer les mécanismes
physiopathologiques modifiés par la chirurgie afin d’approfondir 1’état des connaissances sur

les risques et les bénéfices.
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Figure 7 : Effets métaboliques bénéfiques de la chirurgie bariatrique et cross talk entre la
chirurgie bariatrique, GLP-1 (peptide-1 de type glucagon) et FGF-19 (facteur de croissance des
fibroblastes-19). Adaptée de (65).
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3.3. Avancées pharmacologiques dans le traitement de I’obésité

La littérature scientifique sur le traitement médicamenteux de 1’obésité est tres limitée
notamment en raison des méthodes de randomisation inadéquates et une forte attrition (70). Les
modifications cinétiques des médicaments chez un sujet obéese prennent principalement en
compte les modifications liées a leur distribution dans les différents tissus. Le probléme est en
réalité plus complexe d’autant que les modifications liees aux fonctions hépatiques et rénales
intervenant dans 1’élimination des produits sont a considérer fortement. De plus, les différentes
étapes du devenir d’un médicament dans 1’organisme au cours de sa distribution, de sa fixation
protéique, de son métabolisme et de son élimination sont affectées par les modifications

physiologiques de I’obésité (71).

Bien que les conséquences de la chirurgie bariatrique sur la cinétique des médicaments
n’aient pas été beaucoup rapportées, plusieurs études ont montré que malgré le retard des
vidanges gastriques et cesophagiennes dans 1’obésité (72), la réabsorption des médicaments
administrés par voie orale n’est que peu modifiée (73) (74) (75). Cependant, il reste tres difficile
de développer des molécules efficaces, malgré le probléme grandissant que représente 1’ obésité
a I’échelle planétaire, du fait de la complexité des roles des différents tissus qui participent au
développement de cette pathologie. La distribution tissulaire des médicaments dépend des
changements induits par 1’obésité dans la composition corporelle tout en prenant en compte le
degré de liposolubilité du médicament. En outre, les effets indésirables graves des médicaments
anti-obésité apparaissent lorsque le médicament est utilisé pendant des périodes assez longues
ce qui limite la recherche médicamenteuse du traitement contre 1’obésité car une fois installée,

I’obésité nécessite un traitement a long terme (76).

Actuellement, en France, il n’existe qu’une seule molécule, I’orlistat, qui a recu
’autorisation de mise sur le marché pour le traitement de 1’obésité pour une utilisation a long
terme (IMC > 30 ou en surpoids IMC > 27 personnes ayant au moins une comorbidité associee
au poids (diabéte de type 2, hypertension, hyperlipidémie)) (76). L’orlistat est un inhibiteur de

la lipase gastro-intestinale entrainant I’excrétion d’environ 30% des graisses ingérées (77).

Des essais cliniques sur l’orlistat ont montré une perte de poids cliniquement
significative apres une année de traitement chez les patients obéses en comparaison au placebo

(76). En outre, une étude réalisée sur I’efficacité et I’innocuité de 1’orlistat a montré que par
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rapport au placebo, I’orlistat avait également des effets bénéfiques plus importants sur d’autres
facteurs de risque cardiovasculaire tels que la pression artérielle, les taux de lipides sériques et
le tour de taille (78). Le traitement a 1’orlistat favorise, en plus d’une perte de poids, une
réduction des facteurs de risque cardiovasculaire plus importante que le régime seul chez les

patients obeéses a haut risque coronarien (79).

Cependant, il a été montré que les médicaments approuvés pour le traitement de
I’obésité a long terme entrainent une perte de poids plus importante et une probabilité accrue
d’obtenir une perte de poids cliniqguement significative dés la premiere année de traitement
lorsqu’ils sont utilisés en complément d’une intervention sur le mode de vie (76). Finer et ses
collegues ont montré qu’un traitement & ’orlistat associé¢ a un régime hypocalorique pendant
une année entraine une perte de poids significative plus importante et une amélioration des
parametres lipidiques sériques pertinente en comparaison au placebo (80). Hanefeld et Sachse
ont également montré que le traitement a 1’orlistat associé a un régime entraine une perte de
poids significative, un meilleur contrdle glycémique et une amélioration du risque

cardiovasculaire chez les patients en surpoids atteints de diabéte de type 2 (81).

Il existe d’autres médicaments dans le traitement de 1’obésité sur le long terme tels que
la lorcasérine, dont 1’autorisation de mise sur le marché dans 1’Union Européenne n’est pas
approuvée mais utilisée aux Etats-Unis pour la perte de poids chez les adultes obéses ou en
surpoids. La lorcasérine est un nouvel agoniste sélectif du récepteur de la sérotonine 2C. Il a
été montré que la lorcasérine administrée avec un programme de modification du mode de vie
entraine une perte de poids significative plus élevée que le placebo et de fagon dose dépendante
(82). De plus, la lorcasérine est associée a une amélioration du maintien de la perte du poids
(83).

Par ailleurs, les données a grande échelle (grandes cohortes) sont souvent limitées par
leurs taux d’attrition élevés pour fournir des informations sur les risques et les avantages a long
terme (au-dela de deux ans) des autres médicaments de traitement de 1’obésité. Des études
supplémentaires seront donc nécessaires pour déterminer les effets a long terme et sur des

populations vastes et diversifiées pour élargir les traitements médicamenteux de 1’obésité.
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1.  HYPOTHESE DES ORIGINES FEETALES

La programmation métabolique est 1I’un des facteurs contribuant a 1’étiologie de
I’obésité et des maladies chroniques associées telles que le diabéte et les maladies
cardiovasculaires. Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) reflete principalement une
malnutrition maternelle contribuant au risque de maladies chroniques, en lien avec la
programmation feetale selon I’hypotheése des origines précoces de Barker. En effet, la
programmation feetale implique que des conditions intra-utérines défavorables pendant les
périodes critiques de la croissance prénatale entrainent des changements permanents de la
physiologie et du métabolisme de 1’organisme. Ainsi, I’environnement intra-utérin a un réle
déterminant dans la croissance du feetus. Une insuffisance utéro-placentaire, due a une
dénutrition de la mére pendant la grossesse, peut altérer la croissance du feetus. En outre, le
placenta a un réle déterminant dans l'apport nutritionnel pour le foetus et un déficit nutritionnel
pourrait altérer son développement. En effet, lorsque le feetus est confronté a une restriction en
apports nutritionnels, il s’adapte aux conditions du milieu maternel. Il met en place un systéme
d'adaptation qui consiste a privilégier le développement des organes vitaux que sont le cceur et
le cerveau, au détriment des autres organes. L’apport nutritionnel va donc essentiellement vers
ces organes vitaux pour la survie de I’organisme : c'est I'hypothése du phénotype économe (84).
En outre, ces mécanismes ont des répercussions sur la structure des autres organes qui ne
suivront pas un développement normal. C’est notamment le cas des muscles, d'ou la naissance
de bébés de faible poids. Ces adaptations peuvent augmenter les chances de survie du feetus
grace a I’épargne du cerveau mais se traduisent par des difficultés sur le long terme face a

I’abondance nutritionnelle a 1’age adulte.

Les principales études épidémiologiques concernant la famine hollandaise sont
importantes dans la compréhension des conséquences a long terme d'une dénutrition maternelle.
La famine hollandaise ayant duré 5 mois, cela a permis a certains scientifiques de mettre en
évidence l'importance de la fenétre d'exposition de la dénutrition maternelle sur les
conséquences de la programmation feetale (Tableau 3). Les conséquences de cette famine sont
trés différentes en fonction du trimestre de grossesse. Lorsque I'exposition a la famine a eu lieu
en milieu ou en fin de gestation, la descendance présentait un faible poids de naissance, une
taille réduite, un poids placentaire diminué et, a I'dge adulte, une tolérance réduite au glucose

(85). La sous-nutrition maternelle prénatale est également liée a une augmentation du risque
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d'hypertension artérielle, de pathologies cardiovasculaires (86) mais également au risque de
développement d’un syndrome métabolique. Cependant, il semblerait que ce dernier risque soit
augmenté principalement lorsque la dénutrition a lieu en début de gestation. En effet, les
personnes qui étaient exposées a la famine au debut de leur vie intra-utérine étaient plus enclins

a devenir obeses plus tard (87).

Bien que la famine hollandaise ait souvent été décrite pour des pathologies
métaboliques, elle a été aussi utilisée pour montrer le lien entre la restriction calorique in utero

et le développement des pathologies neurologiques comme la schizophrénie (88) (89).

En outre, durant la période postnatale, cette insuffisance nutritionnelle ne persiste plus
car I'enfant est confronté a un environnement différent de son milieu de développement feetal
qui était carencé et métaboliquement programmé. Or, dans ce nouvel environnement prévaut
une alimentation non carencée, dense en énergie et de bas niveau de dépense énergétique. Ainsi,
cette différence environnementale pourrait favoriser le risque de développement des maladies

métaboliques a long terme.

Tableau 3 : Conséquence a long terme de I’exposition a la famine Hollandaise. Adapté de (90).

Exposition

Pendant la grossesse Pendant I'enfance

Premier trimestre Deuxiéme trimestre  Troisiéme trimestre
Intolérance au glucose X X
Obésité

Maladie coronarienne

Profil lipidique athérogéne

Augmentation du fibrinogéne / diminution du facteur VII
Hypertension X
Microalbuminurie X

Obstructions des voies respiratoires X

Schizophrénie

Troubles du spectre de la schizophrénie

Anomalies congénitales du SNC (systéme nerveux central)
Troubles de la personnalité antisociale

Troubles affectifs X X
Cancer du sein

Début précoce de la ménopause

Modifications de la fonction reproductrice

IGF-1 (Facteur de croissance analogue a l'insuline-1)

xX X X X

xX X X X

X X X X
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2. RETARD DE CROISSANCE INTRA-UTERIN (RCIU)

2.1. Définition et Incidence

On définit un petit poids de naissance par un poids dont la valeur est inférieure au 10°™®
percentile (ou inférieur & 2 500 g) de celui d’une naissance a terme par rapport aux courbes de
croissance feetale. Autrefois, cette méme définition était également utilisée pour définir le
RCIU. C’est avec I’apparition de la notion de « petit pour [’dge gestationnel (PAG)» avec
Battaglia et Lubchenco en 1967, que la durée de gestation est devenue un facteur clé dans le
diagnostic du poids de la naissance d’un nourrisson (91). En outre, la notion de PAG fait
référence au poids a la naissance sans tenir compte de la croissance in utero. Or, le RCIU est
défini comme un taux de croissance feetale inférieur a la normale pour le potentiel de croissance
d’un nourrisson spécifique en raison de facteurs génétiques et environnementaux et selon le
sexe et I’origine ethnique du feetus (92). Bien que les termes RCIU et PAG soient utilisés de
maniere interchangeable, il existe des différences subtiles entre les deux. En I’absence d’une
évaluation placentaire prénatale adéquate, il est certes tres difficile d’établir une différenciation.
Les risques postnataux étant différents, il est neanmoins important de faire la différence entre
un PAG et un RCIU.

Le RCIU est une notion plus large ou le feetus n'arrive pas a atteindre son potentiel de
croissance par rapport a ce qui est attendu et qui se traduit aussi par un ralentissement, voire un
arrét, de sa croissance in utero. En effet, un nourrisson avec un RCIU peut avoir un faible poids
de naissance approprié selon la gestation mais peut avoir souffert d’une décélération de
croissance in utero a la suite d’altérations périnatales (92). De plus, les origines du RCIU sont
multiples et peuvent avoir une cause fcetale, maternelle (tabagisme, alcoolisme, pathologie

cardiaque) ou placentaire (Figure 8).

Selon les estimations de I’OMS, d’ici 2025, 125 millions d’enfants de moins de cinq ans
présenteront un retard de croissance (93). En outre, les dernieres estimations de I"UNICEF
rapportent que le RCIU toucherait environ 26% des enfants de moins de cing ans (94).
Cependant, I’incidence de RCIU varie selon les régions du monde, les populations et les

origines ethniques. Les estimations les plus importantes concernent les pays en développement.
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L’incidence du RCIU est plus élevée en Asie, principalement en Asie du Sud (75%) suivie de
I'Afrique (20%) et de I’ Amérique latine (5%) (Tableau 4) (95).

Facteursimaternels

Retard de croissance

Mﬂ — intra-utérin

Facteurs foetaux

Facteurs placentaires

Figure 8 : Les causes multiples d'un retard de croissance intra-utérin (RCIU). Adaptée de (92).

Tableau 4 : Distribution géographique de I'incidence des RCIU. Adapté de (96).

Nombre estimé de nouveau-nés Pourcentage de naissances

RCIU/an d'enfants RCIU
Asie 7 116 000 26,9
Afrique 2 405 000 19,8
Amérique 866000 15,8
Europe 266000 7,6
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2.2. Conseéquences a long terme

Le RCIU est a I'origine des complications sur le développement mais aussi sur I'état de
santé du nouveau-né. En effet, les nouveau-nés avec un RCIU présentent différents types de
problémes sur le court et le long terme ce qui les rend plus vulnérables a la mortalité et a la
morbidité (97). Durant les dernieres décennies, de nombreuses études épidémiologiques ont
mis en évidence qu'une altération de la croissance du feetus peut avoir des conséquences tout
au long de sa vie future. Les risques cardiovasculaires ont été les premiers a étre décrits comme
présentant un lien avec un RCIU. En effet, le poids a la naissance est une mesure importante de
la croissance feetale mais aussi une donnée anthropométrique plus détaillée capable de
déterminer si c’est la croissance feetale disproportionnée ou plutét une petite taille qui constitue
un facteur de risque cardiovasculaire chez I’adulte (98) (99). En outre, dans plusieurs études de
cohortes réalisées dans différents pays, il a été observé que la taille de naissance est inversement
corrélée a la mortalité (100) (101) (102).

Dans les années 80, de nombreuses études observationnelles réalisées dans les pays
Scandinaves et en Grande-Bretagne ont montré une association entre des faibles poids de
naissance et des incidences élevées de maladies coronariennes (103).

Une premiére étude a mis en évidence, pour la premiere fois, que 1I’environnement intra-
utérin a un effet important sur la pression artérielle et I’hypertension chez les adultes (104). Par
la suite, I'épidémiologiste Barker a aussi montré que la pression artérielle était inversement
corrélée au poids de naissance indépendamment de 1’age gestationnel, suggérant ainsi que cela
pourrait avoir un lien avec un environnement intra-utérin délétére. Ces observations indiquent

que I’environnement intra-utérin influence la pression artérielle au cours de la vie (105).

En outre, le RCIU contribue au risque de maladies chroniques par programmation
feetale, notamment dans le développement de pathologies regroupeées sous le terme de syndrome
métabolique, selon I’hypothése des origines précoces de Barker. Par ailleurs, de nombreuses
études observationnelles ont montré que le poids de naissance est associé au risque ultérieur
d’obésité (106) (107). En effet, il semble que le poids de naissance exerce également une
influence sur la morphologie a I'dge adulte. Un lien entre la résistance a 1’insuline et la petite
taille a la naissance a été observé dans les pays déeveloppés comme dans les pays en voie de

développement. De plus, dans une étude portant sur des hommes agés de 65 ans, la prévalence
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du diabéte non insulino-dépendant était élevée chez les hommes avec un petit poids a la
naissance (108). Enfin, le RCIU est associé au développement de nombreuses pathologies a

1I’age adulte (Eigure 9)

Anomalies pulmonaires -

Dysfonctionnement de Parkinson / maladie
maladie des voies

I'immunite d’Alzheimer:
respiratoires réactives

L'ostéoporose
Syndrome métabolique
Diabete de type Il

™

7 ¢
= | |
5o : : AT : fcite
o o & Programmation métabolique / (L .d) Hypertension/Obesité
/% Modification épigénétique en période k‘f ‘
—~ ‘ mm—h kAL Cardiopathie ischémique /
™ accident vasculaire cérébral
[V Nutrition postnatale anormale < b
W ) Syndrome des ovaires
| W polykystiques / pubarche

{

prématuree

Maladie rénale / hépatique

Problemes sociaux/ Adulte
Dépression, anxiété, frouble
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Figure 9 : Conséquences a long terme d'un retard de croissance intra-utérin. Adaptée de (97).

' 1)

Nouveau-né RCIU
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1. LES DIFFERENTES FAMILLES DES LIPIDES

Les lipides constituent une vaste classe de molécules organiques trés hétérogenes
caractérisees par une solubilité faible ou nulle dans les milieux biologiques aqueux mais elevée
dans les solvants organiques apolaires. Cependant, certains lipides amphiphiles présentent une
polarité leur permettant de se diffuser facilement dans la phase aqueuse lors de 1’extraction
lipidique par solvant organique (109). Les lipides ont une diversité structurelle et peuvent étre
divisés en huit familles distinctes: les acyles gras, les glycérolipides, les
glycérophospholipides, les polykétides, les prénollipides, les saccharolipides, les
sphingolipides et les stérols (110). Ils sont aussi caractérisés par la présence d'au moins un acide
gras ou une chaine d'acide gras dans leur structure. Les stéroides et la vitamine D sont aussi

rattachés aux lipides en raison de leur insolubilité dans I'eau.

Les lipides constituent un groupe diversifié de molécules qui sont fondamentales pour
I'organisation structurale et la régulation de la signalisation des cellules. lIs sont principalement
divisés en 2 familles: les lipides simples tels que les stérols et les acides gras avec leur dérivés
et les lipides complexes tels que les sphingolipides, les glycérolipides ou les
glycérophospholipides (111). Leur grande diversité physico-chimique refléte entre autres leurs
multiples fonctions au niveau cellulaire (112). De surcroit, les diverses variations de leur
squelette, de la nature de leur groupe de téte et de leurs chaines acyles, donnent lieu a différents
types de sous-famille et compliquent leur quantification spécifique. Méme au sein d’une méme
famille, les différentes especes peuvent avoir des propriétés physico-chimiques extrémement

diverses.

L'amélioration récente des techniques analytiques, telle que la spectrométrie de masse,
permet une étude approfondie et beaucoup plus compléte du profil lipidique de différents
systemes, des cellules aux tissus ou encore des organismes entiers, afin de comprendre le role

des lipides dans la physiologie et dans les signalisations pathologiques.
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Durant mes travaux de these, je me suis principalement intéressée a deux familles de
lipides : les sphingolipides et les acides gras et leurs rdles dans les pathologies métaboliques et

cognitives.

2. LES SPHINGOLIPIDES

2.1. Définition

Les sphingolipides sont des lipides complexes partageant une caractéristique commune
qui est le squelette a partir duquel ils sont constitués, appelé « base sphingoide » (Eigure 10).
La synthese des sphingolipides est initiée par la condensation d’un acide gras (I’acide
palmitique) a un acide aminé (la sérine) afin de former une sphinganine puis une sphingosine.
La fixation d'un acide gras a longue ou trés longue chaine sur le groupe amine (liaison amide
du groupement R1, Figure 10) donne un céramide qui est la molécule précurseur des lipides
de ce groupe. Les céramides peuvent étre dérivés pour former des sphingolipides plus
complexes, tels que les sphingomyélines, par I’ajout d’un groupe de téte, tel que la
phosphocholine (113). On classe les sphingolipides en fonction de la nature du groupement R2

lié a I'hydroxyle (Tableau 5 et Figure 10). Les sphingolipides sont a la fois des lipides

structuraux et des molécules de signalisation (114). Il existe plusieurs formes de sphingolipides

dont chacune a un réle spécifique (115).

La voie métabolique des sphingolipides est complexe et englobe diverses molécules
comme les céramides, qui représentent le noyau moléculaire de la biosynthése et du
catabolisme des sphingolipides. Ces derniers sont des composants moléculaires des
membranes qui assurent leurs homéostasies. Par conséquent, des changements de la
composition lipidique affectent d’une part la structure de la membrane et d’autre part

I’organisation et la fonction des récepteurs.

De plus, il a eté montré que les sphingolipides sont impliqués dans les pathologies
métaboliques telles que 1’obésité et le diabéte de type 2 et sont de plus en plus étudiés comme
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biomarqueurs de ces pathologies au-dela des lipides traditionnels que sont le cholestérol ou les
triglycérides (116).

R2 — OH Base sphingoide

HO

HN

I
R1

Figure 10 : Structure des sphingolipides.

Tableau 5 : La classification des sphingolipides en fonction du groupement R2.

Groupement R1 Groupement R2 Espeéces de sphingolipides

H H Sphingosines et sphinganines
Acide gras H Céramides

Acide gras Sucre (lactose, glucose) | Lactocéramides, hexosylcéramides
Acide gras Phosphate Céramides-1-phosphate

Acide gras Phosphocholine Sphingomyélines
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2.2.  Lessphingomyélines

Les sphingomyélines sont des phospholipides formés a partir d’un céramide li¢ a un
groupement phosphocholine en premiére position. Elles doivent leur nom a leur premiere mise
en évidence dans la gaine des axones myélinises. Les sphingomyélines sont les sphingolipides
les plus abondants. On les retrouve principalement dans les membranes et dans la gaine de
myéline. La structure des sphingomyélines est spéecifique en raison de I'alcool primaire de la

sphingosine qui est estérifié par la partie phosphate de la phosphocholine (Eigure 11).

Les sphingomyélines sont plus abondantes dans les cellules de mammiféres et sont
indispensables a la viabilité de ces derniéres. Elles jouent un réle crucial dans la formation de
la membrane cellulaire pouvant avoir un impact sur le développement des pathologies
métaboliques. 1l existe de nombreuses preuves montrant 1’implication des sphingomyélines
dans la formation des radeaux lipidiques (117). Afin de comprendre les mécanismes
moléculaires par lesquels les sphingomyélines participent a la formation de ces radeaux, de
nombreux chercheurs se sont intéresses a leur biosynthese. Il a ainsi été montré que des défauts
de biosynthése des sphingomyélines peuvent avoir un impact direct ou indirect sur la

physiologie de 1’organisme (118).

La sphingomyéline synthase (SMS) est la derniere enzyme impliquée dans la
biosynthése des sphingomyélines. Il existe deux isoformes du gene de sphingomyéline
synthase : la SMS-1 présente dans I’appareil de Golgi et la SMS-2 située sur la membrane
plasmatique. Une étude réalisée par Van der Luit et ses collégues a montré qu’une régulation a
la baisse de la SMS-1 entraine une carence en sphingomyeéline dans les radeaux lipidiques. Ceci
indique que I’enzyme SMS-1 est nécessaire pour la production des sphingomyeélines (119). Il a
également été montré qu’une inhibition de la SMS-1 et de la SMS-2 entraine une diminution
significative du niveau de sphingomyélines dans les radeaux lipidiques mais aussi dans les
membranes plasmiques et a I’intérieur des cellules (120). En effet, les enzymes SMS-1 et SMS-

2 contribuent toutes les deux a la biosynthese de novo des sphingomyélines.

En dehors de leur participation aux structures membranaires, il a été observé que
certaines sphingomyélines jouaient un réle dans les pathologies métaboliques. Dans une étude
réalisée chez des souris n’exprimant pas de SMS-1, il a été constaté une diminution significative

des sphingomyélines hepatiques, plasmatiques et macrophagiques. L’inhibition de la SMS-1 a
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également réduit de 77 % I’activité des SMS, principalement dans les macrophages, indiquant
que la SMS-1 est la principale sphingomyéline synthase dans ces cellules. Cette étude a
également montré que 1’inhibition de la SMS-1 conduit a une réduction de I’athérosclérose chez
les souris SMS-1 (-/-) (121). De plus, une carence en SMS-1 atténue significativement
I’activation de NF-kB médiée par le TLR4 apres un traitement au lipopolysaccharide, indiquant
un lien entre I’activité SMS-1 et la signalisation de 1’inflammation (117). En outre, Mitsutake
et ses collégues ont montré chez des souris knock-out (KO) SMS-2, que la carence en SMS-2
prévient 1’obésité et la résistance a I’insuline induite par une alimentation enrichie en graisses
(122).

Chez I’Homme, une étude réalisée chez des patients souffrant d’obésité sévére a montré
que certaines especes de sphingomyélines sériques étaient plus élevees chez les patients atteints
de NASH en comparaison des patients développant une NAFLD. Cette étude a montré que les
taux sériques de sphingomyeélines pourraient étre liés au stade de NASH et que certaines especes
de sphingomyélines pourraient étre utilisées pour le suivi de I’évolution de la stéatose hépatique

chez les patients obéses (123).
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Figure 11 : Structure d'une sphingomyéline.
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Les céramides

2.3.1. Synthése et enzymes impliquées

Les céramides sont des sphingolipides peu abondants et sont dérivés des sphingosines

par fixation d'un acide gras sur le groupe amine. lls présentent une structure plus simple que

celle des sphingomyélines et, les acides gras entrant dans la composition de ces molécules sont

a nombre pair de carbones (16 a 24 carbones), saturés ou monoinsaturés et souvent o-

hydroxylés (OH en C») (Eigure 12). Le céramide peut étre produit par plusieurs voies (Eigure

13):

Premiére voie : lls peuvent étre générés a partir de I'hydrolyse des sphingomyélines au
niveau de la membrane plasmatique par la sphingomyélinase (SMase).

Deuxiéme voie : lls sont aussi générés par la biosynthése de novo dans le réticulum
endoplasmique. II s’agit de la voie métabolique la mieux caractérisée. Elle est initiée
par une conversion médiée par le palmitoyl-CoA et la serine par la serine
palmitoyltransférase (SPT) en 3-cetosphinganine. Cette derniére subit ensuite une série
de réactions catalysées par les céramides synthases (CerS) pour finalement produire le
céramide.

Troisieme voie : Les sphingolipides complexes peuvent également étre dégradés par
diverses enzymes et donner des céramides, qui sont ensuite convertis en sphingosine
par la céramidase-acide (CA), et cette sphingosine peut rentrer dans le cytosol et étre
recyclée en céramide via la céramide-synthase (CerS). Il s’agit de la voie de
récupération (Eigure 13).

Le stress oxydatif et les signaux inflammatoires peuvent également contribuer a la

production des céramides par I’action des SMases (124).
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Figure 12 : Structure d'un céramide.
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Figure 13 : Les difféerentes voies impliquées dans le métabolisme des céramides. (Amran
DAHER ABDI).
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2.3.2. Rdles des céramides dans ’insulinorésistance

L’obésité prédispose au développement d’une résistance a 1’insuline. L’exces d’apport
lipidique dans le foie ou les muscles, dont la fonction premicre n’est pas le stockage des
graisses, entraine la formation de métabolites lipidiques qui inhibent 1’action de I’insuline.
L’augmentation de la masse graisseuse déclenche également une sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires et des glucocorticoides inhibant 1’action de I’insuline dans les tissus
périphériques (125). Par conséquent, de nombreuses études ont montré que I'inflammation ou
encore l'exces lipidique dans l'organisme induit par ’obésité, entraine un taux éleve de
céramides provoquant une résistance a 1’insuline (126). Les céramides jouent un role important
dans la progression des dysfonctionnements métaboliques liés a I’obésité. Adams et ses
collégues ont montré chez I’ Homme que la teneur en céramides est augmentée dans le muscle
squelettique des patients obeses et résistants a 1’insuline (127). De plus, il a été montré qu’il
existe une corrélation entre la diminution de la teneur en céramides et 1’amélioration de la

sensibilité a I’insuline (128). Les céramides régulent donc négativement 1’action de 1’insuline

(Eiqure 14).

Il existe deux principales explications a 1’action des céramides dans la résistance a
I’insuline. D’une part, les céramides peuvent altérer la voie de la signalisation de I’insuline en
favorisant les voies de signalisation initiées par les cytokines pro-inflammatoires. D’autre part,
les céramides bloquent la translocation d’AKT/PKB vers la membrane plasmique par
phosphorylation (129). La capacité des céramides a interférer avec la signalisation des
récepteurs d'insuline conduit alors au blocage de la capacité de ces récepteurs a activer la kinase
effectrice PKB/AKT. En outre, les céramides inhibent I'absorption du glucose déclenchée par
I'insuline en bloquant la translocation de Glut4 sur la membrane plasmatique mais aussi en

interférant avec la synthese du glycogene.

Les modéles d'obésité chez I'animal ont montré qu'une inhibition de la biosynthese des
céramides augmente la sensibilité a I'insuline dans les muscles, réduisant ainsi la gravité des
pathologies associées a l'insulinorésistance (130). Des études réalisées sur des modeles
cellulaires ont montré qu’une inhibition de 1’enzyme désaturase 1 (Des 1), qui intervient a la
derniere étape de la synthése de novo des céramides, entraine une réduction de 1’accumulation

des ceramides et peut étre efficace dans le traitement de la résistance a I’insuline (128).
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Il a été montré qu'un exces de lipides, plus particuliérement en acides gras saturés tels
que le palmitate stimule la synthese de novo des céramides induisant une accumulation de ces
derniers. En outre, les inhibiteurs d’enzymes impliquées dans la synthese des céramides
empéchent I’action du palmitate sur ’accumulation des céramides et par conséquent sur la
stimulation de I’insuline (126). Cependant, le role des céramides dans la résistance a 1’insuline

reste controversé.
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Figure 14 : Inhibition du signal de I'insuline par les céramides. Adaptée de (131).

Les céramides bloquent d’une part I’action d’AKT/PKB en activant la protéine phosphatase 2 (PP2A)
et d’autre part le substrat récepteur de /’insuline (IRS) en induisant les axes PKR (protéine kinase
activée par ARN double brin) /IJNK (kinase c-Jun NH2-terminale) et ou Prep1(Protéine régulatrice de
Pbx 1) /p160.
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3. LLES ACIDES GRAS POLYINSATURES

3.1. Définition et structure

Les acides gras insaturés sont des constituants lipidiques qui possedent une ou plusieurs
doubles liaisons, ce qui permet de distinguer respectivement les acides gras monoinsaturés et
les acides gras polyinsaturés. On dénombre une quarantaine d’acides gras, mais les acides gras
polyinsaturés (AGPI) sont les plus étudiés. Il existe quatre types de séries d’acides gras
polyinsaturés (n-3, n-6, n-7 et n-9) mais deux d’entre elles ont suscité un intérét particulier et
ont été étudiés grace a des expériences sur des souris ayant recu une alimentation dépourvue en
AGPI : la série des oméga-3 (n-3) et celle des oméga-6 (n-6). Ces numéros de série résultent de
la position de la premiére double liaison a partir du groupement méthyle terminal.

En effet, le terme « oméga-3 » vient du fait que la premiére double liaison de la chaine
carbonée est située a trois atomes de 1I’atome de carbone en comptant depuis I’extrémité de la
molécule. Les oméga-3 sont des AGPI qui dérivent de I'acide gras appelé acide a-linolénique
ou AAL (C18 :3 n-3). Les oméga-6 dérivent quant a eux de I'acide linoléique ou AL (C18:2, n-
6). L'acide a-linolénique et 1’acide linoléique sont des acides gras dits « essentiels » car les
cellules des mammiféres sont incapables de les synthétiser de novo a partir des précurseurs plus

simples et doivent donc étre apportés par I’alimentation.

Les oméga-3 sont les précurseurs des eicosanoides non-inflammatoires et sont en
concurrence avec 1’acide arachidonique qui est un oméga-6 précurseur des eicosanoides pro-
inflammatoires (Figure 15). Cependant, un équilibre homéostatique existe. En outre, ces deux
familles d’AGPI, oméga-3 et oméga-6, possedent des enzymes communes pour leur synthese et
sont donc perpétuellement en compétition mais cette competition révéle un avantage pour la
synthese des oméga-6. Ainsi, la synthése de 1'acide a-linolénique précurseur des oméga-3, est

limitée d'ou I'importance de I'apport en oméga-3 par 1’alimentation.
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Oméga-3 Oméga-6
Acide a-linolénique (AAL) Acide linoléique (AL)
18:3 -3 18:2 ® -6
+————— A6 Désaturase ———————
Acide stéaridonique 18:4 ®-3 Acide y-linolénique (GLA) 18:3 -6
+——— Elongase —_——
Acide eicosatétraénoique 20:4 o -3 Acide dihomo-y-linolénique (DGLA) 20:3 o -6
3-séries |
Prostaglandines +——— A5 Désaturase — 2-séries
< Prostaglandines
3-séries
Thromboxanes L_ A cide eicosapentaénoique (EPA) 20:5 -3 Acide arachidonique (AA) 20:4 ¢ -6 ] 2-séries
Bclite Thromboxanes
Leucotrienes 4-56ri
R Elongase e —. Lesl.lecr;:;énes
E—résolvines__
Acide docosapentaénoique (DPA) 22:5 -3 Acide docosatetraénoique 22:4 -6
<+————— A5 Désaturase
D-résolvines

D~pr0tectine} Acide docosahexaénoique (DHA) 22:6 »-3

Figure 15 : Voies de biosynthése des acides gras polyinsaturés : séries des oméga-3 et des
oméga-6. (Amran DAHER ABDI).
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3.2.  Les aliments riches en acides gras polyinsaturés

Les AGPI sont des nutriments essentiels dans 1’alimentation humaine et ne peuvent pas
étre synthétisés par ’organisme pour maintenir un état optimal. Ils ont suscité un intérét
important ces dernieres années en raison de leur role bénéfique dans la réduction du risque de
développer des pathologies métaboliques. L'acide linoléique (précurseur des oméga-6) est
beaucoup plus abondant que 1'acide a-linolénique (précurseur des oméga-3) car sa synthése est

plus avantageuse.

On retrouve principalement les oméga-6 dans les graines de plantes comme les

arachides, le tournesol ou encore le colza.

Les oméga-3 se trouvent le plus souvent dans les lipides complexes (triglycérides) de
poissons gras tels que le saumon ou le thon. Les oméga-3 se retrouvent également dans les
graines de plantes telles que les graines de lin. Bien que les oméga-3 proviennent
principalement de producteurs primaires aquatiques tels que les algues, les ressources
aquatiques sont de plus en plus limitées (Tableau 6). Afin de remédier a une éventuelle pénurie
mondiale due a une forte demande en oméga-3, certaines plantes oléagineuses comme le canola
ont été génétiguement modifiées par insertion de genes dérivés des algues pour produire une

teneur élevee en omega-3 (132) (133).

Les sources d’AGPI peuvent varier considérablement d’un pays a un autre selon la
disponibilité des aliments, les influences culturelles ou le statut socio-économique. En raison
de I’agro-industrie et I’agriculture moderne, le régime alimentaire occidental actuel a montré
une abondance des oméga-6 (w6) au détriment des oméga-3 (w3) entrainant une forte
augmentation du rapport m6/®3 au-dela des recommandations (rapport 20:1 au lieu de 1:1)

(134). Un équilibre du rapport w6/m3 demeure neanmoins essentiel pour la santé.
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Tableau 6 : Quelques sources alimentaires de DHA C22:6 (oméga-3) non-marines. Adapté de
(135).

Catégorie Produit Teneur en DHA (mg/100g)
- Lait de vache, régime basal - 0-10
Lait - Lait de vache, régime spécial - 10-30
- Lait de vache, enrichi - 30-50
Eufs - (Eufs de poule, régime basal - 20-40
- (Eufs de poule, enrichi - 90-180
- Agneau, muscle - 10-20
- Porc, muscle - 10-50
Viande - Du beeufs - 10-20
- Lapin, muscle - 10-30
- Poulet, régime basal - 10-30
- Poulet, régime aux graines de lin - 20-50
Sous-produits - Porc, graisse sous-cutanée - 60-320
animaux - Porc, visceéres - 10-50
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3.3.  Les acides gras polyinsaturés oméga-3

Il existe de nombreux effets bénéfiques des AGPI oméga-3 a longue chaine (AGPI ®»-3
LC) sur la santé chez ’Homme. Les deux principaux AGPI de la série des oméga-3 sont l'acide
eicosapentaénoique (EPA, C20:5 ; Figure 16) et I'acide docosahexaénoique (DHA, C22:6 ;
Figure 16). Ces derniers sont les plus étudiés notamment en raison de leurs effets anti-
inflammatoires (136). L’EPA, en compétition avec 1’acide arachidonique (AA, C18:3) pro-
inflammatoire, agit comme un inhibiteur compétitif favorisant ainsi la production des
eicosanoides anti-inflammatoires. En outre, le DHA et I’EPA jouent un role physiologique
important du fait de leur implication dans la fluidité membranaire mais aussi dans la synthese
des récepteurs et des transporteurs membranaires. De plus, des études conduites chez I’Homme
et I’animal ont montré qu’une supplémentation en EPA et DHA peut protéger contre le
développement de 1’obésité en réduisant le gain de poids chez les individus obéses (137). Ils
contribuent également aux effets anti-obésité en modifiant les processus métaboliques
notamment en augmentant 1’oxydation des acides gras. L'effet protecteur des oméga-3 est aussi

observé dans plusieurs pathologies telles que les maladies cardiovasculaires (136).

Parmi les AGPI de la série des oméga-3, le DHA reste le plus étudié en raison de son
importance dans la neurogenese ainsi que dans d'autres processus physiologiques tels que la

mémorisation.
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A. Structure de ’AAL
@)

HO "1 9 12 15 18

B. Structure de ’'EPA

COOH

Figure 16 : A : Structure de ’AAL ; B : Structure de I’EPA ; C : Structure du DHA.
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3.4. L’acide docosahexaénoique : I’allié¢ du cerveau

Le DHA est un acide gras de la famille des oméga-3 dont le précurseur est 1’acide a-
linolénique (AAL) (Eigure 15). La conversion de ce dernier est cependant tres limitée du fait
de la compétition dans la conversion de 1I’acide linoléique (AL) et de I’AAL car les enzymes
qui sont impliquées dans la voie de synthése des oméga-3 et des oméga-6 sont identiques
(Eigure 15). Le DHA est un acide gras essentiel c'est a dire qu'il provient essentiellement de
l'alimentation en raison de I’absence de syntheése de novo des AGPI. On retrouve le DHA a
I’état naturel dans les algues. 1l est I’'un des AGPI oméga-3 les plus importants en raison de son

influence importante sur la santé cérébrale.

Des preuves solides du réle du DHA sur la physiologie et la croissance du systéme
nerveux central ont émergé avec 1’observation d’une transition alimentaire conduisant a la
consommation d’aliments d’origine marine comme le poisson, les algues ou les crustacés. Cette
hypothése provient des résultats obtenus a partir d’études faites sur des fossiles (138). Autrefois,
la consommation était axée sur un type alimentaire terrestre contenant tres peu de matiéres
grasses et surtout tres faibles en AGPI a longue chaine (AGPI-LC), alors que les aliments
d’origine marine étaient riches en graisses, specifiquement en AGPI oméga-3. C’est dans ce
contexte que certains chercheurs se sont intéressés aux effets de la consommation des oméga-
3. Crawford a émis un lien de cause a effet entre le régime alimentaire d’origine marine et la
taille importante du cerveau (139). A I’inverse, il a été observé qu’un déclin dramatique de la
capacité cérébrale relative serait associé a une faible quantité de DHA dans le cerveau suggeérant
que I’évolution de la taille du cerveau humain dépendrait d’une source riche en DHA ayant eu

lieu lors de la transition alimentaire terre/eau (140).

Le DHA est présent dans la plupart des tissus, ou il assure des fonctions importantes,
mais son incorporation est trés élevée dans le systeme nerveux central car il est fondamental
pour la formation et le fonctionnement de ce dernier. Le cerveau est I'un des tissus les plus
riches en lipides. 1l est également capable d’incorporer rapidement les AGPI pour son
développement, notamment le DHA. Ce dernier est un constituant essentiel des membranes des
cellules et en particulier des neurones. Par conséquent, un apport alimentaire élevé en DHA

peut ameliorer les fonctions et les comportements cognitifs.
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En outre, le DHA est indispensable a la croissance et au développement du cerveau
pendant la période feetale et pendant 1'enfance. Le DHA est considéré comme un nutriment
essentiel pendant la grossesse et 1’allaitement pour sa participation active au développement
cerébral et de la fonction cognitive au début de la vie. La croissance cerébrale ayant lieu pendant
la période intra-utérine et néonatale, 1’accumulation du DHA dans le cerveau a lieu pendant
cette période et son niveau est maintenu tout au long de la vie. De surcroit, I’incorporation du
DHA dans le cerveau est plus importante au cours du troisieme trimestre de grossesse
notamment pour favoriser la croissance cérébrale et le développement visuel (141). L apport
du DHA au début de la vie dépend fortement de 1’alimentation maternelle pendant la période
intra-utérine et ’allaitement. Dans une étude réalisée en Australie sur des nourrissons subissant
des examens post-mortem (EPM) a la suite d’une mort subite, il a été montré qu’il existait un
lien entre les concentrations élevées en DHA et une amélioration du développement
neurologique chez des nourrissons nourris au lait maternel en comparaison de nourrissons
nourris au lait artificiel (142). De plus, une concentration élevée en DHA dans le cerveau des
nourrissons allaités était liee a une amélioration du développement neurologique (142).
Cependant, cela n’exclut pas la nécessité des sources exogenes de DHA dans le régime

alimentaire pour répondre aux besoins des nourrissons en croissance.

Par ailleurs, il existe différentes formes de troubles cérébraux en plus des démences
pouvant s’élargir dans les années a venir, dépassant probablement celui des maladies
cardiovasculaires et du cancer pris ensemble (143). L’accumulation de preuves suggere que le
DHA peut étre efficace dans les troubles psychiatriqgues majeurs. Le DHA joue un réle
neuroprotecteur permettant de ralentir le vieillissement cérébral et de diminuer les risques de
développement des maladies neurodégénératives. La neuroprotectine D-1 (NPD-1), dérivé
structurel du DHA, présente des actions neuroprotectrices importantes notamment dans la
préservation de la structure et de la physiologie des neurones mais aussi des cellules gliales

(144). Le DHA se trouve en grande quantité dans les neurones en raison de sa grande fluidité.

En effet, le DHA est enrichi dans les membranes synaptiques et serait capable de
changer leur fluidité ainsi que la densité des neurotransmetteurs et des récepteurs. En Australie,
une étude sur des essais contrdlés et randomisés a montré que le DHA peut améliorer
I’alphabétisation et le comportement des enfants atteints de trouble de déficit de 1’attention avec

hyperactivité (TDAH) (145). Notre cerveau et nos neurones ont quotidiennement besoin de
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DHA en raison de ses propriétés pouvant favoriser le processus de mémorisation et comme

traitement potentiel de prévention des maladies neuro-dégenératives.

4. SUPPLEMENTATION EN OMEGA-3 POUR LA PREVENTION
DES ALTERATIONS COGNITIVES ET METABOLIQUES

4.1. Lasupplémentation en acide docosahexaénoique (DHA)

Les études sur la supplémentation alimentaire en DHA ont monté en puissance ces
derniéres années, principalement en période de grossesse et de petite enfance ou la

supplémentation en DHA a montré une importance clinique.

Les premiéres preuves de la supplémentation en DHA s’appuyaient sur ses effets
bénéfiques contre la dégénérescence des maladies neurocognitives. Le DHA est important pour
la fonction cérébrale et un apport alimentaire plus élevé est inversement corrélé au risque relatif
de la maladie d’Alzheimer. De plus, une supplémentation en DHA de 2 g/jour chez des sujets
ayant une déficience cognitive légére semble améliorer la fonction cognitive et ralentir la
progression de 1’atrophie hippocampique (146). Cela a été également montré dans des études
réalisées sur des modeles animaux, suggérant que le DHA peut exercer des effets pléiotropes
sur la maladie d’ Alzheimer, notamment en limitant la production et I’accumulation de la toxine
peptidique amyloide B atténuant ainsi les troubles comportementaux associés (147). La
supplémentation en DHA semble également avoir un effet protecteur contre les autres démences

notamment le déclin cognitif 1i¢ a 1’age.

Plus récemment, I’effet durable du DHA chez la descendance a montré que 1’apport et
le statut en DHA de I’enfant étaient liés a I’apport de la mére pendant la grossesse. En outre, il
a été démontré que I’apport maternel en DHA améliore les performances de leur descendance
sur les tests cognitifs, le langage et la mémoire a court terme (148). De fagon similaire, une

autre étude a montré que le quotient intellectuel (QI) élevé était corrélé a 1’apport maternel en
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DHA chez des enfants &gés de quatre ans (149). Le développement du feetus et du nouveau-né
dépendant fortement de 1’apport maternel, une supplémentation maternelle en DHA semble

donc améliorer le bon développement neuronal de 1’enfant.

C’est au début des années 1980, que des études épidémiologiques ont évalué la relation
entre la consommation de poissons et les maladies coronariennes. Dans une étude réalisée aux
Pays-Bas, sur la consommation des poissons chez des hommes sans antécédents de maladie
coronarienne, les auteurs ont montré que la mortalité par maladie coronarienne était réduite de
moitié chez ceux qui consommaient du poisson contrairement a ceux qui n’en consommaient
pas, suggeérant ainsi que la consommation quotidienne d’au moins 30 g de poisson avait un effet
préventif contre ces pathologies (150). Par ailleurs, des études expérimentales ont montré que
la supplémentation en DHA a des effets antiathérogenes et antithrombotiques potentiellement
importants et améliore la fonction vasculaire (151) (152) . Des essais cliniques ont également
démontré plus récemment une diminution de I’incidence des maladies coronariennes
s’expliquant par une diminution des triglycérides plasmatiques et une inhibition de la
thrombose (153) (154) (155) (156) (157) (158).

La supplémentation maternelle en DHA améliore également le développement visuel.
Il a été montré que les nourrissons de quatre mois, dont les meres avaient consommeé une
alimentation enrichie en DHA pendant la grossesse, présentaient des scores d’acuité visuelle
plus élevés en comparaison des témoins (159). La consommation du DHA de la mere pendant
le dernier semestre de grossesse entraine également une réduction des naissances prématurées
précoces et une taille du nourrisson plus grande (160). La supplémentation maternelle en DHA

est donc importante en raison de son rdle dans le développement neuronal, visuel et cognitif.

La supplémentation en DHA améliore aussi plusieurs anomalies métaboliques sous-
jacentes a I’obésité, notamment le développement du diabete de type 2. Dans une étude réalisée
chez le rongeur, la supplémentation en DHA inhibe I’inflammation et améliore la sensibilité a
I’insuline induite par 1’obésité (161). Vemuri et ses collegues ont également montré que la
supplémentation en DHA chez la souris réduisait la résistance a I’insuline médiée par des
niveaux circulants élevés d’adiponectine (162). Cependant, les études cliniques chez I’'Homme
restent controversées sur les effets de la supplémentation en DHA sur I’insulinorésistance et
mentionnent un effet dose-dépendant. En outre, une amélioration des effets delétéres de la

stéatose hépatique chez les rongeurs a été corrélée a une supplémentation en DHA dont les
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effets bénéfiques tendent a réduire les triglycérides hépatiques par une forte B—oxydation et une
inhibition de I’expression des enzymes impliquées dans la synthése de la lipogenése de novo
(163). Les données chez I’Homme suggérent que la supplémentation en DHA peut étre efficace
dans les premiers stades de la NAFLD mais pas chez les patients atteints de NASH plus séveres
(164).

4.2. Meécanismes d’action du DHA

Bien que les mécanismes sous-jacents impliqués ne soient pas complétement compris,
le DHA a des propriétés polyvalentes avec un large éventail d’actions qui peuvent aller de la
participation aux processus d’oxydation cellulaire et de la signalisation intracellulaire aux réles
modulateurs dans I’expression des geénes et dans la fluidité membranaire. Entre autres, ce sont
les propriétés anti-inflammatoires du DHA qui ont le plus été étudiées. Le DHA interagit avec
plusieurs récepteurs tels que les récepteurs de la famille Toll-like (TLR), les récepteurs activés

par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) et les récepteurs couplés a la protéine G (GPR).

Les TLR sont I'une des principales familles de récepteurs de reconnaissance de formes
jouant un réle important dans 1’induction de réponses immunitaires innées et adaptatives (165).
En outre, la liaison de TLR (2 et 4) a son ligand active les voies pro-inflammatoires en aval qui
incluent NF-xB et les MAP kinases (Mitogen-activated protein kinases). Une étude sur modeles
cellulaires a montré que I’expression de la cyclooxygénase 2 (COX-2) induite par un
lipopeptide synthétique, agissant comme un agoniste de TLR2, est principalement inhibée par
le DHA. Cela était corrélé a une suppression de NF-xB. Les auteurs ont montré que I’action
inhibitrice de NF-kB par le DHA vise directement le TLR lui-méme et non les composants de
signalisation en aval, influant ainsi sur la cascade de signalisation qui en découle (166). Dans
une autre étude, la méme équipe a montré que le DHA module 1’action des TLR en inhibant
I’activation du TLR2 induite par les lipopeptides (167). Cependant, les mécanismes sous-

jacents de cette modulation ne sont pas encore connus.
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Il est maintenant bien établi que le TLR4 est recruté et dimérisé dans les fractions des
radeaux lipidiques apres traitement au lipopolysaccharide (LPS). Les radeaux lipidiques servent
de plate-forme pour I’initiation de la transduction du signal médié par les récepteurs. Le DHA
pourrait modifier la composition lipidique du radeau, voire empécher leur formation, ce qui
entrainerait un déplacement des récepteurs de signalisation au niveau de ces zones de la
membrane plasmique (radeaux lipidiques). Cela conduirait donc a la suppression de la
signalisation inflammatoire médiée par les TLR. Par ailleurs, il a été montré que le DHA inhibe
la dimeérisation du TLR4 induite par le LPS et le recrutement de TLR 4 dans les radeaux
lipidiques qui sont les premieres étapes des voies de signalisation médiée par le TLR4 (Eigure
17) (168).

Des nombreuses études ont montré que le mécanisme par lequel le DHA inhibe les
réponses pro-inflammatoires implique I’activation de plusieurs récepteurs nucléaires,
notamment les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes tels que PPARY (169).
En effet, des niveaux élevés de DHA augmentent la transcription de PPARY modulant les
réponses inflammatoires médiees par le facteur de transcription NF-xB, un activateur clé de la

cascade de signalisation pro-inflammatoire (Eigure 17) (170) (171).

Plus récemment, il a été montré que les récepteurs couplés a la protéine G fonctionnent
comme des récepteurs capteurs des AGPI oméga-3, principalement le GPR120. Ce dernier
interagit avec le DHA et peut moduler les voies anti-inflammatoires. Oh et ses collegues ont
montré que 1’activation de GPR120 par le DHA nécessitait le recrutement de B-arrestine-2 avec
son ligand formant un complexe qui peut se lier a TAB 1 (Protéine 1 de liaison de la kinase 1
activée par TGF-B) bloquant par conséquent la liaison TAB 1 avec TAK 1 (kinase 1 activée par
TGF-B). Ce phénomeéne entraine une inhibition de la phosphorylation et de I’activation de
TAKL. Le DHA inhibe donc les signaux d’entrée via une interaction GPR120/(3-arrestine-2
inhibant a la fois les réponses pro-inflammatoires médiees par TLR4 et TNFa (Eigure
17) (161).
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Figure 17 : Mécanismes d'action du DHA. Adaptée de (172).
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L’environnement intra-utérin auquel un feetus est exposé peut avoir un impact a long
terme sur la santé apres la naissance. Lors du développement intra-utérin, le feetus est vulnérable
a divers facteurs, principalement affectés via la mére. L’état mental de la mére, I’environnement
auquel elle est exposée, son activité physique et ses habitudes alimentaires peuvent affecter de
fagon permanente la santé et 1’état physique de 1’enfant en pleine croissance. Par conséquent,
les facteurs les plus importants impliqués dans la programmation feetale dépendent de 1’état
nutritionnel de la mére. Ainsi, des troubles alimentaires durant la grossesse, comme un régime
hypocalorique, ont des effets néfastes sur la croissance et le développement feetal. Un apport
insuffisant en éléments essentiels au développement, notamment la pénurie de nutriments
pendant la grossesse, entraine un retard de croissance intra-utérin. La dénutrition intra-utérine
active des processus d’adaptation qui permettent une gestion optimale des nutriments par un
apport économe et sélectif aux organes primordiaux (cerveau et cceur). Néanmoins, ces
altérations salvatrices entrainent une restriction de croissance et ont des conséquences néefastes
sur le développement mais aussi 1’efficacité des fonctions d’autres organes (173). L’influence
d’un régime maternel hypocalorique sur le développement feetal a été reconnue pour la premicre
fois lors de la famine hollandaise. L’étude des cohortes a montré que les sujets dont les méres
avaient connu la famine étaient prédisposeés aux maladies coronariennes et méme a la
schizophreénie (174) (175). La probabilité d’apparition d’un syndrome particulier a 1’age adulte
dépendait du moment de la grossesse au cours duquel le facteur nocif était apparu : plus le stade
de grossesse était précoce, plus le risque de complications graves était élevé (176). Les résultats
de la programmation nutritionnelle a long terme dépendent non seulement de la perturbation
des conditions intra-utérines optimales, mais aussi du moment ou cette perturbation se produit,
du fait que certains organes sont caractérisés par diverses « périodes critiques» de
développement. Enfin, I’environnement intra-utérin dépend de 1’état nutritionnel de la mére et
détermine non seulement le risque d’apparition de la maladie mais aussi le moment de
I’apparition de la pathologie et I’intensité du processus pathologique.

Par ailleurs, une importance particuliére est aussi accordée au mode de vie alimentaire
tout au long de la vie. De nos jours, la disponibilité illimitée d’aliments hautement transformés
ainsi que la diminution de I’activité physique est un probléme particulierement important. Cela
interfére avec I’équilibre énergétique et conduit a 1I’épidémie d’obésité. De plus, un statut socio-
économique élevé dans la société devient de plus en plus courant, élargissant la taille de
population piégée dans ce cercle vicieux (177). Comme I’a écrit Hippocrate « la corpulence

n’est pas seulement une maladie en elle-méme, mais le signe avant-coureur des autres »,
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reconnaissant que 1’obésité est une pathologie grave qui entraine également des nombreuses
comorbidités. Au cours de ces dernieres années, la prévalence mondiale de I’obésité a nettement
augmenté et le nombre de décés annuel attribuable a 1’obésité ne cesse d’accroitre. L’OMS a
décrit I’obésité comme 1’un des problémes de santé publique le plus manifestement visible,
mais le plus négligé, qui menace de submerger les pays les plus développés comme les pays les
moins développés (178). Les problémes d’obésité et de surpoids n’ont été mondialement
reconnus qu’au cours de ces dix derniéres années, contrairement a la dénutrition maternelle,
I’insuffisance pondérale et les maladies infectieuses qui ont toujours dominé la réflexion. Bien
que les connaissances sur 1’obésité s’améliorent chaque année, de nombreuses questions
concernant la prévention et le traitement restent encore ouvertes.

Gréace a une modification ou a une supplémentation appropriée de 1’alimentation, les
femmes enceintes transmettent un impact positif au phénotype de leur enfant non seulement sur
leur poids corporel, mais aussi, via une action épigenétique, sur des effets a long terme sur leur
sante, y compris sur la fonctionnalité du systéme nerveux tout en long de leur vie et sur la
réduction des syndromes métaboliques liés aux risques d’obésité. Les AGPI, principalement le
DHA, présentent un intérét important pendant la grossesse car ils peuvent améliorer les résultats
de la grossesse tels que sa durée, et parce qu’ils peuvent également augmenter la croissance du
nourrisson et améliorer sur le court et le long terme le développement de la descendance.

L’objectif principal de ma thése a été d’étudier les effets de la supplémentation
maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation sur les altérations métaboliques et
cognitives que pourraient entrainer une obésité ou une dénutrition maternelle chez la
descendance. Nous avons émis 1’hypothése qu’une supplémentation maternelle en DHA
pendant la gestation et la lactation protégerait la descendance des effets déléteres de 1’obésité
et de la dénutrition maternelle sur le long terme. Afin de tester notre hypothése, nous avons
utilisé un modé¢le de programmation feetale chez le rat basé sur un régime maternel
hypocalorique & 50% et, d’autre part, un mod¢le d’obésité basé sur une alimentation postnatale
de choix riche en sucres et en graisses.

Comme une supplémentation en DHA posséde des effets protecteurs contre
I’accumulation des triglycérides hépatiques, je me suis principalement intéressée a I’effet de la
supplémentation maternelle en DHA sur les altérations des différentes voies métaboliques
induites par 1’obésité au niveau du foie de la descendance. J’ai en particulier détermine si la
supplémentation maternelle en DHA protégeait la descendance contre le développement d’une
stéatose hépatique, le but étant de savoir si les effets protecteurs du DHA perduraient chez la
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descendance et s’il y avait un effet du sexe, tout en apportant de nouveaux éléments quant aux
mécanismes d’action du DHA.

Etant donné que le DHA est avant tout un lipide, j’ai également cherché a savoir si les
effets du DHA dans la stéatose hépatique de la descendance étaient liés a sa charge lipidique
ou a ses propriétés specifiques. Nous avons donc comparé les effets du DHA a un autre lipide.
Nous avons ensuite élargi nos investigations en évaluant les effets de la supplémentation
maternelle en DHA chez la descendance, sur les familles de lipides autres que les triglycérides
en réalisant une analyse quantitative ciblée des sphingolipides, reconnus pour leur r6le dans les
pathologies métaboliques liées a 1’obésité.

Enfin, le DHA est connu pour avoir des effets benéfiques dans les altérations cognitives.
Dans le but de proposer un traitement thérapeutique non invasif et de savoir si les effets
neuroprotecteurs du DHA perdurent chez la descendance, je me suis intéressée au role du DHA
dans les altérations comportementales de la descendance. J’ai en particulier déterminé si la
supplémentation maternelle en DHA était capable de contrecarrer les altérations du

comportement induites par I’effet programmateur d’une dénutrition maternelle.
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1. ANIMAUX

Les modeles animaux qui ont été utilisés dans les différentes expériences sont des rats
males et femelles WISTAR (Charles River). Les animaux ont été acclimatés a I’animalerie
pendant une semaine avant chaque expérimentation avec 1’accés a 1’eau et a la nourriture ad

libitum, un cycle nuit/jour inversé et une température de 20°C.

2. MODELE DE PROGRAMMATION METABOLIQUE

. 1¢r¢ série expérimentale des animaux males agés de 3 mois : impact de 1’obésité

postnatale et supplémentation maternelle en DHA

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergees
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de
DHA et 23 mg/kg d'EPA) ou 350 pL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline

comme placebo et nourries avec une alimentation standard ad libitium.

A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a huit petits par portée. Les ratons ont
été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un
régime standard ou exposés a de la nourriture standard en méme temps qu’a une alimentation
riche en graisses et en sucre (free choice High-Fat High-Sugar : fcHFHS). Six groupes
experimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi
éte formés: Saline-standard diet; Saline-fcHFHS diet; DHA-standard diet; DHA-fcHFHS diet ;

Carthame-standard diet et Carthame-fcHFHS diet (se référer a la Figure 18 et au Tableau 7).

Les caractéristiques anthropométriques et métaboliques de la progeéniture ont eté

évaluées a trois mois.
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Figure 18 : Modele de programmation métabolique de 1’expérimentation des animaux males

agés de 3 mois.

STD : régime standard; fc-HFHS Diet : free choice-High-Fat High-Sugar (régime riche en sucres et
en graisses au choix).
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Tableau 7 : Groupes expérimentaux et régimes alimentaires.

Génération FO (femelles)

Génération F1 (males)

- Q ayant recues une solution saline et
nourries avec une alimentation
standard ad libitium durant la

gestation et la lactation

g nourris au régime standard ad libitium
(Saline-standard diet)

o) nourris au choix avec un régime standard
et un régime riche en sucres et en graisses ad
libitium

(Saline-fcHFHS diet)

- Q ayant recues un extrait d’huile de

poisson et nourries avec une

alimentation standard ad libitium

durant la gestation et la lactation

d nourris au régime standard ad libitium
(DHA-standard diet)

d nourris au choix avec un régime standard
et un régime riche en sucres et en graisses ad
libitium

(DHA-fcHFHS diet)

e ayant recues un extrait d’huile de
carthame et nourries avec une
alimentation standard ad libitium

durant la gestation et la lactation

d nourris au régime standard ad libitium
(Carthame-standard diet)

d nourris au choix avec un régime standard
et un régime riche en sucres et en graisses ad
libitium

(Carthame-fcHFHS diet)
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. 2¢me série expérimentale des animaux males et femelles 4gés de 6 mois : impact de

I’obésité postnatale et supplémentation maternelle

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergees
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de
DHA et 23 mg/kg d'EPA) ou 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec

une alimentation standard ad libitium.

A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a huit petits par portée. Les ratons males
et femelles ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium
avec un régime standard ou exposés a de la nourriture standard en méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre (free choice High-Fat High-Sugar : fcHFHS). Huit
groupes experimentaux constitués chacun de 8 animaux males ou femelles issus de 8 portées
différentes ont ainsi été formés: méles saline-standard diet; méles saline-fcHFHS diet; méales
DHA-standard diet; méles DHA-fcHFHS; femelles saline-standard diet; femelles saline-
fcHFHS diet; femelles DHA-standard diet; femelles DHA-fcHFHS.

Les caractéristiques métaboliques de la progéniture ont été évaluées a six mois ( Figure 19).
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Figure 19 : Modéle de programmation métabolique de I’expérimentation des animaux males
et femelles agés de 6 mois.

STD : régime standard; fc-HEHS Diet : free choice-High-Fat High-Sugar (régime riche en sucres et
en graisses au choix).

. 3¢me série expérimentale des animaux males et femelles agés de 6 mois : impact de

la dénutrition maternelle et la supplémentation maternelle en DHA

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergees
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de
DHA et 23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un

régime a faible teneur en calories (=dénutrition) soit 350 ulL/kg d’une solution saline comme
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placebo et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur

en calories (=dénutrition).

A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits par portée. Les ratons males
et femelles ont été sevrés a 21 jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes
expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes
ont ainsi été formés: males controles-saline ; males dénutris-saline; méales controles-DHA,
males dénutris-DHA; femelles contrbles-saline; femelles dénutries-saline; femelles contrdles-
DHA,; femelles dénutries-DHA.

Les changements comportementaux de la progéniture ont été évalués a six mois (Eigure
20).

STD
— STD + Solu.tion ] :ll o) g
Saline
Q@ . == sm
Solution o) Y 210
— RC + " o
Saline :
Q . wmp STD ANALYSES
E— COMPORTEMENTALES
| STD+ Huile de O G mmp | STD
poisson ]
STD
Accouplement Q o g =
| RC + Huilede  _| G . . == sTD
poisson
Q . mmp STD

Figure 20 : Modele de programmation métabolique d’une dénutrition maternelle de

I’expérimentation des animaux males et femelles agés de 6 mois.

STD : régime standard; RC : Restriction calorique.
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3. COMPOSITIONS DES REGIMES

Le régime standard pour les femelles gestantes et allaitantes était composé de croquettes
de type AO03 (69,20% de céréales ; 20,20% de protéines végétales ; 4,60% de mélange

vitaminique et minéral ; 6% de protéines animales).

Pour les femelles dénutries ayant recu le régime ad libitum & 50%, la consommation des
croquettes des femelles contrbles a été pesée quotidiennement tout au long de la gestation et la
lactation et la moitié a été donnée aux femelles dénutries pendant la gestation et la lactation

pour induire une restriction calorique.

Le régime standard postnatal des animaux était composé des croquettes de type A04
(83,90% de céreéales ; 8% de protéines végétales ; 4,10% de melange vitaminique et minéral ;

4% de protéines animales).

Le régime postnatal riche en sucre et en graisses était compose de 30% de sucres et de
graisses. Il a été donné aux animaux adultes pendant 3 mois (males) pour la premiere série
d’expérimentation et pendant 6 mois (males et femelles) pour la deuxieme série

d’expérimentation.

4. TEST DE RECONNAISSANCE DE NOUVEL OBJET (NOR)

Le test de reconnaissance d’objets est I'un des tests comportementaux le plus
couramment utilisé chez les rongeurs. Il est basé sur le comportement spontané des rongeurs et
I’exploration différentielle d’objets familiers et nouveaux. Dans la premiére session, les rats ont
été exposes a deux objets identiques puis 1’un des objets a été remplacé par un nouvel objet lors
de la deuxiéme session (Eigure 21). Le temps pris pour explorer le nouvel objet fournit un
indice sur la mémoire de reconnaissance. Les rats contréles ont fait la distinction entre les deux
objets et ont passé plus de temps a explorer le nouvel objet que 1’objet familier. Au contraire,
les animaux présentant des déficits cognitifs n’ont pas distingué le nouvel objet de 1’objet

familier et ont passé un temps similaire sur les deux objets.
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Phase d’entrainement ‘ Phase de Test

Figure 21 : Illustration schématique du test de reconnaissance des nouveaux objets.

5. TEST DE « ELEVATED PLUS MAZE »

Le test d’« Elevated plus maze » est I’un des modé¢les le plus utilisé pour mesurer le
comportement anxieux chez les rongeurs. Ce test est basé sur le comportement spontané des
rongeurs. Le labyrinthe est composé de quatre bras surélevés et reliés a une plateforme centrale
pour former un « Y ». Deux des bras opposés sont fermés et les deux autres bras sont ouverts
en dehors de la plateforme centrale (Eigure 22). Chaque rat a été placé dans la zone centrale du
labyrinthe puis laissé libre de 1’exploration du labyrinthe pendant une courte durée de temps
défini (environ 10 minutes). Ensuite, le nombre d’entrée dans chaque compartiment (bras
ouverts, bras fermés et zone centrale) et le temps passé dans chacun des compartiments ont été

enregistrés avec un systéeme d’imagerie vidéo (Point Grey) puis mesures. Le temps passé dans
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les bras fermés a été par la suite comparé au temps passé dans les bras ouverts comme mesure
de peur ou d’anxiété. Le principe du test repose sur les tendances naturelles du rat & explorer
des zones qui lui sont nouvelles. Théoriquement, un rat moins anxieux aura tendance a explorer

plus fréquemment les bras ouverts du labyrinthe alors qu’un rat anxieux va passer plus de temps

dans les bras fermés (Figure 23).

15cm

Figure 22 : Configuration et dimensions du labyrinthe « Elevated plus maze (EPM) » pour le
test d'anxiété chez le rat. Adapté de (179).
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Animal avec une faible anxiété | Animal avec une forte anxiété

Bras ouvert
Bras ouvert

Bras fermé Bras fermé

----------------------

Bras fermé

Bras fermé

Bras ouvert
Bras ouvert

Figure 23 : Comportement typique des rongeurs avec une anxiété faible ou élevee. Adapté de
(179).

Le déplacement de 1’animal est représenté par une trace rouge. L’animal anxieux montre une préférence
pour rester dans les espaces fermés alors que 1’animal qui ne présente pas d’anxiété passe plus de temps
dans les bras ouverts.

6. TEST DES STEREOTYPIES INDUITES PAR L’APOMORPHINE

La stéréotypie induite par I’apomorphine est due a des stimulations des récepteurs de la
dopamine et a éte utilisée comme methode pratique pour le dépistage in vivo des agonistes ou
antagonistes de la dopamine et I’évaluation de 1’activité dopaminergique (180) (181). Les
animaux ont été placés dans des cages individuelles en plexiglas (20 x 18 x 18 cm) pendant 15
minutes aprés ’administration d’une solution de chlorhydrate d’apomorphine (0.0625-1.0
mg/kg) (182). Les signes des stéreotypies ont été observés et notés comme suit: 0 =
comportement observé chez des animaux normaux aprés administration de solution saline ; 1 =

comportement locomoteur continu, reniflement discontinu ; 2 = activité locomotrice
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discontinue, reniflement continu ; 3 = 1échage, rongement ou morsure discontinus accompagnés
d'une activité locomotrice sporadique ; 4 = léchage, rongement ou morsure continus avec

seulement une activité locomotrice occasionnelle (Figure 24) (182).

2H

15 min

10 min 10 min 10 min 10 min | ......cce...e

|
comportement stéréotypé

0 comportements normaux observés chez les animaux aprés administration
de solution saline

comportement locomoteur continu, reniflement discontinu
activité locomotrice discontinue, reniflement continu

3 léchage, rongement ou morsure discontinus accompagnés d'une activité
locomotrice sporadique

4 léchage, rongement ou morsure continus avec seulement une activité
locomotrice occasionnelle

Figure 24 : Représentation schématique du test de stéréotypie induite par 1’apomorphine.

7. TEST DE SOCIABILITE ET DE MEMOIRE SOCIALE

Les tests de comportement social et de mémoire sociale ont été réalisés dans une boite
rectangulaire a trois chambres (deux chambres latérales et une chambre centrale). Le rat testé a
été d’abord placé dans la chambre centrale et laissé libre d’exploration pendant 30 minutes pour

une période d’acclimatation.

Aprés la période d’adaptation, un rat étranger du méme sexe que I’animal testé a été

placé a I’intérieur d’une cage dans 1’'une des chambres latérales, 1’autre chambre étant restée
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vide (Eigure 25). L’animal testé a été autorisé a explorer pendant 10 minutes 1’ensemble de la
boite a trois chambres. L’entrée a été considérée lorsque le rat avait mis ses 4 pattes dans la
chambre. Le score de sociabilité a été mesurée en fonction du temps passe dans la chambre avec
I’animal étranger ou dans la chambre vide. Théoriquement, un animal n’ayant pas d’altération
de sociabilité aura tendance a passer plus de temps dans la chambre avec 1’animal étranger alors

qu’un animal ayant une altération de la sociabilité aura une préférence pour la chambre vide

(Eigure 26).

La capacité de reconnaissance sociale a été mesurée par la suite. Un rat inconnu par
I’animal testé a été introduit dans le dispositif et mis dans la chambre latérale auparavant vide.
Ainsi, les deux chambres latérales étaient occupées soit par un rat étranger soit par un rat
familier a I’animal testé. Le test de reconnaissance sociale a été mesuré en fonction du temps
passé dans chaque chambre. En théorie, les rats ayant une mémoire sociale passent plus de
temps avec I’animal inconnu que 1’animal familier, montrant une préférence naturelle pour la
nouveauté sociale (Figure 26).

Figure 25 : Configuration de la cage a trois chambres pour le test de sociabilité chez le rat.
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Habituation du rat testé

Test de sociabilité

Test de reconnaissance sociale

Figure 26 : Représentation schématique des tests de sociabilité et de reconnaissance sociale

chez le rat.
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8. ANALYSE QUANTITATIVE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

» Préparation des échantillons

L’extraction des lipides a été faite par la méthode « Bligh & Dyer » qui est une méthode
de référence pour I'extraction globale des lipides dans les échantillons biologiques. Les lipides
ont été extraits des échantillons a I’aide d’un solvant organique constitué d’un mélange
méthanol/chloroforme (2 :1, v : v) dans lequel des standards internes (sphingolipides exogenes
C17:0) ont été ajoutés. Le solvant permet d’extraire les lipides en formant deux phases, les
lipides migrant vers la phase organique.

» Préparation des courbes d’étalonnages

En parallele, des solutions standards contenant plusieurs espéces de céramides, plusieurs
espéces de sphingomyelines et la sphingosine-1-phosphate ont été préparées par dilutions en
séries a partir d'une solution mére concentrée. Ces solutions ont ensuite été extraites en suivant
le méme protocole que les échantillons a analyser. Ces échantillons standards serviront a

générer les courbes d’étalonnage pour quantifier I'ensemble des espéces ciblées.

= Séparation des lipides par chromatographie en phase liquide (UPLC)

Les lipides ont été ensuite séparés par chromatographie en phase liquide qui est une
technique de séparation basée sur les différences d'affinité des substances a analyser a I'égard
de deux phases : I'une stationnaire (colonne de phase inverse de type C18) et l'autre mobile
(mélange de solvants). La chromatographie peut étre analytique ou préparatoire et peut étre
couplée a un détecteur pour une analyse qualitative ou quantitative (dans notre étude, la
spectrométrie de masse). Dans le cas de la chromatographie en phase liquide, la phase mobile
est généralement constituée de deux solvants de polarités différentes et miscibles. On peut
également ajouter des additifs afin d’améliorer la rétention des composés et leur ionisation. Les
conditions chromatographiques utilisées lors de cette étude sont disponibles en annexe
(ANNEXE 2).
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= Détection et quantification des lipides par spectrométrie de masse

- Définition

La spectrométrie de masse est une méthode permettant de séparer des ions a I'état gazeux
suivant leur rapport masse sur charge (m/z). Il est ainsi possible de déterminer la masse
d'especes atomiques ou moléculaires. Elle fournit des indications sur la nature, la structure et la
composition de composés présents dans un échantillon. Les molécules sont analysées a 1’état
d’ions gazeux (source d’ions), filtrées en fonction du déplacement de leur rapport m/z au travers
d’un champ électrique et/ou magnétique (analyseur en masse) et sous vide (pompes). Ensuite,
un détecteur va transformer le courant ionique généré en courant électrique permettant de
mesurer 1’abondance de chaque ion (photomultiplicateur). Les résultats sont présentés sous la

forme d’un spectre de masse (abondance en fonction des rapports m/z) qui est une empreinte
caractéristique de I'échantillon d’intérét (Figure 27).

- Electronébulisation

L’échantillon subit une électronébulisation (ou électrospray, ESI) qui entraine la
dispersion du liquide (couplage a la chromatographie liquide) sous forme de gouttelettes
chargées électriquement. L’électronébulisation est une source d’ionisation douce ou le
processus a lieu a pression atmosphérique (Voir ANNEXE 3). Il existe deux modes d’ionisation
: le mode négatif (ESI-) et le mode positif (ESI+). Dans ce dernier, il est possible de former des
ions multichargés de types [M+nH]"" ou les charges sont apportées le plus souvent par des
protons. Cette étape d’ionisation est nécessaire pour la détection par spectrométrie de masse.
Elle permet de transformer le composé élué dans la phase liquide en ion gazeux (voir
illustration en ANNEXE 4).

- Laspectrométrie de masse en tandem

Enfin, les molécules sont identifiées par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).
La MS/MS consiste a combiner plusieurs analyseurs en masse. Un ion précurseur de rapport
m/z est sélectionné dans le premier systéeme. Cet ion est ensuite dirigé vers une cellule de

collision ou, sous l'influence d'un gaz inerte (Argon, Hélium), son énergie interne sera
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augmentée par collision jusqu'a sa dissociation. Un second analyseur mesure les rapports m/z
des fragments générés (Eigure 28). Le mode MS/MS est souvent utilisé pour les systémes
utilisant une source d'ionisation douce ne générant que trés peu d'ions fragments lors de
I'ionisation (ESI). Le systeme utilisé lors de cette étude est un triple quadripble (QqQ).
L'analyse MS/MS peut étre menée selon différents modes en fonction de I'information
recherchée (183). Lors de cette étude, nous avons utilisé le mode MRM (multiple reaction
monitoring) ou I'ion parent est sélectionné par le premier analyseur et fragmente dans la cellule
de collision. Le second analyseur est focalisé sur un ion produit. Ce mode présente une double
sélectivité, au niveau de I'ion parent et de I'ion produit. En outre les deux analyseurs étant fixés
a des tensions constantes, la sensibilité de détection est amélioree faisant de la MRM un mode
de choix pour la quantification. Les parametres utilisés lors de cette étude sont disponibles en
Annexe (ANNEXE 5).

Systéme de vide
Introductionde _lo  Source Analyseur en —
I’échantillon q dlions 7 masse (m/z) - Qetection -
Production Séparation des Conversion d’'un Représentation
d’ions en phase ions produits en courant ionique des données dans
gazeuse fonction du en courant un spectre de
rapport m/z électrique masse

Figure 27 : Représentation schématique d'un systeme de spectrométrie de masse. (Amran

DAHER ABDI).
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Cellule de
Analyseur 1 collision Analyseur 2
Source C—
dions 0 pr—— O — 58 Sk
lons Sélection Dissociation Sélection
co-élués de l'ion désire induite par des ions produits
(ion précurseur)  collision (Argon) (ions fragments)

Figure 28 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem, cas du triple quadrip6le. Adaptée
de (184).

9. TEST DE TOLERANCE AU GLUCOSE

Les rats ont été mis a jeun pendant 6h tout en leur donnant acces a I'eau. Leur glycémie
a été mesurée a I’aide d’un glucométre sur une goutte de sang prélevée a partir de la queue par
ponction avec une aiguille. La glycémie basale a été mesurée a 1’aide d’un glucomeétre, au temps
zéro puis toutes les trente minutes (30, 60, 90 et 120 minutes) apres une injection

intrapéritonéale (IP) de solution de glucose a 30% (Eigure 29).

v -
QA 3 Wil
NV /
N & 7 /
)
Glycémie Injection IP
basale de glucose

v

Glycémie Glycémie Glycémie
T= 60 min T=90 min T=120 min

Figure 29 : Représentation schéematique de lI'expérience du test de tolérance au glucose.
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10. DOSAGE D’INSULINE, DE LEPTINE ET DES LIPIDES DANS LE

SERUM

Les concentrations sériques d’insuline et de leptine dans le sérum ont été déterminées

par des dosages immuno-enzymatiques directs tandis que les concentrations de cholestérol et

des triglycérides ont été évaluées a I’aide de kits diagnostiques enzymatiques.

11. PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

Les niveaux d’expression de génes ont été estimés par la technique de PCR (polymerase

chain reaction) en temps réel (RT-PCR) en utilisant la s-actine comme géne de référence et les

niveaux d'expression chez les rats controles des meres traitées a la solution saline avec un

régime témoin comme valeur de base selon la méthode 2-AACt (185).

Tableau 8 : Séquences d'amorces utilisées pour les analyses RT-PCR en temps réel.

Geéne Amorce sens Amorce antisens
ChREBP | GTACTGTTCCCTGCCTGCTCTC CCCTCTGTGACTGCCCTTGTG
FAS CGCCGTGGTGCTGGAGATTG CTTGCCGAGGTTGGTGAGGAAG
scD1 GGAGCCACAGGACTTACAAGG CGCACAAGCAGCCAACCC
GPAM | TGGAGTGTGGCAAGAGGCGTTATC | TTCGGCAGCAGCAGCATCAGG
DGAT2 | CCTCATCGCTGCCTACTCC TGAGCCAGGTGACAGAGAAG
MCAD | GAGGCTAGAAGGTCCTGAGAAGTG | TCTGCTGCTCCGTCAACTGG
HADH | CTCCATGTCCTCCTCTTCCTCTGC CAGCCCGCCGCCGATGAC
PPARY | GGAATTAGATGACAGTGACTTGGC | GGAGCACCTTGGCGAACAG
PKMI CAGCACCTGATAGCTCG ACATTTATAAGAGGCCTCCA
PDK4 GGTGGCGGTCTTCCTCTGAG TGAATTGTCCATCACAGGCGTTG
B -actine | CTATCGGACATGAGCGGTTCC GCACTGTGTTGGCATAGAGGT
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12. WESTERN BLOT

= Extraction des histones

Les extraits de foie ont été broyés dans 1 mL de tampon d’homogénéisation (250 mM
de sucrose, 50 mM de tampon Tris, pH 7.5, 25 mM de KCI, 0.5 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle, 1% d’inhibiteur de protéase (Sigma), 0.9 mM de butyrate de sodium).
Les homogénats de tissus ont ensuite été centrifugés a 7700 x g pendant 1 min & 4°C. Le culot
(fraction nucléaire) a été remis en suspension dans 1 mL d’une solution d’acide sulfurique a 0,4
N et conservé sur glace pendant 30 min. Les extraits ont ensuite été centrifuges a 14000 x g
pendant 10 min a 4°C. Le surnageant a été transféré dans un tube frais et les protéines ont été
précipitées avec l'addition de 250 pL d'acide trichloracétique (& 100% contenant 4 mg/mL
d'acide désoxycholique) sur glace pendant 30 min. Les protéines précipitées ont été recueillies
par centrifugation a 14 000 x g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant a été éliminé et le culot
protéique lavé avec 1 mL d'acétone acidifié (0,1% HCI) et centrifugé pendant 5 min a 14000 x
g a4°C. Un second lavage a été réalisé avec 1 mL d'acétone pendant 5 min a 14000 x g a 4°C.
Les protéines purifiées résultantes ont été remises en suspension dans du Tris 10 mM (pH 8)

puis conservées a —80 °C jusqu’a leur dosage et leur analyse par Western Blot.

= Séparation des protéines par électrophorése SDS PAGE

Apreés dosage protéique, les échantillons ont été dilués a une concentration finale de 1ug
de protéine/uL de tampon. Ensuite, 5 pg/uL d'histones ont été mélangés avec 5uL de tampon
de charge (2X). Les échantillons ont été dénaturés et séparés sur un gel de polyacrylamide de
10% (acrylamide 10%, Tris 1M, pH 8.8, SDS 10% (Biorad) ; tampon de migration : Tris 25
mM, glycine 200 mM, SDS 0,1%, pH 8,3). La migration a éte effectuée a 100V sur 1h30. Le
contrble de la migration a été réalisé a 1’aide de marqueurs de poids moléculaires pré-colorés

(fabriquant Biorad).

= Transfert des protéines sur membrane

Le gel a été place sur une membrane de nitrocellulose en formant un « sandwich » et le

transfert des protéines a été effectué en sept minutes a I’aide du systéme Trans-Blot Turbo.
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= Immuno-détection des protéines

Les membranes ont été saturées pendant une heure dans une solution de TBS-T (150mM
de NaCl, 20 mM de Tris, pH 7,5, 0,05% Tween 20) contenant 3% de BSA (bovine serum
albumin). Les modifications des histones choisies dans notre étude sont: H3K9me3,
H3K27me3 liées a la répression de la transcription et H3K4me, H3K14me3 liées a I’activation
de la transcription. Les membranes ont été incubees avec les anticorps primaires (Tableau 9)
pendant une nuit & 4°C. Le lendemain, les membranes ont été lavées avec la solution de blocage
pendant 3 min (3 fois). Ensuite, les membranes ont été incubées avec les anticorps secondaires.

La présence des protéines est visualisée a 1’aide du Li-COR Odyssey.

Tableau 9 : Liste des anticorps utilisés et leur dilution.

Anticorps Dilution Espece Fournisseur Numéro du lot
H3K9me3 Lapin 13969
H3K27me3 Lapin 9733
H3K4me3 1/1000 Lapin Cell Signaling 9751
H3K14me3 Lapin 7627
Histone H3 Souris 14269
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13. RESONNANCE PARAMAGNETIQUE

Les variations de la fluidité membranaire sont suivies par Résonnance Paramagnétique
Electronique (RPE). La méthode est basée sur I’incorporation d’un « spin label » dans les
membranes a étudier. Il s’agit d’un acide gras greffé d’un radical nitroxyde, ce qui lui confere
deux propriétés essentielles : premiérement, il est trés lipophile et s’insére donc facilement dans
les membranes ; deuxiémement, le radical nitroxyde le rend détectable en RPE. Le spectre RPE
révéle ainsi 1’état dynamique de la bicouche lipidique in situ. Le « spin label » utilisé, ’acide
12-doxylstéarique (12-DSA), permet 1’examen de la zone hydrophobe de la membrane. La
forme du spectre dépend de la mobilité du « spin label » en fonction de son environnement.

Moins la membrane est fluide, plus le spectre se déforme.

Les échantillons de foie ont été laves au PBS puis centrifugés a 1000 tr/min pendant
3min a 4°C. Le surnageant a été éliminé et les échantillons ont été repris dans 60 uL de PBS
avant 1’addition de 10 puL de spin label (50 pg/mL). Les échantillons ont été placés a 37°C
pendant 15 minutes, puis centrifugés a 1000 tr/min pendant 3 min a 4°C et le surnageant a été
éliminé. Ils ont ensuite été lavés au PBS par centrifugation, puis repris dans 60 uL de PBS pour
la lecture en RPE a température ambiante au moyen d’un spectrophotometre BRUKER Elexsys
500. Le réglage a été défini comme suit: puissance de 20 mW, fréquence de 9,86 GHz,

amplitude de modulation de 1,77G, fréquence de modulation de 100 kHz.

La fluidité membranaire a été évaluée par le calcul du parameétre d’ordre S selon la

formule suivante :

S =(43,7-3T1)/46,1 x 1,723

3T représente la distance entre deux raies. Le paramétre d’ordre S est inversement

proportionnel a la fluidité (Eigure 30).
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Figure 30 : Spectre obtenu par RPE du 12-DSA inséré dans les membranes des échantillons.

110 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

V. RESULTATSET

DISCUSSION
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Partie 1

“La supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation
et la lactation chez le rat protege la progéniture contre la
stéatose hépatique induite par un régime alimentaire riche en

calories.”
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a) RESULTATS

1. Quelles sont les conséquences métaboliques d’une supplémentation
maternelle en DHA chez les descendants males agés de 3 mois apres un

régime postnatal hypercalorique ?

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LES
CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES ET METABOLIQUES DES
DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS : POIDS CORPOREL, MASSE
GRAISSEUSE ET CONCENTRATIONS SERIQUES EN LEPTINE

Dans un premier temps, nous avons évalué I’impact d’une supplémentation maternelle
en DHA au cours de la gestation et de la lactation sur le métabolisme de la progéniture apres
exposition a un régime hypercalorique. Pour cela, nous avons utilisé un régime riche en sucres
et en graisses en libre choix ad libitum (FCHFHS Diet) afin d’imiter étroitement 1’obésité
induite chez les humains. Une étude réalisée par la Fleur et ses collegues a montré que ce régime

entraine une hyperglycémie, une hyperinsulinémie et une intolérance au glucose (186).

Nous avons confirmé ces résultats en montrant que les animaux males soumis a un
régime FCHFHS avaient pris plus de poids corporel (Eigure 31A) et accumulé plus de masse
graisseuse (Eigure 31B) par rapport aux rats soumis a un régime standard, et cela
indépendamment de la supplémentation maternelle. De facon similaire, les concentrations
sériques en leptine (Eigure 31C) étaient également augmentées chez les rats soumis a un régime
FCHFHS en comparaison des rats soumis a un régime standard, quelle que soit la
supplémentation maternelle. Ces premiers résultats ont montré que la supplémentation
maternelle en DHA n’a pas eu d’effet protecteur sur la masse graisseuse, le poids corporel et

les concentrations sériques en leptine chez la descendance male adulte.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LES
CONCENTRATIONS DES LIPIDES SERIQUES DES DESCENDANTS MALES AGES
DE 3 MOIS

Les rats males soumis au régime FcHFHS présentaient une hypertriglycéridémie
(Eigure 31G) liée au régime par rapport aux rats soumis a un régime standard quelle que soit
la supplémentation maternelle. Néanmoins, nous n’avons pas observé de différence
significative pour les concentrations sériques en cholestérol (Figure 31H) entre les rats soumis
a un régime FcHFHS et ceux soumis a un régime standard, indépendamment de la
supplémentation maternelle. Ces résultats montrent que la supplémentation maternelle en DHA
ne semble pas avoir d’effet protecteur contre 1I’hypertriglycéridémie induite par le régime chez

la descendance.

ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR
L’HOMEOSTASIE DU GLUCOSE DES DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Bien qu’il n’y ait aucune protection de la supplémentation maternelle en DHA contre la
prise de poids, I’augmentation de la masse graisseuse et I’accumulation des lipides circulants,
nous avons voulu déterminer 1’impact de la supplémentation maternelle en DHA sur
I’homéostasie glucidique. Pour cela nous avons réalisé un test de tolérance au glucose par voie

intrapéritonéale.

Comme attendu, les rats soumis a un régime FCHFHS, nés de meéres supplémentées en
solution saline pendant la gestation et la lactation, présentaient une forte intolérance au glucose
(Eigure 31D). En revanche, les animaux soumis au régime FcHFHS et nés de meres
supplémentées en DHA pendant la gestation et la lactation, présentaient une tolérance au
glucose proche de celle des animaux contrdles. Le régime hypercalorique n’a donc pas entrainé
d’intolérance au glucose chez les animaux nés de meres supplémentées en DHA. Ces résultats

suggerent que la supplémentation maternelle en DHA protége la progéniture contre 1’altération
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du métabolisme du glucose que pourrait entrainer un état d’obésité. Cependant, aucune
différence significative n’a été observée dans les concentrations sériques en glucose (Eigure
31E) entre les rats soumis a un régime FCHFHS et ceux soumis a un régime standard
indépendamment de la supplémentation maternelle. En revanche, les animaux obeses nés de
meéres supplémentées en solution saline avaient des concentrations d’insuline fortement élevées
en comparaison des animaux obeses nés de meres supplémentées en DHA (Eigure 31F). La
forte sécrétion de I’insuline chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en solution
saline rejoint les résultats de la quantification du glucose sérique montrant le role fonctionnel
de I’insuline qui a pu internaliser le glucose dans les tissus cibles (foie, muscles et tissu
adipeux), raison pour laquelle il n’y avait pas de fortes concentrations en glucose dans la
circulation. Ces résultats suggérent que les animaux obéses nés de meres supplémentées en
solution saline ne sont pas insulino-résistants malgré le fait qu’ils soient intolérants au glucose.
En revanche, les animaux obeses nés de méres supplémentées en DHA ne présentaient pas
d’hyperinsulinémie et n’avaient pas de concentrations élevées en glucose circulant. La
supplémentation maternelle en DHA protege donc probablement la descendance de
I’accumulation de glucose sérique indépendamment de la sécrétion d’insuline. En outre, la
supplémentation maternelle en DHA prévient contre I’intolérance au glucose chez les

descendants males obéses.

ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LA
COMPOSITION DES LIPIDES HEPATIQUES CHEZ LES DESCENDANTS MALES
AGES DE 3 MOIS

Il a été rapporté dans la littérature que le DHA permet d’induire des effets bénéfiques
contre I’accumulation des lipides hépatiques. Il a ét€ montré qu’une supplémentation en DHA
en association avec un régime hypercalorique était capable de prévenir la progression d’une
stéatose hépatique, notamment en réduisant les lipides hépatiques chez les rats (187). C’est dans
ce sens, et dans le but de poursuivre nos observations sur les effets bénéfiques d’une
supplémentation maternelle en DHA, que nous avons quantifié les lipides hépatiques de la
descendance méle adulte.
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Nous avons observé une forte accumulation des triglycérides hépatiques (Eigure 32A)
chez les rats soumis a un régime FCHFHS et nés de méres supplémentées en solution saline en
comparaison des rats du groupe saline-standard. En revanche, les rats soumis au régime
FCHFHS et nés de meres supplémentées en DHA avaient des concentrations en triglycérides
hépatiques similaires a celles des rats soumis a un régime standard et nés de meéres
supplémentées en DHA. Nous pouvons dés lors constater que le régime FCHFHS induit une
augmentation des triglycérides hépatiques.

En outre, nous avons observé une augmentation des concentrations en cholestérol
hépatique (Eigure 32B) chez les animaux obéses nés de méres supplémentées en solution saline
en comparaison des rats contréles du groupe saline-standard. Cependant, aucune différence
significative n’a été observée entre les animaux obéses et les animaux contrbles nés de méres
supplémentées en DHA. Par ailleurs, la supplémentation maternelle en DHA semble protéger
partiellement 1’augmentation des concentrations en cholestérol hépatique.

Ces résultats montrent que la supplémentation maternelle en DHA prévient la
progression de la stéatose hépatique chez la descendance des rats obéses, notamment via

I’atténuation de I’accumulation de lipides hépatiques.

En résumé :

Les principales conclusions de ces résultats métaboliques sont que la
supplémentation maternelle en DHA n’avait pas d’effet protecteur contre I’augmentation
accrue du poids corporel, de la masse graisseuse et des concentrations sériques en leptine
et en triglycérides induite par I’obésité. Néanmoins, la supplémentation maternelle en
DHA protege les descendants males de D’intolérance au glucose mais aussi de
I’accumulation du glucose circulant, indépendamment de la sécrétion d’insuline. Elle
améliore donc I’homéostasie glucidique de la descendance. De plus, la supplémentation
maternelle en DHA preévient de I’accumulation des lipides hépatiques des descendants

males obeéses.
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Figure 31 : Données anthropométriques et métaboliques de la descendance méale adulte agée

de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Saline
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS ). Quatre groupes
expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés:
Saline standard diet (barres blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres
blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). A 3 mois, un test de tolérance au glucose par voie
intrapéritonéale (E) a été réalisé et le poids corporelle (A) mésuré. Aprés sacrifice des animaux a 3 mois,
la masse graisseuse (B) a été mésurée et les concentrations sériques de leptine (C), de glucose (D), de
I’insuline (F), de triglycérides (G) et de cholestérol (H) ont été déterminées. N = 8 animaux par groupe
expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student
. Saline standard diet versus Saline fcHFHS ou DHA standard versus DHA fcHFHS (un seul facteur
d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001. Two-way
ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus Saline standard diet ou DHA fcHFHS versus Saline
fcHFHS (Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la supplémentation maternelle). $ p < 0,05, %
p <0,01, 388 p <0,001 %558 p < 0,0001.
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Figure 32 : Concentrations des lipides hépatiques de la descendance méale adulte agée de 3
mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Saline
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS ). Quatre groupes
expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés:
Saline standard diet (barres blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres
blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Aprés sacrifice des animaux a 3 mois, les concentrations
sériques de triglycérides (A) et de cholestérol (B) ont été déterminées. N = 8 animaux par groupe
expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student
: Saline standard diet versus Saline fcHFHS ou DHA standard versus DHA fcHFHS (un seul facteur
d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001. Two-way
ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus Saline standard diet ou DHA fcHFHS versus Saline
fcHFHS (Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la supplémentation maternelle). $ p < 0,05, %
p <0,01, 588 p <0,001 5558 p < 0,0001.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR L’EXPRESSION
DES GENES GLYCOLYTIQUES, LIPOGENIQUES, EN CHARGE DE LASYNTHESE
DES TRIGLYCERIDES ET DE LA B-OXYDATION DANS LE FOIE DES
DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques de la
supplémentation maternelle en DHA contre I’amélioration du métabolisme de glucose et
I’accumulation des lipides hépatiques, il serait intéressant de voir si I’action du DHA perdure
chez la descendance et s’il est capable de moduler sur le long terme I’expression des geénes
impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides. Nous avons donc réalise des
expériences de RT-qPCR afin d’évaluer 1’expression de génes clés dans ces différentes voies
métaboliques (Eigure 33).

Il a été montré dans la littérature que la supplémentation aigiie en DHA induit des effets
protecteurs contre 1’accumulation des lipides au niveau du foie, en régulant a la baisse la
lipogenése (188). De fagon intéressante, nous pouvons constater que 1’expression de ChREBP
(Carbohydrate-responsive element-binding protein), régulateur transcriptionnel majeur qui
induit des enzymes lipogéniques clés pour favoriser la lipogenese de novo hépatique (189), était
réduite dans les foies des animaux males obeses nés de meres supplémentées en DHA en
comparaison aux animaux obeéses nés de meres supplémentées en solution saline. De fagon
similaire, I’expression de Fas (Fatty acid synthase) et de SCD-1 (Stearoyl-CoA désaturase-1),
également impliqués dans la lipogenése de novo, est diminuée chez les animaux obéses nés de
meres supplementées en DHA. Le méme resultat a été observé pour la synthése des
triglycérides. En effet, I’expression des genes initiant la synthese des triglycérides hépatiques
tels que GPAM (Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase, Mitochondrial) et DGAT2
(Diacylglycerol O-acyltransferase 2), était réduite chez les animaux obeses nés de meres
supplémentées en DHA en comparaison des animaux obeses nes de méres supplémentées en
solution saline. Ces résultats ont montré que la diminution des triglycérides hépatiques
s’explique par une faible lipogenese de novo et une synthese des triglycérides réduite. Nous
avons donc pu mettre en évidence que la supplémentation maternelle en DHA affecte
positivement sur le long terme 1’expression des génes impliqués dans la lipogenése de novo et

la synthese des triglycérides hépatiques de la descendance male adulte.
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Par ailleurs, la diminution des triglycérides hépatiques pourrait s’expliquer par
I’induction de la B-oxydation car le DHA est en mesure d’induire cette voie métabolique.
Cependant, nos résultats ont montré une diminution de I’expression des génes impliquées dans
la B-oxydation tels que MCAD (Medium-chain acyl-coenzyme A dehydrogenase) et HAD
(Hydroxyacyl-CoA déshydrogénase) chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en
DHA en comparaison des animaux obeses nés de meres supplémentées en solution saline. Bien
que nous ayons observé une diminution de 1’accumulation des triglycérides hépatiques chez les
animaux obeses nés de meres supplémentées en DHA, ce résultat ne peut pas s’expliquer par
une forte oxydation des acides gras.

Nos résultats ont également montré une forte expression de PKM 1 (Pyruvate Kinase
M1) chez les animaux du groupe saline-fcHFHS en comparaison des animaux contrdles saline.
De méme, I’expression de PKM 1 était augmentée chez les animaux obéses nés de meres
supplémentées en DHA en comparaison des animaux soumis au régime standard et nés de meres
supplémentées en DHA. En revanche, I’expression de PKM 1 chez les animaux obeses nés de
meéres supplémentées en DHA était significativement inférieure a celle de leurs homologues
nés de meéres supplémentées en solution saline. Nos résultats ont également montré une faible
expression de PDK4 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 4) chez les animaux DHA-fcHFHS en
comparaison des animaux du groupe saline-fcHFHS. Il n’y avait cependant aucune différence
significative de 1’expression de PDK4 entre les animaux saline-fcHFHS et les animaux
contréles saline. De plus, ChREBP est reconnu comme étant un facteur de transcription activée
par une glycémie élevée indépendante de I’insuline et joue également un rble clé dans la
glycolyse (190). Ainsi, comme décrit précédemment, nous avons observé une faible expression
de ChREBP chez les animaux obeses nés de meéres supplémentées en DHA en comparaison des
animaux obeses nés de méres supplémentées en solution saline. Ces résultats montrent que
I’entrée du glucose dans le foie est empéchée et par conséquent les voies métaboliques
connectées sont inhibées notamment la lipogenése de novo, la synthese des triglycérides et la
-oxydation. Ces observations expliquent les résultats de 1’inhibition des geénes impliqués dans
ces voies, observée chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA. Il est dés
lors possible de supposer que I’entrée du glucose dans le foie est bloquée par I’action

« programmateur » du DHA.
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En résumé :

Les principales conclusions de ces résultats géniques sont que la supplémentation
maternelle en DHA prévient la progression de la stéatose hépatique chez les descendants
méales obéses en empéchant Dl’intolérance en glucose et I’accumulation des lipides
hépatiques par I’inhibition des génes impliqués dans les voies métaboliques de la glycolyse,

de la lipogenése, de la synthése des triglycérides et de I’oxydation des acides gras.
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Figure 33 : Effets de la supplémentation maternelle en DHA sur les voies métaboliques

hépatiques de la descendance male adulte agée de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 uL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée & huit petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Saline
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS ). Quatre groupes
expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés:
Saline standard diet (barres blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres
blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Aprés sacrifice des animaux a 3 mois, les foies des
animaux ont été récupérés et les ARNm des protéines intervenant dans les différentes voies métaboliques
ont été quantifiés par RT-Qpcr. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS
ou DHA standard versus DHA fcHFHS (un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, **
p <0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001. Two-way ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus
Saline standard diet ou DHA fcHFHS versus Saline fcHFHS (Deux facteurs d’analyse : le régime
postnatal et la supplémentation maternelle). 3 p < 0,05, %8 p <0,01, 358 p <0,001 %% p < 0,0001.

126 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

2. Les effets bénefiques de la supplémentation maternelle en DHA observes
chez les descendants males agés de 3 mois perdurent-ils chez les animaux ages

de 6 mois et indépendamment du sexe ?

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LES
CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES ET METABOLIQUES DES
MALES ET FEMELLES AGES DE 6 MOIS: POIDS CORPOREL, MASSE
GRAISSEUSE, CONCENTRATIONS SERIQUES EN LEPTINE ET LES LIPIDES
SERIQUES

Nous avons évalué I’impact d’une supplémentation maternelle en DHA au cours de la
gestation et de la lactation sur le métabolisme de la progéniture méle et femelle agée de 6 mois

apres exposition a un régime hypercalorique.

Nous avons observé que les animaux males et femelles soumis a un régime FCHFHS
avaient un poids corporel, une masse graisseuse et des concentrations sériques en leptine et en
triglycerides élevés par rapport aux rats du méme sexe soumis & un régime standard, et cela
indépendamment de la supplémentation maternelle (Tableau 10). Comme montré
précédemment chez les animaux males agés de 3 mois, ces résultats ont montré que la
supplémentation maternelle en DHA ne protége pas la descendance male et femelle contre
I’accumulation de la masse graisseuse, du poids corporel et des concentrations sériques en

leptine et en triglycérides en réponse a un régime hypercalorique.

Par ailleurs, nous n’avons pas observe de différence significative pour les concentrations
sériques en cholestérol chez les animaux males et femelles de 6 mois quel que soit le régime
postnatal et la supplémentation maternelle (Tableau 10).

Nos résultats métaboliques sont similaires a ceux obtenus chez les animaux males agés
de 3 mois. Ces données ont montré que les effets de la supplémentation maternelle en DHA ne

sont pas influencés par 1’age et le sexe des animaux.
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ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR
L’HOMEOSTASIE DU GLUCOSE CHEZ LES DESCENDANTS MALES ET
FEMELLES AGES DE 6 MOIS

Nous avons voulu aussi déterminer 1’impact de la supplémentation maternelle en DHA
sur I’homéostasie glucidique chez les animaux males et femelles 4gés de six mois. Pour ce faire

nous avons réalisé un test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale.

Nous avons observé que les animaux méles et femelles soumis a un régime FCHFHS,
nés de meres supplémentées en solution saline pendant la gestation et la lactation, présentaient
une forte intolérance au glucose (Figure 34A et Figure 34B). De méme, les males obéses nés

de meres supplémentées en DHA étaient intolérants au glucose suggérant que la
supplémentation maternelle en DHA n’a pas d’effet protecteur chez les males contre

I’intolérance au glucose (Eigure 34A).

En revanche, les animaux femelles soumis au régime FcHFHS et nés de meéres
supplémentées en DHA pendant la gestation et la lactation, présentaient une tolérance au
glucose proche de celle des femelles controles (Eigure 34B), montrant un effet de sexe. Ces
résultats ont démontré que le régime hypercalorique n’a donc pas entrainé une intolérance au
glucose chez les femelles nées de meres supplémentées en DHA. Cela suggere que 1’effet
protecteur de la supplémentation maternelle en DHA contre 1’altération du métabolisme du
glucose que pourrait entrainer un état d’obésité évolue avec 1’age mais de facon dépendante du

sexe de la progéniture.

Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée dans les concentrations
sériques en glucose dans tous les groupes indépendamment du sexe de la descendance et de la
supplémentation maternelle (Tableau 10).

En outre, les méles obeses nés de meres supplémentees en solution saline avaient des
concentrations d’insuline fortement élevées en comparaison des males controles (Tableau 10).
La forte sécrétion de I’insuline chez les males obéses nés de meres supplémentées en solution
saline rejoint les résultats de la quantification du glucose sérique montrant le rdle fonctionnel
de l’insuline qui a pu internaliser le glucose dans les tissus cibles (foie, muscles et tissu

adipeux), raison pour laquelle il n’y avait pas d’accumulation de glucose dans la circulation.
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Ces resultats suggerent que les animaux obeéses nés de meres supplémentées en solution saline

ne sont pas insulino-résistants malgré le fait qu’ils soient intolérants au glucose.

De facon similaire, les rats méles obeéses nés de meres supplémentées en DHA
présentaient une forte sécrétion d’insuline qui pourrait s’expliquer par une insuline
fonctionnelle qui avait pu internaliser le glucose dans les tissus cibles d’ou les concentrations
en glucose dans la circulation qui étaient inchangées (Tableau 10). Ces résultats ont montré
que les rats males nés de meres supplémentées en DHA ne sont pas insulino-résistants bien
qu’ils soient intolérants au glucose. Ces données ont démontré que la supplémentation
maternelle en DHA n’a pas d’effet protecteur contre I’altération de ’homéostasie glucidique

chez les descendants males agés de 6 mois.

En revanche, les femelles obéses nées de méres supplémentées en DHA ne présentaient
pas d’hyperinsulinémie et n’avaient pas de concentrations élevées en glucose circulant
(Tableau 10). La supplémentation maternelle en DHA protége donc probablement la
descendance femelle de I’accumulation de glucose sérique indépendamment de la sécrétion

d’insuline.

ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LA
COMPOSITION DES LIPIDES HEPATIQUES CHEZ LES MALES ET FEMELLES
AGES DE 6 MOIS

Comme nous avons observé une protection contre la progression de la stéatose
hépatique chez les rats males agés de trois mois, nous avons cherché a savoir si les effets
bénéfiques de la supplémentation maternelle en DHA pouvaient perdurer chez des animaux
agés de six mois et si ces effets étaient associés au sexe. Pour cela nous avons quantifié les
lipides hépatiques chez les animaux males et femelles agés de six mois.

Nous avons observé que les concentrations en triglycérides hépatiques étaient
augmentées chez les animaux obeses males et femelles nés de méres supplémentées en solution
saline, en réponse au régime hypercalorique. En revanche, les concentrations en triglycérides

étaient significativement réduites dans les foies des animaux obéses nés de meres
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supplémentées en DHA en comparaison des animaux obéses nés de méres supplémentées en

solution saline, indépendamment du sexe (Eigure 35A et Figure 35B).

Le méme résultat a été observé pour les concentrations en cholestérol hépatique. Les
animaux obeses nés de méres supplémentées en solution saline avaient des concentrations en
cholestérol hépatique élevées en réponse au régime hypercalorique chez les males mais pas
chez les femelles. En revanche, les concentrations en cholestérol étaient réduites dans les foies
des animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA en comparaison des animaux obéses
nés de meres supplémentées en solution saline, indépendamment du sexe (Eigure 35C et
Figure 35D).

Ces résultats ont montré que 1’effet protecteur de la supplémentation maternelle en DHA
contre la progression de la stéatose hépatique induite par un régime hypercalorique perdure
chez la descendance et indépendamment du sexe. Par conséquent, nos résultats suggerent que
I’effet « programmateur » de la supplémentation en DHA pendant le développement peut
contribuer a la capacité future de la progéniture a faire face a des charges lipidiques élevées
notamment au niveau hépatique, dans la vie adulte a court terme (3 mois) comme a long terme

(6 mois).

En résumé :

Ces résultats métaboliques ont montré que de fagon similaire aux données
métaboliques des animaux males agés de 3 mois, la supplémentation maternelle en DHA
n’avait pas d’effet protecteur contre I’augmentation accrue du poids corporel, de la masse
graisseuse et des concentrations sériques en leptine et en triglycérides, induite par
I’obésité chez les animaux males et femelles Agés de 6 mois. Par ailleurs, I’effet protecteur
de la supplémentation maternelle en DHA contre I’intolérance en glucose évolue avec
I’age de la descendance et serait lié au sexe. En revanche, les effets anti-stéatosiques de la
suppléementation maternelle en DHA perdurent de facon indépendante du sexe et de I’age
des animaux puisqu’elle prévient contre I’accumulation des lipides hépatiques chez la

descendance male et femelle agée de six mois.
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Tableau 10 : Caractéristiques anthropométriques et métaboliques de rats males et femelles 4gés de 6 mois.

Males Femelles
Saline DHA Saline DHA
Standard FcHFHS Diet Standard FcHFHS Diet | Standard FcHFHS Diet Standard FcHFHS Diet
Body weight (g) 620 + 769 + 19.27 *** | 619+ 13.73 | 766 + 20.16 *** | 340+ 6.35 453 + 10.66 **** 352 +6.62 426 + 16.57 ****
Adipose Index 6+0.43 9+ (.37 **** 6+0.27 10 + 0.56 *** 6+0.37 10 + 0.39 **** 7+0.40 9 +0.79 ***
Leptin (ng/mL) 13+2.02 26+ 1.90 ** 15+ 1.37 30 + 3.55 *** 7+0.95 22 + 3.05 *** 6+ 1.05 16 +3.10 *
Triglycerides (mg/dL) 101 + 151+ 20.08 * 65+ 7.49 119+ 18.16 * 136+ 15.72 | 250 + 84.09 * 140 + 20.98 285+ 36.98 *
Cholesterol (mg/dL) ;;£;54 74 +2.90 79+6.11 72 + 2.85 63 +4.28 85+ 5.23 84 +4.09 96 + 3.83
Glucose (mg/dL) 163 + 177 + 22.61 175+ 27.70 | 209 + 14.87 174 + 4.61 182 + 10.06 183+ 11.54 182 +13.41
Insulin (ng/mL) 1212_'; 0.17 | 299+ 0.67 * 1.26 +0.22 4.08+0.92 * 0.93+0.18 | 3.40+0.76 ** 1.45+0.25 2.50+ 0.57

*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.001 par rapport aux animaux témoins du méme sexe. FCHFHS : Free-choice High-Fat High-sugar

(régime riche en sucres et en graisses en libre choix)
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Figure 34 : Test de tolérance au glucose chez les animaux males et femelles &gés de 6 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 uL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 puL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont
été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour &tre nourris ad libitium avec un régime
standard (Saline standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme
temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS).
Huit groupes expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males ou femelles issus de 8 portées
différentes ont ainsi été formés: males Saline standard diet (barres blanches); males Saline fc-HFHS diet
(barres rouges); males DHA-Standard diet (barres blanches); méles DHA fc-HFHS diet (barres rouges);
femelles Saline standard diet (barres blanches) ; femelles Saline fc-HFHS diet (barres rouges); femelles
DHA-Standard diet (barres blanches); femelles DHA fc-HFHS diet (barres rouges). A 6 mois, un test
de tolérance en glucose par voie intrapéritonéale a été réalisé. N = 8 animaux par groupe expérimental.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline
standard diet versus Saline fcHFHS ou DHA standard versus DHA fcHFHS (un seul facteur d’analyse :
le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01, ***p <0,001.
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Figure 35 : Effets de la supplémentation maternelle en DHA sur les lipides hépatiques de la

descendance male et femelle &gée de 6 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 uL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont
été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime
standard (Saline standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme
temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS).
Huit groupes expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males ou femelles issus de 8 portées
différentes ont ainsi été formés: males Saline standard diet (barres blanches); males Saline fc-HFHS diet
(barres rouges); males DHA-Standard diet (barres blanches); males DHA fc-HFHS diet (barres rouges);
femelles Saline standard diet (barres blanches) ; femelles Saline fc-HFHS diet (barres rouges); femelles
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DHA-Standard diet (barres blanches); femelles DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Aprés sacrifice des
animaux a 6 mois, les concentrations sériques de triglycéride (A et B) et de cholestérol (C et D) ont été
déterminées. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS ou DHA standard
versus DHA fcHFHS (un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01, ***p
<0,001, **** p < 0,0001. Two-way ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus Saline standard
diet ou DHA fcHFHS versus Saline fcHFHS (Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la
supplémentation maternelle). 8 p < 0,05, % p <0,01, %% p <0,001 5558 p < 0,0001.
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b) DISCUSSION

L’obésité est une pathologie dont la prévalence ne cesse d’accroitre a travers le monde.
De nombreux facteurs contribuent au développement de 1’obésité mais I’environnement
nutritionnel intra-utérin et au début de la petite enfance, joue un réle important dans la
contribution au risque de développement de cette pathologie. Les nombreuses complications
liées a I’obésité font de cette pathologie un véritable probléeme de santé publique. Une des
principales complications de 1’obésité est la stéatose hépatique qui est associée a une
accumulation accrue de lipides dans le foie. L’environnement nutritionnel pendant la période
de développement peut jouer un role dans la suppression du risque d’accumulation de graisses
hépatiques chez ’adulte. A cet égard, les acides gras polyinsaturés oméga-3 interviennent dans
le développement optimal du feetus et du nouveau-né. Alors que la plupart des études a ce jour
se sont concentrées sur leur role dans le développement neurologique, un intérét croissant pour
leurs potentiels effets métaboliques a émergé plus récemment.

Tandis que la majorité des études ont étudié 1’effet d’une supplémentation aigie en
acides gras polyinsaturés oméga-3, le but de cette étude était de déterminer I’effet préventif et
thérapeutique de la supplémentation maternelle en DHA tout au long de la gestation et la
lactation sur le développement d’une stéatose hépatique dans un environnement obésogéne chez
les descendants males agés de 3 mois. Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer
I’évolution des effets bénéfiques de cette supplémentation maternelle en DHA avec I’age et le
sexe chez la descendance obese.

Dans notre étude, les premiers résultats anthropométriques ont montré que la
supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation n’a pas pu limiter
I’accumulation de masse grasse et la prise de poids de la progéniture aprés exposition a un
régime hypercalorique. Ces résultats contrastent avec ceux des études expérimentales récentes
qui ont rapporte que la supplémentation en AGPI n-3 a des effets protecteurs contre la prise de
poids et la masse grasse corporelle dans des conditions alimentaires hyper-lipidiques (191)
(192). Cependant, certains résultats divergents ont été rapportés montrant des effets liés a des
différences dans les doses utilisées en principe actif (193) (194). Par ailleurs, nos résultats sont
cohérents avec ceux obtenus dans des études animales ou 1’apport en AGPI-LC n-3 pendant la
période perinatale n’avait pas d’influence sur la masse corporelle de la progéniture (195). Dans

les études humaines, 1’influence de la supplémentation en DHA dans le gain de poids a été
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également documentée. Des études realisees chez 1I’Homme rejoignent nos résultats,
démontrant que la supplémentation maternelle en DHA n’apporte pas de changement
significatif de la graisse corporelle des enfants (196) (197). Cependant, les résultats observés
dans les études réalisées a ce jour sont mitiges et ’influence de I’exposition intra-utérine aux
AGPI-LC n-3 sur I’adiposité et le poids corporel de la progéniture n’est toujours pas clairement
élucidée. Ces différences peuvent en partie sous-tendre des divergences dans les méthodes de
supplémentation en AGPI-LC n-3 et la variabilité des techniques de mesures corporelles.
Néanmoins, les résultats anthropométriques de notre étude montrent que la supplémentation
maternelle en DHA n’arrive pas a contrecarrer efficacement le gain de poids et I’augmentation
de la masse graisseuse induite par un régime hypercalorique.

En accord avec ces derniéres observations, la concentration serique en leptine accroit
avec l'augmentation du poids corporel et de la masse adipeuse. Comme attendu, nos résultats
ont montré une augmentation des concentrations de leptine sérique en réponse au regime
hypercalorique. Cependant, les rats obéses nés de méres supplémentées en DHA avaient des
concentrations sériques de leptine similaires a celles des animaux obéses nés de meres
supplémentées en solution saline. Ces observations montrent que la supplémentation maternelle
en DHA n’a pas eu d’effet bénéfique contre 1’augmentation des concentrations sériques en
leptine chez la descendance exposée a un environnement obésogene. Des études animales ont
obtenu des résultats similaires montrant que le DHA n’a pas empéché 1’augmentation de la
concentration plasmatique en leptine chez les souris obéses (198). De méme, plusieurs études
réalisées chez ’'Homme ont étudié ’effet des oméga-3 sur les concentrations en leptines
circulantes. Des résultats similaires a ceux observés dans notre étude ont été obtenus par Kratz
et ses collégues montrant que I’apport en AGPI n-3 n’avait pas d’effet bénéfique sur les taux
plasmatiques de leptine chez les hommes et les femmes obéses (199). En revanche, d’autres
études faites chez I’Homme ont montré que chez les sujets non obeses, la supplémentation en
oméga-3 diminue les concentrations en leptine plasmatique (200). Ainsi, la supplémentation en
oméga-3 pourrait diminuer modérément les niveaux de leptine circulante uniquement chez les
adultes non obeses. Cela suggere que I’ampleur des changements induits par les oméga-3 dans
les taux plasmatiques de leptine est dépendante de I’IMC. En revanche, dans notre étude, aucun
changement significatif n’a été détecté dans les concentrations sériques des animaux soumis a
un regime standard et nés de meres supplémentées en DHA. Par ailleurs, nos observations

montrent, comme attendu, que le régime hypercalorique augmente les concentrations de leptine
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circulante. En revanche, la supplémentation maternelle en DHA n’a pas d’influence sur les
modifications des taux de leptine de la descendance face a un environnement obésogene.

En outre, nous n’avons pas observé de changements significatifs dans les niveaux
circulants de cholestérol chez les animaux de tous les groupes. Alors que 1’étude de Skulas-Ray
et ses collegues avait montré que les omega-3 sont efficaces dans la réduction des triglycérides
circulants (201), nos résultats ont montre une hypertriglycéridémie sanguine chez les animaux
soumis a un régime hypercalorique et nés de meres supplémentées en DHA. Cependant, cette
étude avait été réalisée avec une supplémentation aigué en oméga-3 contrairement a la nétre,
dont I’effet étudié est lié a une supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la
lactation. De plus, les résultats obtenus dans les études expliquant 1’action
hypotriglycéridémiant des oméga-3 montrent des effets dose-dépendants. Ces études suggérent
que des doses d’oméga-3 élevées sont nécessaires pour obtenir des effets significatifs. De plus,
I’effet hypotriglycéridémiant des oméga-3 avait tendance a étre plus important lorsque les taux
de triglycérides étaient plus élevés des le départ (202). En revanche, alors que I’apport en
oméga-3 est corrélé a une réduction des taux plasmatiques de triglycérides dans trés peu
d’études (203) (204), la plupart des travaux publiés rejoignent nos résultats en montrant une
corrélation relativement faible ou inexistante entre la supplémentation en oméga-3 et les
triglycérides sériques (205) (206) (207) (208).

Les principaux résultats métaboliques obtenus dans notre étude ont montré que la
supplémentation maternelle en DHA ne joue pas de role bénéfique dans la régulation du poids
corporel, de la masse graisseuse, des concentrations sériques en leptine et triglycérides chez la
descendance dans des conditions obésogenes indépendamment de 1’age et du sexe.

Par ailleurs, il est bien connu que les régimes riches en graisses et en sucres entrainent
une intolérance au glucose. Cependant, nos résultats ont pu montrer qu’aprés un test de
tolérance au glucose, la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation
a empéché le développement d’une intolérance au glucose chez les descendants méles obéses.
Les résultats de notre étude concordent avec ceux obtenus dans une étude récente réalisee chez
la souris, qui a montré que la supplémentation en huile de poisson apres un régime
hypercalorique corrige 1’intolérance au glucose chez les souris obéses (209). Bien que les
mécanismes par lesquels le DHA module la tolérance au glucose ne soient pas complétement
élucides, des rapports antérieurs ont montré que I’amélioration de I’homéostasie glucidique
obtenue serait le résultat d’une réduction de I’inflammation et d’une amélioration de la

transduction du signal de I’insuline dans les principaux tissus métaboliques (210), des
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parametres que nous n’avons pas analyse dans notre étude. De plus, I’étude réalisée par Hoper
et ses collégues, soutient également nos résultats en montrant que la supplémentation en AGPI
n-3, méme a de faibles concentrations par rapport a celles rapportées dans d’autres études,
améliore la tolérance au glucose chez les souris obeses (211).

Par ailleurs, I’analyse en post mortem des concentrations seriques en glucose n’a pas
montré de changements significatifs chez les animaux de tous les groupes quels que soient le
régime et la supplémentation maternelle. Cependant, chez les animaux obéses nés de méres
supplémentées en solution saline, les résultats des concentrations en glucose inchangées
coincidaient avec une forte sécrétion de I’insuline, montrant le réle fonctionnel de I’insuline
dans I’internalisation du glucose par les tissus cibles. Ces résultats ont montré que ces animaux
n’étaient pas insulino-résistants bien qu’en accord avec les observations précédentes, ils étaient
intolérants au glucose. En revanche, bien que nous n’ayant pas observé de changements dans
les concentrations sériques en glucose chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en
DHA, nos résultats ne coincidaient pas avec des modifications de la sécrétion d’insuline. Cela
suggére que la supplémentation maternelle en DHA protege contre I’accumulation du glucose
dans la circulation chez la descendance male obése indépendamment de la modulation de la
sécrétion de I’insuline. De plus, la supplémentation maternelle en DHA a empéché 1’entrée du
glucose dans le foie de la descendance obése. La faible induction de la glycolyse hépatique,
comme démontré précédemment dans nos résultats par 1’inhibition de 1’expression des genes
tels que PK 1, PDK4 et ChREBP, soutiennent cette hypothése. En outre, il faut noter que
I’expression de ChREBP est stimulée en condition d’hyperinsulinémie. Par conséquent, la forte
sécrétion d’insuline chez les animaux obeses nés de meres supplémentées en solution saline est
corrélée avec une forte expression hépatique de ChREBP chez ces animaux. En revanche, il a
été montré que la protéine ChREBP endogéne est retenue dans le cytosol en présence d’AGPI
mais transferée du cytosol vers le noyau dans des conditions d’insuline élevée afin d’induire
I’expression des genes glycolytiques cibles (212). Ainsi, nos résultats mettent en évidence que
le DHA est un potentiel inhibiteur de la glycolyse en réduisant 1’action glycolytique de ChREBP
par suppression de son abondance nucléaire. Bien que nous ne puissions pas totalement
expliquer l'effet bénéfique de la supplémentation maternelle en DHA sur I’homéostasie
glucidique observée chez les descendants obéses, les présents travaux suggérent fortement que
les AGPI n-3 peuvent modifier I'expression des génes glycolytiques pour réguler I'homéostasie
du glucose via la suppression de 1’abondance nucléaire de ChREBP (Eigure 36). D'autres

expériences complémentaires seront nécessaires pour déchiffrer les connexions entre tous les
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régulateurs du metabolisme du glucose et la supplémentation en AGPI n-3. Une analyse
complémentaire de la voie de la glycolyse dans le tissu adipeux et les muscles (participant aussi
a 1’homéostasie du glucose) sera notamment envisagée pour tenter d’expliquer 1’absence de
changement de glucose circulant chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA
et I’absence de transport vers le foie. 1l est des lors possible de supposer que la supplémentation
maternelle protegerait les descendants obéses des altérations du metabolisme du glucose au
niveau du foie bien que la question de 1’état de I’homéostasie glucidique au niveau des autres
tissus participants a la régulation de métabolisme du glucose reste en suspens.

Par ailleurs, un régime riche en graisses est souvent associé a des altérations des lipides
hépatiques conduisant au développement de la stéatose hépatique. Elle est caractérisée
principalement par 1’accumulation des lipides dans le foie (majoritairement des triglycérides)
qui sont ensuite stockés dans des gouttelettes lipidiques ou sécrétés dans le sang sous forme de
VLDL. Les triglycérides peuvent aussi étre hydrolysés dans I’hépatocyte et les acides gras qui
en résultent servent de substrats pour la 3-oxydation. Une altération de 1’équilibre de chacune
de ces étapes métaboliques contribue au développement de la stéatose hépatique. Nos résultats
ont montré que les animaux soumis a un régime hypercalorique et nés de méres supplémentées
en DHA présentaient une réduction de I’accumulation des triglycérides hépatiques en
comparaison aux animaux obéses nés de meres supplémentées en solution saline. Ces
observations suggérent que la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la
lactation prévient le développement d’une stéatose hépatique chez les descendants males
obeses. 1l faut noter que I’accumulation des triglycérides résulte : d’un déséquilibre des taux
d’entrée, de synthése ou d’élimination des graisses hépatiques (f-oxydation) (35) et plus
spécifiqguement de la captation hépatique des acides gras et des triglycérides, de leurs taux de
synthese, de I’hydrolyse des triglycérides ou de 1’oxydation des acides gras qui peuvent étre
altérés (213). Nous avons donc évalué 1’expression des genes impliques dans les différentes
voies métaboliques pouvant contribuer au développement de la stéatose hépatique. Par ailleurs,
il a été rapporté que la consommation aigué des oméga-3 réduit 1’accumulation des lipides
hépatiques chez les animaux soumis a un régime riche en graisses, en inhibant la lipogenése de
novo (214). Rappelons que la lipogenese est la voie métabolique qui permet de synthétiser des
acides gras a partir du glucose. Elle nécessite le métabolisme du glucose en pyruvate par la voie
de la glycolyse permettant ainsi de fournir les carbones nécessaires a la synthese des acides gras
(Eigure 38). Or, comme montré précédemment dans nos résultats, I’expression du géne PKM

I, codant pour la protéine qui génere du pyruvate a partir du phosphoénolpyruvate, était réduite
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chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA en comparaison aux animaux
obeses nés de meres supplémentées en solution saline. De méme 1’expression de PDK4 était
réduite chez ces animaux. En accord avec ces résultats, nous avons observé une inhibition de
I’expression des génes impliqués dans la lipogenése de novo tels que Fas et SCD-1 chez les
animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA en comparaison aux animaux obeses nés
de méres supplémentées en solution saline. Ces observations montrent que 1’effet « protecteur »
du DHA a été transmis a la descendance male obése bien que les niveaux de DHA dans la
circulation sanguine soient nuls au moment du sacrifice de nos animaux a trois mois. De plus,
la supplémentation maternelle en DHA a inhibé la voie de la glycolyse et par conséquent la
lipogenese de novo dépendante du métabolisme du glucose en pyruvate. En outre, il a été
montré que le DHA réduit ’activité de ChREBP en réduisant son abondance nucléaire, ce qui
suggere un nouveau mécanisme par lequel le DHA peut agir pour diminuer la glycolyse et la
lipogenése dans la NAFLD (Eigure 37) (215). Ces observations consolident les résultats
obtenus dans cette étude. De plus, Valenzuela et ses collegues ont montré que la
supplémentation en oméga-3 exerce des effets anti-stéatosiques notamment dans la
récupération du statut lipogénique du foie altéré par le régime riche en graisses, en accord avec
nos observations (216).

De facon intéressante, les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA
présentaient également une expression réduite des génes impliqués dans la synthése des
triglycérides comme GPAM et DGAT2 en comparaison des animaux obeses nés de meres
supplémentées en solution saline. Ces résultats mettent en évidence que la supplémentation
maternelle en DHA permet de réduire les triglycérides hépatiques chez les descendants males
obeses en inhibant leur synthése.

En revanche, alors qu’il a ét¢ montré dans la littérature que les oméga-3 augmentent
I’oxydation des acides gras, nos résultats ont montré une baisse de I’expression des genes
impliqués dans la B-oxydation tels que MCAD et HADH, chez les animaux obéses nés de méres
supplémentées en DHA en comparaison des animaux obeses nés de méres supplémentées en
solution saline. L’expression de ces génes était également réduite chez les animaux soumis a
un régime standard et nés de meres supplémentées en DHA en comparaison des animaux du
groupe contrdle nés de meéres supplémentées en solution saline. Nos résultats montrent que la
supplémentation maternelle en DHA diminue la voie de la B-oxydation indépendamment du
régime postnatal. Par ailleurs, dans notre étude, les données obtenues suggérent que I’action

hypotriglycéridémique hépatique des AGPI n-3 ne s’explique pas par une forte oxydation des
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acides gras dans les foies des descendants et s’oppose aux observations de la littérature (217)
(218) (219). Cela pourrait s’expliquer par une suite d’inhibition des voies métaboliques qui
précedent la B-oxydation. En effet, les acides gras provenant de la lipolyse des triglycérides
sont convertis en acétyl-CoA qui initient la B-oxydation. Or, comme nos résultats 1’ont
démontrée, la supplémentation maternelle en DHA inhibe les génes codant pour les enzymes
qui synthétisent les triglycérides dans le foie des descendants (GPAM et DGAT2). Par
conséquent, la réduction en substrats nécessaires a 1’initiation de la 3-oxydation conduit a une
faible expression des geénes impliqués dans la voie de I’oxydation des acides gras (Figure 38).

Ainsi, nos résultats ont permis de mettre en évidence que I'effet de la supplémentation
maternelle en oméga-3 est probablement bénéfique aux stades précoces de la stéatose hépatique
chez les descendants méles obéses. Cet effet bénéfique était médié par la réduction des lipides
hépatiques, en particulier les triglycérides, en diminuant leur synthese et la lipogenése de novo.

Par ailleurs, nos résultats ont également montré que I’effet protecteur de la
supplémentation maternelle en DHA contre I’intolérance en glucose évolue avec 1’age de fagon
dépendante du sexe car nos résultats ont montré qu’a six mois les femelles obéses nées de meres
supplémentées en DHA étaient tolérantes au glucose contrairement aux males agés de six mois.
Il est de nos jours, bien connu que les effets de la programmation métabolique évoluent de
maniere différente avec 1’age et le sexe de la descendance. Ainsi, nos résultats corroborent les
données de la littérature montrant des différences de sexe dans la fagon dont le placenta réagit
aux changements d’état nutritionnel pendant la gestation qui sous-tendent des phénotypes de
progeniture sexuellement dimorphes (220) (221) (222) (223) (224). Néanmoins, des études
supplémentaires portant sur les deux sexes sont nécessaires pour comprendre comment les
changements dans I’environnement au début de la vie ont un impact sur la santé a long terme
des animaux males et femelles.

En revanche, I’effet bénéfique de la supplémentation maternelle en DHA contre
I’accumulation des lipides hépatiques perdure sur le long terme et de fagon indépendante du
sexe puisque les animaux males et femelles obéses plus agés (6 mois) nés de meres
supplémentées en DHA présentaient des niveaux réduits de triglycérides et de cholestérols
hépatiques en comparaison des animaux obeses nés de meres supplémentées en solution saline.
Ces données corroborent les résultats observés précédemment chez les animaux plus jeunes (3
mois), ce qui appuie I'importance d'un apport nutritionnel en oméga-3 pendant la gestation et la

lactation et souligne la nécessité de poursuivre les études animales examinant I'impact de
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I'apport maternel en oméga-3 sur le développement de la progéniture et la santé sur le long
terme.

Les principales conclusions de la présente étude sont que la supplémentation maternelle
en DHA pendant la gestation et la lactation améliore le métabolisme glucidique et empéche
I’intolérance au glucose chez les descendants males agés de 3 mois et sur le long terme (6 mois)
uniquement chez les femelles, lorsque les animaux sont soumis & un environnement obésogéne.
En revanche, la supplémentation maternelle en DHA prévient la stéatose hépatique chez les
descendants males de 3 mois tout comme les animaux males et femelles plus agés (6 mois). En
effet, certaines actions du DHA sont plus puissantes et peuvent perdurer dans le temps de facon
indépendante du sexe aprés transmission a la descendance alors que d’autres €voluent en
fonction de 1’age et du sexe. Enfin, les résultats de notre étude ont demontré que les effets
bénéfiques du DHA peuvent évoluer avec 1’age et le sexe chez la descendance soulevant un

effet de sexe sur la question de I’effet « programmateur » du DHA.
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Figure 36 : Effet inhibiteur des AGPI sur I'activation et la translocation de ChREBP.

Dans des conditions basales de faibles concentrations de glucose et d’insuline, la protéine ChREBP est
phosphorylée et localisée dans le cytosol des hépatocytes. En revanche, des concentrations élevées de
glucose et d’insuline induisent la translocation nucléaire de la protéine ChREBP. Ensuite, lorsque la
protéine ChREBP est transloquée dans le noyau, elle se lie a son élément de réponse (ChoRE) pour
activer I’expression des genes glycolytiques et lipogéniques (Glut2 (Transporteur de glucose-2), L-PK
(L-pyruvate kinase), ACL (ATP citrate lyase), ACC (Acétyl-CoA carboxylase), Fas (Acide gras
synthase), SCD (Stéaroyl-CoA désaturase)) (212) (214) (215) (225).
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Acide gras polyinsatures

- Transport du glucose
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- Oxydation des acides gras
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Figure 37 : Régulation de l'activité de ChREBP et son impact dans la composition des lipides

hépatiques. (-) correspond a une inhibition.
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Figure 38 : Impact des acides gras polyinsaturés (AGPI) sur les voies du métabolisme

hépatique des glucides et des lipides. (-) correspond a une inhibition.

Les acides gras polyinsaturés contrdlent I’abondance nucléaire de ChREBP (comme décrit dans la figure
36) qui controle le transport de glucose mais aussi 1’expression des génes glycolytiques (PKM) et
lipogéniques (Fas). On peut supposer que l’inhibition du géne Fas entraine par conséquent une
inhibition de la production des acides gras. En découle alors une réduction de ’expression du géne
DGAT2 qui ne peut induire la synthése des triglycérides a partir des acides gras. Cela conduit par
conséquent a une inhibition de la B-oxydation en raison de la réduction de la synthese de 1’acétyl-CoA
a partir des acides gras provenant de la lipolyse des triglycérides et donc une inhibition des génes
impliqués dans cette voie tels que MCAD.
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Partie 2

“ Effet propre de la supplémentation maternelle en DHA
(oméga-3) : comparaison avec la supplémentation maternelle

en huile de carthame (oméga-6)”
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a) RESULTATS

1. Les effets anti-stéatosiques de la supplémentation maternelle en DHA

sont-ils liés aux propriétes spécifiques du DHA ou a sa charge lipidique ?

Pour donner suite a notre premiére série de résultats, nous avons cherché a savoir si
I’effet protecteur du DHA était lié a ses propriétés spécifiques ou a sa charge lipidique. Pour
cela nous avons ajouté un groupe expérimental de méres supplémentées en huile de carthame

afin de dissocier I’effet bénéfique du DHA de sa charge lipidique.

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN L’HUILE DE
CARTHAME SUR LES CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES ET
METABOLIQUES DES DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Nous avons évalué les caractéristiques anthropométriques et métaboliques des
descendants méales agés de 3 mois. Nous avons observé que les animaux obeses présentaient
une augmentation du poids corporel, du tissu adipeux et des concentrations sériques en leptine
en réponse a un régime hypercalorique indépendamment de la supplémentation maternelle en
DHA ou en huile de carthame (Tableau 11). Ces résultats rejoignent nos données précédentes
en montrant que la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation ne
joue pas de réle dans la prise de poids, I’expansion du tissu adipeux ou les concentrations

élevées de leptine induites par 1’obésité chez les descendants.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN HUILE DE
CARTHAME SUR L’HOMEOSTASIE DU GLUCOSE DES DESCENDANTS MALES
AGES DE 3 MOIS

Nous avons également évalué 1’homéostasie glucidique chez les animaux males agés de

3 mois en réalisant un test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale.

En réponse au régime hypercalorique, les males nés de meres supplémentées en solution
saline ou en huile de carthame pendant la gestation et la lactation, présentaient une forte
intolérance au glucose (Figure 39). En revanche, les animaux obéses nés de méres
supplémentées en DHA pendant la gestation et la lactation, avaient une meilleure tolérance au
glucose (Eigure 39). Ces données ont montré que la supplémentation maternelle en DHA

prévient contre 1’intolérance au glucose chez les descendants males obéses.

Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée sur les concentrations
sériques en glucose entre les rats soumis a un régime FCHFHS et ceux soumis a un régime
standard indépendamment de la supplémentation maternelle (Tableau 11). En revanche, les
animaux obéses nés de méres supplémentées en solution saline ou en huile de carthame avaient
des concentrations d’insuline significativement plus élevées alors que les animaux obeses nés
de méres supplémentées en DHA ne présentaient pas d’hyper-insulinémie (Tableau 11). La
forte sécrétion de I’insuline chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en solution
saline ou en huile de carthame rejoint les résultats de la quantification du glucose sérique
montrant le réle fonctionnel de ’insuline qui a pu internaliser le glucose dans les tissus cibles
d’ou le fait qu’il n’y ait pas de fortes concentrations en glucose dans la circulation, en réponse
au régime hypercalorique. Ces résultats suggerent néanmoins que les animaux obéses nés de
meéres supplémentées en solution saline ou en huile de carthame ne sont pas insulino-résistants

bien qu’ils soient intolérants au glucose.

En revanche, les animaux obéses nés de méres supplémentées en DHA ne présentaient
pas d’hyper-insulinémie et n’avaient pas de concentrations ¢€levées en glucose circulant
(Tableau 11). La supplémentation maternelle en DHA a protégé la descendance de
I’accumulation du glucose dans la circulation, en réponse a un régime hypercalorique,
indépendamment de la sécrétion d’insuline. Ces résultats corroborent les données de notre

premiére série de résultats et démontrent que I’effet protecteur de la supplémentation maternelle
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en DHA contre I’altération du métabolisme du glucose, que pourrait entrainer un état d’obésité
chez les descendants males, est lié aux propriétés spécifiques du DHA et non a sa charge
lipidique.

En résumé :

L’effet protecteur du DHA contre I’intolérance au glucose et I’hyper-insulinémie,
observé principalement chez les descendants obeses nés de meres supplémentées en DHA,
est lié a une action propre au DHA et non a sa charge lipidique.
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Figure 39 : Test de tolérance du glucose par voie intrapéritonéal chez les descendants males

agés de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA), 350 uL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries
avec une alimentation standard ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits.
Les ratons ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec
un régime standard (Saline standard diet, DHA standard diet et Carthame standard diet) ou exposés a de
la nourriture standard au méme temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium
(Saline fcHFHS, DHA fcHFHS et Carthame fcHFHS). Huit groupes expérimentaux constitués chacun
de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: Saline standard diet (barres
blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS
diet (barres rouges); Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges).
A 3 mois, un test de tolérance au glucose par voie intrapéritonéale a été réalisé. N = 8 animaux par
groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de
Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS ; DHA standard versus DHA fcHFHS et Carthame
standard versus Carthame fcHFHS (un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). ***p <0,001, ****
p < 0,0001. Two-way ANOVA bidirectionnel : Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la
supplémentation maternelle.
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Tableau 11 : Caractéristiques phénotypiques des rats males de 3 mois nés de meres supplémentées avec du sérum physiologique, du DHA ou de

I'nuile de carthame et exposes a un régime FCHFHS ou nourris avec de la nourriture standard apres le sevrage.

Saline DHA Carthame
Standard Diet FcHFHS Diet Standard Diet FcHFHS Diet Standard Diet FcHFHS Diet

Caractéristiques anthropométriques

Poids corporel (g) 480 +8.73 549 + 12.27*** 476 +9.99 567 + 14,57**** 485+13.01 572 + 11.35%***
Tissu adipeux rétropéritonéal (g) 8.42+0.35 [20.61 + 1.87**** 7.85+0.25 [17.01 + 1.81**** 9.07+0.80 [17.06 + 1.76***
Métabolites sériques

Glucose (mg/dL) 182.50+4.87 204.38 + 8.62 197.20+8.26  204.16 + 9.50 196.59 + 9.40 209.29 +9.79
Insuline (ng/ml) 0.92+0.15 | 2.51 + 0.49** 2.09+041 1.98+0.15 1.24+0.19 2.69+0.51%*
Leptine (ng/ml) 10.60 +0.46  37.01 + 7.51**** 11.90+1.66 |34.58 + 5.44**** 12.88 +0.95 [29.19 + 4.35%**x*
Acides gras libres (mg/dL) 25.46+4.71 21.31+2.63 27.65+2.32 23.76 + 2.86 30.41+4.79 27.04+3.74
Cholestérol (mg/dL) 71.89+6.35 77.71+3.56 64.73+4.64 72.38+4.32 63.20+2.82 76.71+5.17

*P <0,05; **P <0,01; ***P < 0,001 ; ****P < 0,0001 par rapport aux animaux du méme groupe (Saline, DHA, Huile de Carthame) nourris avec
une alimentation standard, déterminé par le test t de Student.
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ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN HUILE DE
CARTHAME SUR LA COMPOSITION DES LIPIDES HEPATIQUES DES
DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Nous avons précédemment montré que la supplémentation maternelle en DHA pendant
la gestation et la lactation avait des effets bénéfiques contre 1’accumulation des lipides
hépatiques chez les descendants obéses. Nous avons donc poursuivi nos observations sur les
effets bénéfiques d’une supplémentation maternelle en DHA en comparaison a une
supplémentation maternelle en huile de carthame afin de mettre en évidence les propriétés
specifiques du DHA.

Nous avons observé une forte accumulation des concentrations en triglycérides (Eigure
40A) et en cholestérols hépatiques (Figure 40B) chez les rats males obéses nés de meres
supplémentées en solution saline ou en huile de carthame alors que les rats males obeses nés de
meres supplémentées en DHA avaient des concentrations en triglycérides et en cholestérols
hépatiques similaires a celles des rats soumis a un régime standard (Eigure 40A et Figure 40B).

Ces observations montrent que le régime FcHFHS induit une augmentation des lipides
hépatiques. En revanche, la supplémentation maternelle en DHA a permis de diminuer
I’accumulation des lipides hépatiques en réponse au régime. Ces résultats montrent que la
supplémentation maternelle en DHA prévient la progression de la stéatose hépatique chez la
descendance des rats obéses, notamment via D’atténuation de ’accumulation de lipides
hépatiques. Ces effets protecteurs sont liés a la capacité du DHA a inhiber les mécanismes

induisant une accumulation des lipides et non a sa charge lipidique.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN HUILE DE
CARTHAME SUR L’EXPRESSION DES GENES GLYCOLYTIQUES,
LIPOGENIQUES, EN CHARGE DE LA SYNTHESE DES TRIGLYCERIDES ET DE
LA B-OXYDATION DANS LE FOIE DE LA DESCENDANCE MALE AGEE DE 3
MOIS

Afin d’approfondir notre recherche et toujours dans le but de dissocier I’action propre
du DHA de sa charge lipidique, nous avons évalué les différentes voies metaboliques
impliquées dans le métabolisme du glucose et dans I’accumulation des lipides hépatiques en
comparant les effets de la supplémentation maternelle en DHA (oméga-3) a ceux d’une

supplémentation maternelle en huile de carthame (oméga-6) (Eigure 41).

Notre premiére série des résultats, obtenue chez les animaux méles agés de 3 mois, avait
montré que la supplémentation maternelle en DHA protége contre 1’accumulation des
triglycérides hépatiques en inhibant trois voies métaboliques : la lipogenese de novo, la
synthése des triglycérides et, de facon inattendue, la B-oxydation. Nous avons aussi évalué
I’expression des génes impliqués dans ces voies métaboliques chez les animaux nés de méres
supplémentées en huile de carthame afin de comparer I’action du DHA a celle de I’huile de
carthame. Nos résultats avaient montré une inhibition de I’expression de ChREBP, régulateur
transcriptionnel majeur qui induit des enzymes lipogéniques clés pour favoriser la lipogenese
de novo hépatique dans les foies des animaux males obeses nés de meres supplémentées en
DHA. De fagon similaire, nous avons aussi observé une inhibition de 1I’expression de Fas (Fatty
acid synthase), également impliqué dans la lipogenése de novo, chez les animaux obéses nés
de méres supplémentées en DHA. En revanche, chez les males obéses nés de meres
supplémentées en solution saline ou en huile de carthame, nous avons observé une forte
expression de ces genes lipogéniques (ChREBP et FAS) en comparaison des animaux nourris
avec une alimentation standard et nés de méres supplémentées en solution saline ou en huile de
carthame, a I’exception du géne SCD-1, dont I’expression était diminuée de la méme fagon chez
les animaux males obéses nés de meres supplémentées en DHA (oméga-3) et les descendants
obéses de meéres supplémentées en huile de carthame (oméga-6). Cela pourrait étre lié aux

propriétés des acides gras polyinsaturés, notamment les familles des omega-3 et des oméga-6.
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Il a en effet été rapporté que les acides gras polyinsaturés peuvent inhiber 1’expression de
I’ARNm de SCD-1 hépatique (226) (227).

Ces résultats ont montré que la supplémentation maternelle a entrainé une inhibition de
la lipogenése de novo conduisant a une diminution des triglycérides hépatiques des descendants
males obeéses et que ces effets étaient liés aux propriétés spécifiques du DHA et non a sa charge
lipidique.

Nos résultats ont egalement montré que I’expression hépatique des génes GPAM et
DGAT2, impliques dans la synthese des triglycérides, était réduite chez les animaux obéses nés
de meres supplémentées en DHA ou en huile de carthame en comparaison des animaux obéses
nés de meres supplémentées en solution saline. Bien que la supplémentation maternelle en huile
de carthame réduise la synthése de triglycérides chez les descendants méales obéses, aucun effet
n’est observé contre I’accumulation des triglycérides hépatiques puisque nous avons observe
une accumulation des triglycérides hépatiques chez les animaux obéses nés de meéres
supplémentées en huile de carthame. En revanche, la supplémentation maternelle en DHA
entraine une diminution des triglycérides hépatiques chez les descendants males obeses,
s’expliquant par une faible lipogenése de novo et une synthese des triglycérides réduite. Ces
observations mettent en évidence que le DHA est capable de réguler I’expression des genes
impliqués dans la lipogenése de novo et la synthése des triglycérides hépatiques.

Par ailleurs, nous avons observé une diminution de I’expression du géne MCAD,
impliqué dans la B-oxydation, chez les animaux obéses nés de méres supplémentées en DHA
ou en huile de carthame en comparaison des animaux obéses nés de meres supplémentées en
solution saline. D’autre part, une forte expression du géne HADH, impliqué aussi dans la p-
oxydation, était observée chez les animaux obeses nés de meéres supplémentées en huile de
carthame comparé aux animaux obéses nés de meres supplémentées en solution saline. En
revanche, I’expression de HADH eétait réduite chez les animaux obéses nés de méres
supplémentées en DHA en comparaison des animaux obeses nes de méres supplémentees en
solution saline. Ces résultats ont montré un effet paradoxal de la supplémentation maternelle en
huile de carthame sur les genes impliqués dans la B-oxydation chez les descendants males
obeses. Malgré le fait que la supplémentation maternelle en DHA diminue la voie de la -
oxydation chez les descendants males obéses cela n’a pas empéché [I’inhibition de
I’accumulation des triglycérides chez les descendants males obéses. Ceci indique que

I’inhibition de la lipogenése de novo et de la synthése des triglycérides qu’entraine la
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supplémentation maternelle est suffisante pour protéger les descendants males contre
I’accumulation des triglycérides hépatiques.

Nos résultats ont également montré une augmentation de I’expression de ChREBP
(reconnu comme étant un facteur de transcription activé par une glycémie élevée indépendante
de l'insuline et jouant également un role clé dans la glycolyse) chez les animaux obéses nés de
meéres supplémentées en solution saline ou en huile de carthame. En revanche, aucun
changement d’expression n’a été observé pour les animaux du groupe sous régime controle et
les animaux obeses nés de meres supplémentées en DHA. Ces observations corroborent les
résultats du test de tolérance au glucose et de la quantification de I’insuline sérique, montrant
que le DHA régule ’homéostasie glucidique. On peut donc supposer que 1’entrée du glucose
dans le foie est empéchée chez les descendants des meéres supplémentées en DHA. En
conséquence, les voies métaboliques connectées sont inhibées, notamment la lipogenese, la
synthése des triglycérides ainsi que la -oxydation. Ces observations pourraient expliquer les
résultats de I’inhibition des génes impliqués dans ces voies, observée chez les animaux obéses
nés de meres supplémentées en DHA. Il est dés lors possible de supposer que ’entrée du
glucose dans le foie est bloquée par 1’action « programmatrice » du DHA.

Par ailleurs, nous avons observé une réduction de 1’expression de PKM 1 et de PDK4
chez les males obéses nés de meéres supplémentées en DHA ou en huile de carthame en
comparaison des males obéses nés de meres supplémentées en solution saline. Bien que la
supplémentation maternelle en huile de carthame réduise les génes impliqués dans la glycolyse
nous n’avons pas observé de protection contre 1’altération de I’homéostasie glucidique chez les

descendants males obéses.

En résumé :

Nos résultats géeniques indiquent que le DHA peut inhiber ’accumulation de
triglycérides hépatiques en inhibant les voies de la lipogenése de novo, de la synthése de

triglycérides et de la B-oxydation. Ces effets sont propres aux actions du DHA.
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Figure 40 : Concentrations des lipides hépatiques chez les males agés de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA), 350 uL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries
avec une alimentation standard ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits.
Les ratons ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourries ad libitium avec
un régime standard (Saline standard diet, DHA standard diet et Carthame standard diet) ou exposés a de
la nourriture standard au méme temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium
(Saline fcHFHS, DHA fcHFHS et Carthame fcHFHS). Huit groupes expérimentaux constitués chacun
de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: Saline standard diet (barres
blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS
diet (barres rouges); Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges).
Aprés sacrifice des animaux a 3 mois, les concentrations sériques de triglycérides (A) et de cholestérol
(B) ont été déterminées. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS ;
DHA standard versus DHA fcHFHS et Carthame standard versus Carthame fcHFHS (un seul facteur
d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001. Two-way
ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus Saline standard diet ; Carthame standard diet versus
Saline standard diet ; DHA fcHFHS versus Saline fcHFHS ; Carthame fcHFHS versus Saline fcHFHS
(Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la supplémentation maternelle). 3 p < 0,05.
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Figure 41 : Effets de la supplémentation maternelle en DHA sur les voies métaboliques
hépatiques de la descendance male adulte agée de 3 mois versus supplémentation maternelle en

huile de Carthame.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA), 350 uL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries
avec une alimentation standard ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits.
Les ratons ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec
un régime standard (Saline standard diet, DHA standard diet et Carthame standard diet) ou exposés a de
la nourriture standard au méme temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium
(Saline fcHFHS, DHA fcHFHS et Carthame fcHFHS). Huit groupes expérimentaux constitués chacun
de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: Saline standard diet (barres
blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS
diet (barres rouges); Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges).
Apreés sacrifice des animaux a 3 mois, les foies des animaux ont été récupérés et les ARNm des protéines
intervenant dans les différentes voies métaboliques ont été quantifiés par RT-Qpcr. N = 8 animaux par
groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de
Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS, DHA standard versus DHA fcHFHS et Carthame
standard versus Carthame fcHFHS (un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p
<0,01, ***p <0,001, **** p < 0,0001. Two-way ANOVA bidirectionnel : DHA standard diet versus
Saline standard diet ; Carthame standard diet versus Saline standard diet ; DHA fcHFHS versus Saline
fcHFHS ; Carthame fcHFHS versus Saline fcHFHS (Deux facteurs d’analyse : le régime postnatal et la
supplémentation maternelle). 8 p < 0,05, % p <0,01, %% p <0,001 5858 p < 0,0001.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN HUILE DE
CARTHAME SUR LES MODIFICATIONS DES HISTONES DANS LE TISSU
HEPATIQUE DE LA DESCENDANCE MALE AGEE DE 3 MOIS

Afin d’approfondir les mécanismes d’action du DHA sur I’expression des geénes
impliqués dans les voies métaboliques précédemment montrées, nous avons voulu étudier les
modifications des histones dans le foie des animaux nés de méres supplémentées en DHA en
comparaison des animaux nés de meres supplémentées en huile de carthame. Les modifications
des histones offrent une vue plus approfondie des mécanismes géniques en tant que régulateurs
transcriptionnels via la modification de la chromatine pour promouvoir ou réprimer

I’expression du géne cible.

Nous avons sélectionné deux modifications des histones liées a la répression de la
transcription, H3K9me3 (Eigure 42A) et H3K27me3 (Figure 42B) et deux modifications des
histones liées a I’activation transcriptionnelle, H3K4me3 (Figure 42C) et H3K14me3 (Eigure
42D).

Nos résultats de Western blot n’ont montré aucune différence de modification des
histones entre les différents groupes. Cela pourrait s’expliquer par le choix des modifications
des histones. Néanmoins, bien que 1’absence de modification des histones ne nous ait pas permis
d’aller plus loin dans nos recherches des modifications épigénétiques par la supplémentation
maternelle en DHA, cela ne prédit pas pour autant 1’absence de modification post-

transcriptionnelle.
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Figure 42 : Effet de la supplémentation maternelle sur les modifications des histones dans le
foie des animaux ages de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant & 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 ulL/kg d’huile de carthame comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée & 8 petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Carthame
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Carthame fcHFHS et DHA fcHFHS). Quatre
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groupes expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi
été formés: Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-
Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Aprés sacrifice des animaux a 3
mois, les modifications des histones ont été étudiées dans le foie des animaux par Western Blot. N = 8
animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
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EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ET EN HUILE DE
CARTHAME SUR LES CONCENTRATIONS DES LIPIDES SERIQUES DES
DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Bien que nous ayons observé une inhibition de I’accumulation de triglycérides
hépatiques chez les descendants méales obeses nés de meres supplémentées en DHA, nos
résultats ont montré une hypertriglycéridémie chez les animaux obeses nés de meres
supplémentées en DHA (Eigure 43A). De méme, les animaux obeses nés de meres
supplémentées en huile de carthame présentaient une hypertriglycéridémie (Figure 43A). La
supplémentation en DHA n’avait pas d’effet protecteur contre 1’hypertriglycéridémie chez les
descendants males obéses. Par ailleurs, il faut noter qu’une accumulation excessive de
triglycérides dans le foie résulte d’un déséquilibre entre les différentes voies métaboliques

suivantes :

- Lipogenése de novo
- [-oxydation
- Surproduction et sous-catabolisme de lipoprotéines riches en triglycérides

(chylomicrons intestinaux et les lipoprotéines de tres basse densité (VLDL) hépatiques).

Comme nous avons évalué I’expression des génes impliqués dans la lipogenese de novo
et la -oxydation, nous avons donc supposé que I’inhibition de I’accumulation des triglycérides
au niveau du foie pourrait s’expliquer par un transport vers la circulation. Pour ce faire nous
avons quantifié les VLDL qui assurent le transport des triglycérides du foie vers la circulation
chez les animaux nés de meres supplémentées en DHA en comparaison des animaux nés de
meres supplémentées en huile de carthame afin de dissocier I’effet propre du DHA de sa charge

lipidigque.

Nos résultats ont montré une forte concentration en VLDL chez les animaux méles
obéses nés de méres supplémentées en DHA en comparaison des animaux sous regime standard
nés de meres supplémentées en DHA (Eigure 43B). En revanche, nous n’avons pas observé de
différence dans les concentrations en VLDL chez les descendants de méres supplémentées en
huile de carthame quel que soit le régime postnatal (alimentation standard ou régime
hypercalorique) (Eigure 43B). On peut supposer que I’hypertriglycéridémie observée chez les

males obéses nés de meres supplémentées en DHA serait liée a un transport des triglycérides
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du foie vers la circulation et non en réponse au régime hypercalorique comme observé chez les

animaux obéses nés de meéres supplémentées en huile de carthame.

En résumé :

Le DHA prévient ’accumulation de triglycérides hépatiques en inhibant la
lipogenése de novo et la B-oxydation et en favorisant le transport des triglycérides vers la
circulation. L effet protecteur contre la stéatose hépatique semble donc lié aux propriétés
du DHA. En revanche, la supplémentation maternelle en DHA n’a pas d’effet protecteur
contre I’hypertriglycéridémie qui pourrait constituer un facteur de risque
cardiovasculaire. Néanmoins, étant donné que P’apport du DHA a été effectué via la
supplémentation maternelle, les effets que nous observons viennent directement de la

transmission épigénétique.
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Figure 43 : Effet de la supplémentation maternelle en DHA sur les triglycérides sériques et la
production des VLDL.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 pul/kg d’huile de carthame comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Carthame
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Carthame fcHFHS et DHA fcHFHS). Quatre
groupes expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi
été formés: Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-
Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Apreés sacrifice des animaux a 3
mois, les concentrations sériques de triglycérides (A) et des VLD-TG (B) ont été déterminées. N = 8
animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique
utilisé : Test t de Student : Carthame standard versus Carthame fcHFHS et DHA standard versus DHA
fcHFHS (un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05.
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2. Quels sont les effets de la supplémentation maternelle en DHA sur les

profils lipidiques des descendants males agés de 3 mois ?

Nos précédents résultats ont révélé un effet protecteur de la supplémentation maternelle
en DHA contre I’accumulation des triglycérides au niveau hépatique. Nous avons ici cherché a
savoir si cette supplémentation maternelle en DHA influe sur les autres classes de lipides. Pour
ce faire, nous avons réalisé une analyse quantitative ciblée des sphingolipides dans le foie des

animaux males &gés de 3 mois.

Approche ciblée

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR LES
CONCENTRATIONS DES SPHINGOLIPIDES HEPATIQUES DES DESCENDANTS
MALES AGES DE 3 MOIS

Nous avons réalisé une étude ciblée par spectrométrie de masse. Nous avons voulu
déterminer si la supplémentation maternelle en DHA entraine une protection contre
I’accumulation des sphingolipides de la méme maniere qu'elle a empéché I’accumulation de
triglycérides hépatiques chez les descendants males obeses, en visant deux familles de
sphingolipides : les sphingomyeélines et les céramides. Pour cela, nous avons quantifié le taux
circulant des sphingomyélines et des céramides dans le tissu hépatique (les especes de

sphingolipides quantifiées sont répertoriées dans ANNEXE 2).

Nous avons observé que les animaux obeses nés de meres supplémentées en solution
saline ou en huile de carthame ne présentaient pas d’accumulation de sphingolipides
normalement induite par le régime hypercalorique. Cela pourrait s’expliquer par le régime
utilisé pour induire I’obésité dans notre étude. En revanche, nos résultats ont montré une
diminution significative des concentrations de toutes les espéces de céramides et de
sphingomyeélines analysées dans le foie des animaux obéses nés de méres supplémentées en

DHA en comparaison des animaux contrdles. Ces résultats démontrent que la supplémentation
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maternelle en DHA inhibe 1’accumulation de sphingomyélines (Eigure 44A) et de céramides
(Eigure 44B) dans le foie lorsque les animaux sont soumis & une charge hyper-lipidique. Il faut
noter que les céramides sont produits par 1’hydrolyse de la sphingomyéline, catalysée par
différentes sphingomyeélinases. Ainsi, on suppose que la supplémentation maternelle en DHA
a entrainé une inhibition de I’hydrolyse des sphingomyélines entrainant par conséquent une

inhibition de la production des céramides.

Par ailleurs, il a été rapporté que les céramides étaient liés a I’inflammation. Nous avons
cherché a savoir si cette diminution des concentrations de céramides était liée a une diminution

de ’inflammation.
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Figure 44 : Effet de la supplémentation maternelle en DHA sur les sphingolipides hépatiques

chez les descendants méales agés de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA), 350 uL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries
avec une alimentation standard ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits.
Les ratons ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec
un régime standard (Saline standard diet, DHA standard diet et Carthame standard diet) ou exposés a de
la nourriture standard au méme temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium
(Saline fcHFHS, DHA fcHFHS et Carthame fcHFHS). Huit groupes expérimentaux constitués chacun
de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: Saline standard diet; Saline fc-
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HFHS diet; DHA-Standard diet; DHA fc-HFHS diet; Carthame standard diet; Carthame fc-HFHS diet.
Aprés sacrifice des animaux a 3 mois, une quantificaton des sphingolipides a été réalisée par une
approche ciblée en spectrométrie de masse. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline standard diet versus
Saline fcHFHS ; DHA standard versus DHA fcHFHS et Carthame standard versus Carthame fcHFHS
(un seul facteur d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, **** p < 0,0001. Two-way ANOVA
bidirectionnel : DHA standard diet versus Saline standard diet ; Carthame standard diet versus Saline
standard diet ; DHA fcHFHS versus Saline fcHFHS ; Carthame fcHFHS versus Saline fcHFHS (Deux
facteurs d’analyse : le régime postnatal et la supplémentation maternelle). %% p < 0, 0001.

EFFET DE LASUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA SUR L’EXPRESSION
HEPATIQUE DU TLR4 ET LA FLUIDITE MEMBRANIRE CHEZ LES
DESCENDANTS MALES AGES DE 3 MOIS

Nous avons évalué I’expression génique du TLR4 pro-inflammatoire et nos résultats ont
montré que les animaux obéses nés de meres supplémentées en solution saline ne présentaient
pas, comme attendu, une inflammation en réponse au régime hypercalorique. Par ailleurs,
I’expression du TLR 4 était élevée chez les animaux obeses nés de méres supplémentées en
huile de carthame, indiquant un état inflammatoire (Eigure 45). En revanche, I’expression
hépatique du TLR 4 était réduite chez les animaux obeses nés de meres supplémentées en DHA
(Eigure 45). On peut envisager qu’il existe un lien entre les taux de céramides et le TLR 4 car
les changements observés étant similaires. Ces données ont montré que la supplémentation
maternelle en DHA prévient contre 1’état inflammatoire, notamment en réduisant 1’expression
du TLR 4.

Par ailleurs, Les TLR sont des récepteurs membranaires et on peut supposer que tout
changement dans la composition lipidique de la membrane plasmique peut avoir un impact sur
la fluidite membranaire et sur les radeaux membranaires et indirectement sur la signalisation et
la dimérisation des TLR. Nous avons donc cherché a savoir si I’effet inhibiteur de la
supplémentation maternelle en DHA était corrélé avec I’impact du DHA sur les changements
de la fluidité membranaire. Nous avons donc analysé la fluidité membranaire chez les animaux
nés de meres supplémentées en DHA en comparaison des animaux males nés de meres
supplémentées en huile de carthame. Nos résultats n’ont pas révélé de modification de la fluidité

membranaire entre les animaux nés de meres supplémentées en DHA et les descendants de
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meres supplémentées en huile de carthame (Eigure 46). On peut alors supposer que le DHA
inhibe I’expression du TLR 4 par d’autres mécanismes que les changements de la fluidité
membranaire. La diminution du taux de céramides par la supplémentation maternelle en DHA
pourrait alors entrainer une inhibition du TLR 4. Ainsi, la supplémentation maternelle en DHA
pourrait entrainer I’inhibition de I’inflammation en modifiant la composition lipidique, en

I’occurrence les taux de céramides hépatiques.
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Figure 45 : Effet de la supplémentation maternelle en DHA sur 1’expression hépatique de TLR4

chez les animaux males agés de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant & 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA), 350 pL/kg d’huile de carthame ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries
avec une alimentation standard ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits.
Les ratons ont été sevrés a 21 jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec
un régime standard (Saline standard diet, DHA standard diet et Carthame standard diet) ou exposés a de
la nourriture standard au méme temps qu’a une alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium
(Saline fcHFHS, DHA fcHFHS et Carthame fcHFHS). Huit groupes expérimentaux constitués chacun
de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: Saline standard diet (barres
blanches); Saline fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS
diet (barres rouges); Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges).
Apres sacrifice des animaux a 3 mois, les foies des animaux ont été récupérés et les ARNm ont été
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quantifiés par RT-Qpcr. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en
moyenne £ SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline standard diet versus Saline fcHFHS,
DHA standard versus DHA fcHFHS et Carthame standard versus Carthame fcHFHS (un seul facteur
d’analyse : le régime postnatal). * p < 0,05, ** p <0,01. Two-way ANOVA bidirectionnel : DHA
standard diet versus Saline standard diet ; Carthame standard diet versus Saline standard diet ; DHA
fcHFHS versus Saline fcHFHS ; Carthame fcHFHS versus Saline fcHFHS (Deux facteurs d’analyse :
le régime postnatal et la supplémentation maternelle). $ p < 0,05.
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Figure 46 : Effet de la supplémentation maternelle sur les variations de la fluidité membranaire

dans le foie des animaux males agés de 3 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 uL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 pL/kg d’huile de carthame comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée & 8 petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Carthame
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Carthame fcHFHS et DHA fcHFHS). Quatre
groupes expérimentaux constitués chacun de 8 animaux males issus de 8 portées différentes ont ainsi
été formés: Carthame standard diet (barres blanches); Carthame fc-HFHS diet (barres rouges); DHA-
Standard diet (barres blanches); DHA fc-HFHS diet (barres rouges). Aprés sacrifice des animaux a 3
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mois, la fluiditté membranaire a été déterminée par Résonnance Paramagnétique Electronique
(RPE). N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.
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b) DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons voulu approfondir les observations de notre premiere série
de resultats. Nous avions montré I’effet préventif de la supplémentation maternelle en DHA
contre la stéatose simple décrite comme la présence de gouttelettes de triglycérides dans le
cytoplasme dans plus de 5% des hépatocytes. Nous avons donc évalué les effets protecteurs de
la supplémentation maternelle en DHA (oméga-3) en comparaison d’une supplémentation
maternelle en huile de carthame (oméga-6) afin de différencier les effets propres aux DHA de

sa charge lipidique.

Nos résultats ont montré que les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA
présentaient une meilleure tolérance en glucose et ne présentaient pas d’hyperinsulinémie. En
revanche, les males obéses nés de méres supplémentées en huile de carthame étaient intolérants
en glucose et présentaient une hyperinsulinémie. Dans des situations d’augmentation de
I’insuline, I’accumulation des lipides dans le foie est favorisée, ce qui affecte potentiellement
le développement de la NAFLD. Par ailleurs, nos résultats ont montré que la supplémentation
maternelle en DHA protege contre le développement de la stéatose hépatique en empéchant
I’accumulation des triglycérides hépatiques chez les descendants males obeses. La
supplémentation maternelle en DHA a régulé négativement 1’expression de plusieurs géenes
impliqués dans la lipogenése de novo, la synthese des triglycérides et curieusement la (-
oxydation. En revanche, nous avons observé une accumulation de triglycérides hépatiques
induite par une augmentation de la lipogenese de novo chez les animaux obéses nés de méres
supplémentées en huile de carthame. Ces résultats confortent notre hypothese en montrant que
le DHA joue un réle spécifique dans la prévention de la stéatose hépatique. Nos observations
concordent avec les résultats de 1’étude de Jinghua Xu et ses collegues qui ont montré que le
DHA inhibe P’activit¢ de ChREBP en réduisant son abondance nucléaire suggérant un
mécanisme spécifique par lequel le DHA peut diminuer la lipogenese dans la NAFLD (215).

Cependant, aucune étude n’a a ce jour évalué I’effet des oméga-3 sur la régulation
épigénétique dans la NAFLD. C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés au
mécanisme épigénétique par lequel le DHA module 1’expression des genes impliqués dans le
métabolisme des lipides hépatiques. La régulation de I’expression des génes n’est pas seulement

contr6lée par la machinerie transcriptionnelle mais est également soumise a une modulation
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épigénétique telle que les modifications des histones. En effet, les histones sont d’importants
vecteurs d’informations épigénétiques. La structure dynamique de la chromatine joue un role
important dans la réplication de I’ADN et la régulation de 1’expression des génes. La structure
de la chromatine est régie par des modifications post-traductionnelles du noyau des histones a
leurs extrémités N-terminales (228). Certaines de ces modifications post-traductionnelles ou
marqueurs épigéniques, y compris 1’acétylation et la phosphorylation sont réversibles et sont
souvent associées a une augmentation de I’expression des génes. D’autres modifications post-
traductionnelles telles que la méthylation de la lysine sont souvent plus stables et participent au
maintien épigénétique a long terme (229). Nous avons donc évalué I’effet de la supplémentation
maternelle en DHA sur la régulation épigénétique. Nos résultats n’ont pas montré de
changement de la méthylation de H3K9 ou de H3K27 impliquées dans la répression de la
transcription ni de H3K4 ou de H3K4, elles-mémes impliquées dans I’activation de la
transcription chez les animaux de tous les groupes. Bien que ces résultats suggerent que la
supplémentation maternelle en DHA n’induit pas de modification des histones étudiées, cela
n’indique pas que le DHA ne module pas la régulation épigénétique. C’est pourquoi d’autres
études seront nécessaires afin d’approfondir les effets épigénétiques du DHA dans la NAFLD

par d’autres modeles animaux.

Par ailleurs, nos résultats ont montré une hypertriglycéridémie chez les méales obéses
nés de meres supplémentées en DHA ou en huile de carthame. Ces résultats indiquent que la
supplémentation maternelle en DHA ne peut pas contrecarrer I’accumulation des triglycérides
dans la circulation chez la descendance obese. Nos résultats ne sont pas en accord avec les
études montrant que la supplémentation en DHA diminue les lipides plasmatiques chez les
personnes atteintes de maladies cardiovasculaires (230). Néanmoins, il est important de noter
que nous avons examiné I’effet de la supplémentation maternelle en DHA et non I’effet d’une
supplémentation directe en DHA. Par ailleurs, Il a été montré que le DHA régule le métabolisme
des lipides hepatiques par plusieurs mécanismes qui peuvent étre bénéfiques dans la NAFLD
notamment la sécrétion des VLDL permettant de transporter et de distribuer les triglycérides
aux tissus périphériques. Nos résultats corroborent cette hypothése en montrant une
augmentation des VLDL chez les animaux obeses nés de meres supplémentées en DHA. On
peut alors supposer que I’hypertriglycéridémie observée chez les animaux obeses nés de meres
supplémentées en DHA s’explique par un export des triglycérides du foie vers la circulation.

Bien que la supplémentation maternelle en DHA n’ait pas protégé les descendants males obéses

174 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

contre I’hypertriglycéridémie sanguine, I’ensemble de nos résultats met en évidence le role

specifique du DHA comme traitement potentiel contre la NAFLD.

Nous avons également voulu évaluer I’effet de la supplémentation maternelle en DHA
sur les autres familles de lipides, pour cela nous avons quantifié les sphingolipides hépatiques
par spectrométrie de masse chez les animaux méales agés de trois mois. Nos résultats n’ont pas
montré d’augmentation des taux de céramides ou de sphingomyélines en réponse & un régime
hypercalorique, comme décrit dans la littérature, chez les animaux obeses nés de meéres
supplémentées en solution saline. Ces résultats ne concordent pas avec les données de la
littérature montrant qu’une alimentation riche en sucres et en graisses est systématiquement liée
a une augmentation des teneurs en céramides (231) (232). Cela pourrait s’expliquer par le
régime hypercalorique utilisé dans notre étude. En revanche, nous avons constaté que la
supplémentation maternelle en DHA, mais pas la supplémentation maternelle en huile de
carthame, réduit les sphingomyeélines hépatiques chez les descendants méles obeses par rapport
au groupe témoin. De facon similaire, les taux de céramides sont réduits chez les animaux
obéses nés de meres supplémentées en DHA. Par ailleurs, il faut noter que les céramides sont
principalement généreés par la dégradation des sphingomyeélines par les sphingomyeélinases. Ces
résultats suggérent que la supplémentation maternelle en DHA inhibe la production des
céramides hépatiques en réduisant la teneur totale en sphingomyélines, probablement en
inhibant I’activité des sphingomyélinases (SMases). Nos résultats concordent avec les résultats
de I’étude de Chia-Yang Lu et ses collégues qui ont montré que I’inhibition des céramides par
le DHA passe par la réduction de I’activité des SMases (233). Bien que les mécanismes par
lesquels le DHA inhibe la teneur en sphingomyélines n’aient pas entiérement compris, les effets
anti-inflammatoires du DHA semblent étre impliqués. Il a été montré qu’en présence d’un état
inflammatoire, I’activité de la sphingomyélinase est stimulée ce qui entraine la production de
céramides (234). En revanche, lorsque [I’inflammation est inhibée, 1’activité des

sphingomyelinases est réduite.

Bien que nous n’ayons pas observé une inflammation chez les animaux obéses nés de
meéres supplémentés en solution saline probablement due au fait que nos animaux étaient a un
stade précoce d’obésité, nos résultats avaient montré une inhibition de I’expression du géne
TLR 4 pro-inflammatoire chez les animaux obéses nés de meres supplémentées en DHA. Nos
résultats concordent avec les données de la littérature montrant que le DHA est capable de

réguler a la baisse I’inflammation mediée par le TLR4 (235). Par ailleurs, nous avons cherché
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a comprendre le mécanisme par lequel le DHA inhibe 1’expression du TLR4. Nous avons alors
supposé que comme le TLR 4 est un récepteur transmembranaire, le DHA, reconnu pour ses
propriétés de maintien de la fluidité membranaire (236), influe sur la fluidit¢ membranaire
altérant ainsi la signalisation du TLR4. Cependant, nos résultats n’ont pas montré de
changements de la fluidité membranaire chez les animaux nés de meres supplémentées en DHA.
Les résultats obtenus n’ont pas confirmé notre hypothése et suggérent qu’un mécanisme autre
que la fluidité membranaire est impliqué dans I’inhibition du TLR4 par le DHA. Par ailleurs,
Joseph Cuschieri et ses collegues ont montré que 1’association du TLR4 avec les radeaux
lipidiques dépend de la SMase acide (237). L’ensemble de ces résultats suggére que la
supplémentation maternelle en DHA inhibe la voie de la synthése des céramides par I’hydrolyse
des sphingomyélines et prévient I’inflammation chez les animaux obeses (Eigure 47).

Voie de dégradation des
sphingomyélines
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Figure 47 : Lerole du DHA dans la voie de dégradation des sphingomyélines et I’inflammation.
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Partie 3

“Effet de sexe dans les altérations cognitives et
comportementales induites par 1’obésité postnatale ou la
dénutrition maternelle chez le rat et réversion par la
supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la

lactation.”
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a) RESULTATS

1. Quel est I’effet de la supplémentation maternelle en DHA contre le déficit

cognitif induit par I’obésité postnatale ?

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE CONTRE LES ALTERATIONS [INDUITES PAR LA
DENUTRITION MATERNELLE : EVOLUTION DU POIDS CORPOREL

L’accumulation de preuves démontre que I’obésité pourrait affecter négativement la
fonction cognitive. Nous avons donc réalisé un test de reconnaissance d’objets chez les animaux
obeéses et contréles afin d’évaluer la mémoire cognitive. Nous avons également cherché a savoir
si la supplémentation maternelle en DHA peut améliorer le dysfonctionnement cognitif induit
par ’obésité chez la descendance.

Nos résultats ont montré que les animaux males obéses nés de méres supplémentées en
solution saline n’avaient fait aucune distinction entre 1’objet nouveau et 1’objet familier en
comparaison des animaux controles, marqué par un temps d’exploration identique des deux
objets (Eigure 48A). En revanche, les animaux méales obéses nés de méres supplémentées en
DHA présentaient un temps d’exploration du nouvel objet significativement supérieur au temps
d’exploration de I’objet familier montrant une distinction entre le nouvel objet et I’objet familier
(Eigure 48B). Ces résultats démontrent que la supplémentation maternelle en DHA a corrigé
I’altération de la mémoire cognitive induite par I’obésité.

Par ailleurs, nous avons observé que les femelles obéses nées de meres supplémentées
en solution saline ne présentaient aucune altération cognitive et avaient passé plus de temps
avec le nouvel objet que I’objet familier montrant une nette distinction entre les deux objets
(Eigure 48C). Curieusement, les femelles obéses nées de méres supplémentées en DHA avaient

une altération de la mémoire cognitive et n’arrivaient pas a différencier le nouvel objet de
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I’objet familier (Eigure 48D). Ces observations démontrent un effet délétére de la
supplémentation maternelle en DHA chez les femelles obeses.

En Résumé :

Nos résultats ont confirmé que [Pobésité est un facteur aggravant du
dysfonctionnement cognitif chez les méales mais pas chez les femelles, montrant un effet de
sexe. La supplémentation maternelle en DHA améliore les fonctions cognitives chez les
males obéses. Curieusement, un effet délétere de la supplémentation maternelle en DHA
a éte observé chez les femelles obéses entrainant un déficit de la mémoire cognitive qui n’a

pas éte observé chez les femelles obeses nées de méres supplémentées en solution saline.
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Figure 48: Effet de la supplémentation maternelle en DHA sur le déficit cognitif induit par

1’obésité postnatale chez les animaux males et femelles agés de 6 mois.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation une dose quotidienne
orale de 350 uL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et 23 mg/kg
d'EPA) ou 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec une alimentation standard
ad libitium. A la naissance, la taille de la portée a été ajustée & huit petits. Les ratons ont été sevrés a 21
jours et divisés en deux sous-groupes pour étre nourris ad libitium avec un régime standard (Saline
standard diet et DHA standard diet) ou exposés a de la nourriture standard au méme temps qu’a une
alimentation riche en graisses et en sucre ad libitium (Saline fcHFHS et DHA fcHFHS ). Huit groupes
expérimentaux constitues chacun de 8 animaux méales ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi
été formés: males Contréles Saline; méles fcHFHS -Saline; males Controles-DHA; males fcHFHS-
DHA; femelles Controles-Saline; femelles fcHFHS-Saline; femelles Contr6les-DHA ; femelles
fcHFHS-DHA. A 6 mois, un test de reconnaissance de nouvel objet a été réalisé. N = 8 animaux par
groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de
Student : Temps d’exploration du nouvel objet versus Temps d’exploration de 1’objet familier. * p <
0,05, ** p <0,01, **** p < 0,0001.
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2. Quel est I’effet de la suppléementation maternelle en DHA contre le retard

de croissance postnatal induit par une dénutrition maternelle ?

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE CONTRE LES ALTERATIONS [INDUITES PAR LA
DENUTRITION MATERNELLE : EVOLUTION DU POIDS CORPOREL

Il est aujourd’hui bien connu que la santé future de I’enfant dépend fortement de
I’environnement et du mode de vie en période prénatale. En outre, les connaissances actuelles
montrent sans ambiguité que I’environnement intra-utérin auquel le foetus est exposé impacte a
long terme la santé durant ’enfance et jusqu’a la vie adulte : c’est le concept de programmation
feetale, mentionné pour la premiere fois il y a plus de 20 ans et introduit par 1’épidémiologiste
britannique David Barker. Cependant, I’alimentation maternelle est un facteur déterminant dans
le développement intra-utérin de I’enfant. C’est dans ce sens que nous avons souhaité étudier
I’effet d’une supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation contre les
altérations induites par la dénutrition maternelle chez les descendants males et femelles ageés de
6 mois. Pour ce faire, les meres étaient supplémentées en DHA pendant la gestation et la
lactation en méme temps qu’elles étaient sous régime hypocalorique.

Par ailleurs, rappelons que la dénutrition maternelle entraine une restriction de
croissance intra-utérine activant des processus d’adaptation qui alterent le bon développement
du feetus. Une fois que ces changements sont installés, ils prédisposent & un phénotype
métabolique défavorable tout en long de la vie.

Les résultats de notre étude ont montré que le poids corporel était significativement plus
bas chez la descendance male (Eigure 49A) et femelle (Eigure 49B) née des meéres dénutries,
de la naissance (p < 0,01) jusqu’a I’age de 180 jours (p < 0,01), en comparaison des animaux
nés des meres témoins, indépendamment de la supplémentation maternelle en solution saline
ou en DHA.
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En Résume :

Ces premiers résultats ont confirmé que la dénutrition maternelle est un facteur
aggravant de la réduction de la croissance de la progéniture indépendamment du sexe.
Néanmoins, ces observations ont montré que la supplémentation maternelle en DHA ne
peut pas contrecarrer le retard de croissance postnatal induit par la dénutrition
maternelle chez la descendance.
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Figure 49 : Evolution du poids corporel des rats males et femelles nés de méres témoins ou &
faible teneur en calories et supplémentées en solution saline ou en DHA pendant la gestation et
la lactation.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont re¢u du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
guotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur en calories (=dénutrition). A la
naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: males Contréles Saline;
males Dénutris-Saline; males Contréles-DHA; males Dénutris-DHA; femelles Contrbles-Saline;
femelles Dénutries-Saline; femelles Contr6les-DHA ; femelles Dénutries-DHA. L’évolution du poids
corporel a été suivie tous les trente jours. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont
exprimés en moyenne = SEM. Par soucis de clarté, seules les différences statistiques entre les animaux
témoins et sous-alimentés nés de rats supplémentés en solution saline sont présentées. ** p <0,01 tel
que déterminé par ANOVA & un facteur pour des mesures répétées.
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3. Lasupplémentation maternelle en DHA peut- elle corriger les altérations

comportementales induites par une dénutrition maternelle ?

ROLE DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE DANS LE DEVELOPPEMENT D’UNE ANXIETE INDUITE PAR LA
DENUTRITION MATERNELLE : EFFET DE SEXE

La dénutrition maternelle entraine un ralentissement de la croissance intra-utérine
pouvant se répercuter sur le développement cérébral. Nous avons ici évalué les effets déléteres
de la dénutrition maternelle sur le comportement des rats males et femelles agés de 6 mois.

Nos résultats ont montré que la distance parcourue en 20 minutes par les rats males nés
de meres dénutries et supplémentées en solution saline était significativement plus élevée (p <
0,05) que celle parcourue par les rats males nés de méres sous régime contréle et supplémentées
en solution saline. Ces observations ont montré une activité locomotrice élevée qui refléte une
forte anxiété induite par la dénutrition maternelle. En revanche, la supplémentation maternelle
en DHA a ramené les niveaux d’activité locomotrice a la normale chez les descendants males
nés de meéres dénutries et supplémentées en DHA (Eigure 50A). Ces résultats démontrent que
la supplémentation maternelle en DHA peut probablement réduire 1’anxiété induite par la
dénutrition maternelle chez les descendants méles.

Aucune différence de distance parcourue entre les femelles nées de meres dénutries et
les femelles nées de meres sous régime contréle, quelle que soit la supplémentation maternelle
en solution saline ou en DHA (Eigure 50B), n’a été observée. Ces résultats montrent donc que
la dénutrition maternelle n’entraine pas de changements de comportement chez la descendance
femelle. Par conséquent, la supplémentation maternelle en DHA ne semble pas jouer de role

important chez la descendance femelle.
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En résumé :

La dénutrition maternelle induit une anxiété, inhibée rapidement par une
supplémentation maternelle en DHA chez les descendants males nés de méres dénutries.
En revanche, la dénutrition maternelle n’induit pas de comportement anxieux chez la

descendance femelle, indiquant un effet de sexe.

>
w

MALES FEMALES

-
IS
o

[ controls
[ undernourished

3 controls
[ undernourished

-
=3
o

-
N
o

-

IS

o

*

.

-
o
o
[
N
o

[
o
o

©
o

80

o
o

60

IS
o

40

N
o
T

20 1

Total traveled distance (m/20 min)
Total traveled distance (m/20 min)

o
o

Saline DHA Saline DHA

Figure 50 : Activité locomotrice spontanée dans une arene en plein champ de rats males et
femelles &gés de 180 jours (6 mois) nés de meres témoins ou a faible teneur en calories et

supplémentées en solution saline ou en DHA pendant la gestation et la lactation.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur en calories (=dénutrition). A la
naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
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jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: méles Contrdles-Saline
(barres blanches); males Dénutris-Saline (barres jaunes); males Contrdles-DHA (barres blanches);
males Dénutris-DHA (barres jaunes); femelles Contrdles-Saline (barres blanches); femelles Dénutries-
Saline (barres jaunes); femelles Controles-DHA (barres blanches); femelles Dénutries-DHA (barres
jaunes). A 6 mois, un test de I’activité locomotrice spontanée a €té réalisé. N = 8 animaux par groupe
expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student
: Saline contrdles versus Saline dénutries (un seul facteur d’analyse : le régime maternel) ; * p <0,05.

IMPACT DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE CONTRE LE STRESS INDUIT PAR LA DENUTRITION
MATERNELLE : EFFET DE SEXE

Nous avons ensuite étudié I’effet de la supplémentation maternelle en DHA contre le
stress psychologique induit par la dénutrition maternelle. Pour ce faire, un test d’ « Elevated
plus maze », qui est un test plus poussé dans la mesure de I’anxiété et de la peur chez les
rongeurs, a été effectué dans chaque groupe expérimental.

Les résultats de notre étude ont montré que les rats males nés de meres dénutries et
supplémentées en solution saline présentaient une augmentation du nombre d’entrées dans les
bras fermés et une diminution du nombre d’entrées (Eigure 51A) et du temps passé (Eigure
51C) dans les bras ouverts du labyrinthe en comparaison des rats males nés de méres contrdles
supplémentées en solution saline, mettant en évidence un état d’anxiété accrue et une peur des
espaces ouverts.

En revanche, les rats males nés de meres dénutries et supplémentées en DHA
présentaient une augmentation du nombre d’entrées et du temps passé dans les bras ouverts du
labyrinthe en comparaison des animaux males nés de meres dénutries et supplémentées en
solution saline. Par ailleurs, le nombre d’entrées et le temps passé dans les bras ouverts ou
fermés du labyrinthe des animaux males nés de meéres dénutries et supplémentées en DHA
étaient similaires a ceux des animaux contréles nés de meres supplémentées en solution saline
ou en DHA, montrant une récupération de 1’état de stress psychologique. Ces observations
confirment donc que la supplémentation maternelle en DHA a atténué le stress induit par une

dénutrition maternelle.
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Dans cette étude, nous n’avons pas observé de changements de comportements chez les

femelles des différents groupes (Eigure 51B et Figure 51D). Ces résultats suggérent donc que

la dénutrition maternelle n’entraine pas de modification comportementale chez les femelles,
mettant en évidence un effet de sexe.

Comme montré précédemment, nos observations ont mis en évidence une altération du
comportement des descendants males nés de meres dénutries et supplémentées en solution

saline par le développement d’une anxiété accrue.

En résumé :

La dénutrition maternelle induit un stress psychologique chez les animaux males
mais pas chez les femelles. Nos résultats indiquent que la supplémentation maternelle en
DHA a pu contrecarrer les effets anxiogénes induits par la dénutrition maternelle chez les
descendants méales. Cela suggere que la supplémentation maternelle en DHA joue un role
important dans la régulation des réponses au stress y compris les conditions d’anxiété

psychologique induites par la dénutrition maternelle chez les descendants males.
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Figure 51 : Comportement anxieux dans le labyrinthe « Elevated plus maze (EPM) » des rats
males et femelles agés de 180 jours (6 mois) nés de meres témoins ou a faible teneur en calories
et supplémentes en solution saline ou en DHA pendant la gestation et la lactation. Les
graphiques A) et B) correspondent au nombre d'entrées dans le bras ouvert, le bras fermé ou
la zone centrale du labyrinthe pendant une période d'observation de 10 minutes. Les graphiques
C) et D) correspondent au temps passé dans le bras ouvert, le bras fermé ou dans la zone

centrale du labyrinthe.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime & faible teneur en calories (=dénutrition). A la
naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: males Controles-Saline
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(barres blanches); males Dénutris-Saline (barres noires); males Contréles-DHA (barres vertes); males
Dénutris-DHA (barres bleues); femelles Controles-Saline (barres blanches); femelles Dénutries-Saline
(barres noires); femelles Contrdles-DHA (barres vertes); femelles Dénutries-DHA (barres bleues). A 6
mois, un test du labyrinthe « Elevated plus maze (EPM) » a été réalisé. N = 8 animaux par groupe
expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student
: Saline contrdles versus Saline dénutries (un seul facteur d’analyse : le régime maternel) ; * p <0,05.
ANOVA bidirectionnelle (avec état nutritionnel maternel (ttmoin ou sous-alimenté) et supplémentation
maternelle (solution saline ou DHA), comme facteurs) ; *p <0,05.

EFFET DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE CONTRE LES ALTERATIONS DE LA STEROTYPIE INDUITES
PAR LA DENUTRITION MATERNELLE : EFFET DE SEXE

Nous avons ensuite réalisé un test de comportement stéréotypique induit par
I’apomorphine afin de mesurer la sensibilité pharmacologique chez les descendants males et
femelles &gés de 6 mois. La stéréotypie induite par I’apomorphine est due a la stimulation des
récepteurs a la dopamine et a été utilisée comme méthode pratique pour le dépistage in vivo des
agonistes ou antagonistes de la dopamine et 1’évaluation de I’activité dopaminergique. La
stéréotypie se définit comme « un comportement répétitif et invariant et sans but ou fonction
apparents » (238).

Nous avons observé que les rats males nés de meres dénutries et supplémentées en
solution saline présentaient un faible score de stéréotypie par rapport aux animaux males nés
de meéres sous régime contréle et supplémentées en solution saline. Ces observations suggerent
que les animaux présentent un profil schizophréne marqué par une diminution des stéréotypies
induite par I’apomorphine indiquant une faible réponse pharmacologique.

En revanche, aucune différence des scores des stéréotypies n'a pas été observée entre
les rats males nés de méres dénutries et supplémentées en DHA et les animaux males nés de
meéres sous régime contrble supplémentées en DHA (Eigure 52A). Ces résultats suggerent que
la supplémentation maternelle en DHA rétablit la sensibilité pharmacologique et empéche le
processus biologique conduisant aux troubles psychotiques. Par conséquent, la supplémentation
maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation prévient le développement d’un
comportement schizophrénique chez les animaux a risque.

Chez les femelles nées de meéres dénutries et supplémentées en solution saline nous

avons aussi observé une diminution des scores des stéréotypies qui n’est certes pas
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statistiquement significative mais indiquant une faible réponse pharmacologique. Comme chez
les méles nés de méres dénutries et supplémentées en DHA pendant la gestation et la lactation,
la sensibilité¢ pharmacologique est rétablie chez les femelles nées de meres dénutries et
supplémentées en DHA, montrant un effet protecteur contre le développement d’un
comportement schizophrénique (Eigure 52B).

En résumé :

La dénutrition maternelle diminue les scores de stéréotypies s’expliquant par une
faible sensibilité pharmacologique aux effets de I’apomorphine chez les descendants méales
indiqguant un phénotype schizophréne absent chez la descendance femelle. La
supplémentation maternelle en DHA rétablit la sensibilité pharmacologique chez les

males nés de méres dénutries, montrant I’effet antipsychotique du DHA.
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Figure 52 : Score total de stéréotypie des rats males et femelles agés de 180 jours (6 mois) nes
de meres témoins ou a faible teneur en calories et supplémentés en solution saline ou en DHA

pendant la gestation et la lactation.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
guotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur en calories (=dénutrition). A la
naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
8 animaux méles ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: males Contrdles Saline
(barres blanches); males Dénutris-Saline (barres jaunes); méales Contréles-DHA (barres blanches);
males Dénutris-DHA (barres jaunes); femelles Contrdles-Saline (barres blanches); femelles Dénutries-
Saline (barres jaunes); femelles Contréles-DHA (barres blanches); femelles Dénutries-DHA (barres
jaunes). A 6 mois, le score de stérétypie a été mésuré. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : Saline contrdles
versus Saline dénutries (un seul facteur d’analyse: le régime maternel) ; * p <0,05. ANOVA
bidirectionnelle (avec état nutritionnel maternel (témoin ou sous-alimenté) et supplémentation
maternelle (solution saline ou DHA), comme facteurs) ; 88 p <0,01.
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IMPACT DE LA SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA CHEZ LA
DESCENDANCE CONTRE LES EFFETS DELETERES DE LA SOCIABILITE
INDUITE PAR LA DENUTRITION MATERNELLE : EFFET DE SEXE

Nous avons également étudié les altérations du comportement social des rats que peut
induire une denutrition maternelle. Nos résultats ont montré que les rats males nés de meéres
dénutries et supplémentées en solution saline avaient passé un temps similaire dans le
compartiment vide et dans le compartiment ou il y avait 1’animal étranger (Eigure 53A). Ces
résultats ont démontré que la dénutrition maternelle a entrainé des altérations de la sociabilité
chez les descendants males. En revanche, les rats méales nés de meres dénutries et supplémentées
en DHA avaient passé plus de temps dans le compartiment dans lequel il y avait 1’animal
étranger que dans le compartiment vide (Eigure 53B). Ces observations suggéerent que la
supplémentation maternelle en DHA a aboli le déficit de socialisation induit par la dénutrition

maternelle.

Cependant, les femelles nées de méres dénutries et supplémentées en solution saline ne
présentaient pas d’altérations de la sociabilité, indiquant a nouveau un effet du sexe (Eigure
53C). Par conséquent, la supplémentation maternelle ne semble pas avoir d’effet chez la

descendance femelle (Eigure 53D).

En résumé :

La dénutrition maternelle entraine des défauts de sociabilité chez les descendants
males mais aucune différence d’interaction sociale chez la descendance femelle. La
supplémentation maternelle en DHA prévient les altérations sociales induites par la

dénutrition maternelle chez la descendance male.
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Figure 53 : Effet delétére de la dénutrition maternelle sur la sociabilité des rats méles et
femelles agés de 180 jours (6 mois) et sa réversion par la supplémentation maternelle en DHA.
Les figures A) et B) illustrent la sociabilité des rats males nés de meres témoins ou a faible
teneur en calories et supplémentées en solution saline ou en DHA pendant la gestation et la
lactation. La préférence pour passer plus de temps dans le compartiment dans lequel il y a la
méme espece par rapport a un compartiment qui est vide est un indicateur d'appartenance
sociale et de sociabilité.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont regu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 pL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur en calories (=dénutrition). A la

naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
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8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: males Contréles-Saline;
males Dénutris-Saline; males Controles-DHA; males Dénutris-DHA; femelles Controles-Saline;
femelles Dénutries-Saline; femelles Controles-DHA; femelles Dénutries-DHA. A 6 mois, un test de
sociabilité a été réalisé. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : temps passé dans le compartiment vide versus temps
passé dans le compartiment avec I’animal étranger (un seul facteur d’analyse : le temps passé dans I'un
ou I’autre compartiment) ; ** p <0,01 ; *** p <0,001; **** p <0,0001.

LA DENUTRITION MATERNELLE ALTERE-T-ELLE LA MEMOIRE SOCIALE ET
QUEL EST L’IMPACT D’UNE SUPPLEMENTATION MATERNELLE EN DHA ?

Les résultats précédents ayant montré que la dénutrition maternelle entrainait une
altération de la sociabilité chez les descendants males, nous avons cherché a étudier son effet
sur la mémoire sociale. La reconnaissance sociale est définie comme la capacité de distinguer
un conspécifique d'un autre. L hypothése est que ce comportement est & la base de phénotypes
comportementaux plus complexes tels que I'agression ou le lien social. Le principe de ce test
de mémoire sociale repose sur la différenciation entre un animal « familier » et un animal « non

familier ».

Nos résultats ont montré que le temps passé par les animaux males dans le compartiment
ou se trouvait 1’animal « non familier » était supérieur au temps passé dans le compartiment ou

se trouvait 1’animal « familier » (Eigure 54A et Figure 54B), indiquant que la mémoire de

reconnaissance sociale n’était pas altérée. De méme, aucune altération de la memoire sociale

n’a été observée chez les femelles de tous les groupes (Eigure 54C et Figure 54D).

Ces observations ont démontré que la dénutrition maternelle n'affecte pas la mémoire
de reconnaissance sociale puisque tous les animaux, quel que soit I'état nutritionnel (témoin,
sous-alimenté) et la supplémentation (solution saline, DHA) de leurs meres, montrent une nette
préférence pour passer plus de temps dans un compartiment dans lequel se trouve un rat du
méme sexe qu'ils n'ont jamais rencontré auparavant que dans le compartiment dans lequel se

trouve un rat familier.
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En résumé :

La dénutrition maternelle n’altére pas la mémoire sociale des descendants bien que
les résultats précédents aient montré une altération de la sociabilité chez les males. La

supplémentation maternelle en DHA ne semble pas avoir d’effet chez les descendants.
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Figure 54 : Mémoire de reconnaissance sociale de rats males et femelles agés de 180 jours (6
mois) nés de meres témoins ou a faible teneur en calories et supplémentes en solution saline ou

en DHA pendant la gestation et la lactation.

Des rates Wistar de 3 mois ont été accouplées. Une fois gestantes, elles ont été hébergées
individuellement et ont recu du début de la gestation jusqu’a la fin de la lactation soit une dose
quotidienne orale de 350 pL/kg d'un extrait d'huile de poisson (correspondant a 160 mg/kg de DHA et
23 mg/kg d'EPA) et nourries avec une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible
teneur en calories (=dénutrition) soit 350 uL/kg d’une solution saline comme placebo et nourries avec
une alimentation standard ad libitium ou avec un régime a faible teneur en calories (=dénutrition). A la
naissance, la taille de la portée a été ajustée a 8 petits. Les ratons males et femelles ont été sevrés a 21
jours et nourris ad libitium avec un régime standard. Huit groupes expérimentaux constitués chacun de
8 animaux males ou femelles issus de 8 portées différentes ont ainsi été formés: méles Controles-Saline;
males Dénutris-Saline; males Contr6les-DHA; males Dénutris-DHA; femelles Contrbles-Saline;
femelles Dénutries-Saline; femelles Controles-DHA; femelles Dénutries-DHA. A 6 mois, un test de
sociabilité a été réalisé. N = 8 animaux par groupe expérimental. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM. Test statistique utilisé : Test t de Student : temps passé avec le rat familier versus temps passé
avec le rat étranger (un seul facteur d’analyse : le temps passé avec I’un ou ’autre animal) ; * p <0,05 ;
**p <0,01 ; **** p <0,0001.
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b) DISCUSSION

L’¢tat nutritionnel prénatal et postnatal sont des facteurs de modification clé de la
croissance et du développement de tous les systémes de I’organisme et ont été associés a la

programmation métabolique et au développement des maladies mentales.

Un état d’obesité induit en postnatale peut étre est un facteur de risque pour un certain
nombre de problemes de santé mentale notamment le dysfonctionnement cognitif, la démence

et les maladies neurodégénératives.

Bien que les mécanismes physiopathologiques définitifs ne soient pas encore
complétement définis, une dénutrition maternelle sévére pendant les periodes critiques de la vie
altére le bon développement cérébral du feetus et pourrait jouer un réle important dans les
troubles neurodéveloppementaux et psychiatriques. En outre, les effets délétéres d’une
dénutrition maternelle sur le développement du cerveau se produisent pendant les périodes
vulnérables ou sensibles notamment en période de croissance cérébrale rapide plus connue sous
le nom de « poussée de croissance cérébrale » qui survient du troisieme trimestre de la
grossesse jusqu’a 24 mois aprés la naissance chez 1I’Homme et du 15°™ jour de la gestation &
21 jours apres la naissance chez le rat (239). Plusieurs études ont mis en évidence qu’une
dénutrition maternelle précoce est fortement associée a des effets déléteres graves et permanents
(240) (241). Par ailleurs, les nutriments régulent le bon développement du cerveau au cours de
la vie feetale et postnatale précoce, et un déficit en nutriments rend vulnérable le cerveau mais
démontre également son degré de plasticité. Cette plasticité est essentielle a la protection
cérébrale des influences extérieures et permet au cerveau de s’adapter aux influences
environnementales (par exemple, la dénutrition maternelle). Cependant, cette adaptation

dépend de la durée et de la gravité de I’état nutritionnel maternel.

Bien qu’il soit reconnu que les nutriments sont importants pour la croissance et le
développement des cellules neuronales, certains semblent étre plus importants que d’autres
pendant les périodes tardives du feetus et du nouveau-né. C’est le cas des lipides tels que les

acides gras polyinsaturés a longue chaine, en particulier le DHA.
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Le but de notre étude était d’examiner I’effet préventif de la supplémentation maternelle
en DHA pendant la gestation et la lactation sur les altérations du développement et du

fonctionnement du cerveau induites par une obésité postnatale ou une dénutrition maternelle.

La mémoire cognitive des animaux obeses nés de méres supplémentées en solution
saline ou en DHA a été examinée par un test de reconnaissance de nouvel objet. Les males
obeses nés de meres supplémentées en solution saline ont montré une altération de la mémoire
cognitive contrairement aux femelles obeéses, suggérant un effet de sexe. En revanche, la
supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation a renversé le déficit
cognitif induit par I’obésité chez les males. Ces observations suggérent un effet préventif de la
supplémentation maternelle en DHA contre le déficit cognitif induit par une obésité postnatale
chez les méales. Nos résultats sont en accord avec les données sur les rongeurs montrant que la
supplémentation en DHA peut améliorer I’altération de la fonction cognitive (242) (243) (244)
(245). Malgré la complexité de la fonction cognitive et les différences inter-espéces dans le
moment de la poussée de croissance cérébrale, I'influence des facteurs nutritionnels, tels qu’une
supplémentation maternelle en DHA, sur les propriétés fonctionnelles du systeme nerveux
central peut affecter la capacité d'apprentissage cognitif (Figure 55). En effet, les fonctions
physiologiques sous-jacentes impliquées dans la régulation de la mémaoire cognitive dépendent
de la fluidité membranaire. Or, les acides gras polyinsaturés tels que le DHA peuvent préserver
les fonctions cognitives en maintenant I’intégrité structurelle de la membrane neuronale par
leur capacité a moduler la fluidité membranaire, montrant I’importance d’un apport en DHA.
Enfin, nos résultats du test de reconnaissance des nouveaux objets ont montré que la
supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation prévient le déficit

cognitif induit par le régime hypercalorique.

Curieusement, les femelles obéses nées de meres supplémentées en DHA ont montré un
déficit de la mémoire cognitive qui n’était pas observée chez les femelles obéses nées de meres
supplémentées en solution saline. Ces résultats suggérent que la supplémentation maternelle en
DHA aurait un effet délétére sur la mémoire cognitive des femelles obeses. Cette altération de
la memoire cognitive chez les femelles obéses nées de méres supplémentées en DHA pourrait
étre liée aux hormones sexuelles. 1l a été démontré que les taux de DHA sont plus éleves chez
les rats femelles adultes que chez les rats males du méme age (246). En outre, il a été montré
que lorsque les femelles sont ovariectomisées, les taux de DHA diminuent dans les érythrocytes

et dans I’hippocampe mais pas dans le cortex frontal, I’hypothalamus ou le mésencéphale,

198 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

indiquant que les cestrogénes peuvent affecter les niveaux de DHA dans certaines régions du
cerveau (246). Par ailleurs, il est aujourd’hui bien connu que I’hippocampe est trés important
dans I’apprentissage et la mémoire. On suppose d’une part que la supplémentation maternelle
en DHA pendant la gestation et la lactation a enrichi les taux de DHA initialement plus élevés
dans I’hippocampe des femelles. Cela pourrait entrainer un effet inverse délétere, montrant
qu’une supplémentation maternelle en DHA chez les femelles, a 1’effet inverse de celui attendu
dans I’hippocampe. Il serait donc intéressant de savoir si un apport en DHA est nécessaire et
s’il existe un effet dépendant de la dose. Par ailleurs, la synthése locale d’cestrogénes se produit
dans I’hippocampe. L’cestrogéne synthétisé module la plasticité liée a la mémoire. Il a été
montré que I’administration d’cestrogénes pendant plusieurs années chez des patientes atteintes
de la maladie d’Alzheimer aprés la ménopause s’est avérée tres efficace pour améliorer leur
capacité d’apprentissage et de mémoire (247) (248) (249). On suppose donc qu’il existe une
interaction entre I’action du DHA et celle des cestrogénes dans 1’hippocampe (Eigure 56).
Cependant, cette association entre la supplémentation maternelle en DHA et I’effet des
hormones sexuelles seraient déléteres chez les femelles adultes. En conséquence, il est
nécessaire d’¢élucider les mécanismes d’action des cestrogenes et du DHA dans la restauration

de la fonction cognitive au niveau de 1’hippocampe.

Par ailleurs, des nombreuses études épidémiologiques ont montré une corrélation entre
la restriction de croissance intra-utérine et un faible poids a la naissance. Conformément a la
littérature, nos résultats sur 1’évolution de la croissance de la descendance née des meres
dénutries ont montré un faible poids a la naissance et un retard de croissance en comparaison
des animaux nés de meéres contrdles, quelle que soit la supplémentation maternelle en solution
saline ou en DHA. Ces résultats démontrent que la supplémentation maternelle en DHA n’a pas
d’effet protecteur contre le retard de croissance induit par la dénutrition maternelle. S’il est bien
établi que la dénutrition maternelle sévére pendant la gestation entraine un retard de croissance
intra-utérin, peu d’études ont investigué ’effet d’une supplémentation maternelle en DHA
contre le retard de croissance induit par une dénutrition maternelle. Nos résultats semblent
néanmoins contredire une étude réalisée par Bagley et ses collegues montrant que la
supplémentation en DHA est physiologiquement pertinente dans le retard de croissance (250).
Des études animales ont aussi montré que I’apport en DHA était benéfique pour la croissance

de la descendance (251) (252). Des différences méthodologiques pourraient expliquer les
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divergences de résultats entre ces études et la ndtre, notamment par la méthode d’induction d’un

retard de croissance intra-utérin et la méthode de supplémentation en DHA.

En outre, la restriction de croissance due a la dénutrition maternelle est associee chez la
progeniture a un déficit de la fonction mentale et du comportement. Bien que les effets du DHA
sur le cerveau aient été largement étudiés, 1’effet combiné d’une supplémentation maternelle en
DHA et d’une restriction calorique maternelle n’a été que trés peu investigué. Par ailleurs, nos
résultats ont montré une activité locomotrice élevéee chez les rats males nés de meres dénutries,
indiquant une anxieté élevée. Ce comportement anxieux n’ayant pas été observé chez les
femelles, nous pouvons conclure a un effet de sexe. Nos résultats sont soutenus par les études
épidémiologiques sur les effets de 1’exposition a la sous-nutrition in utéro pendant la famine
hollandaise qui avaient montré une variation des phénotypes de maladies selon le sexe a I’age
adulte (253) (254). En outre, il a été démontré que les hommes exposés a la famine in utero
avaient une diminution du volume cérébral suggérant une wvulnérabilité masculine aux
dommages neurologiques et comportementaux (220). De méme, une quantité de preuves
significatives avaient rapporté des résultats neurologiques indésirables plus graves chez les

nourrissons de sexe masculin (255) (256).

Les effets du retard de croissance peuvent étre inversés sur le rétablissement de bonnes
conditions alimentaires maternelles. Nos résultats ont montré que la supplémentation
maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation normalise 1’activité locomotrice
spontanée des descendants méles nés de méres dénutries, indiquant un effet anxiolytique de la
supplémentation maternelle en DHA. Bien qu’il soit difficile d’établir un lien de causalité
directe entre la supplémentation maternelle en DHA et la réduction de 1’anxiété, ces résultats
mettent tout de méme en évidence que la supplémentation en DHA joue un réle important dans
le contrdle de certains comportements psychologiques tels que I’anxiété induite par la
dénutrition maternelle chez les descendants males nés de meéres dénutries. Dans une étude
similaire, il a été rapporté qu’il existe une corrélation inverse entre I’apport en DHA et les
troubles de I’anxiété (257).

Il est aujourd’hui bien établi que la dénutrition maternelle imposée t6t dans la vie peut
altérer certaines réponses dans les modeles de comportement de la descendance. Nous avons
examiné les effets de la dénutrition maternelle sur le stress psychologique et la peur chez la
descendance. Nos résultats ont montré que les rats males nes de meres soumis a un régime

hypocalorique présentaient des réponses excessives au stress lors du test dans le labyrinthe
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d’« Elevated plus maze EPM » marquées par une diminution significative a la fois du nombre
d'entrées et du temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en comparaison des animaux nés
de meéres contrdles. Ces données ont montré que la dénutrition maternelle précoce altére les
comportements de la descendance entrainant un niveau d'anxiété et de peur élevé. En revanche,
ces altérations comportementales induites par la dénutrition maternelle n’ont été observées que
chez les méles et non chez les femelles. Par ailleurs, ces tendances étaient renversées par la
supplémentation maternelle en DHA puisque nos résultats ont aussi démontré que les rats males
nés de meres dénutries et supplémentées en DHA pendant la gestation et la lactation
présentaient une fréquence plus élevée d’entrées dans les bras ouverts du labyrinthe en
comparaison des rats males nés de meres dénutries et supplémentées en solution saline,

indiquant une atténuation du stress et de 1’anxiété.

Dans la présente étude, la supplémentation maternelle en DHA a complétement inversé
I’anxiété induite par la dénutrition maternelle chez les rats méles adultes. Cette interprétation
est cohérente avec les rapports précédents qui ont montré qu’un apport en DHA peut atténuer
les réactions de stress (258) (259) (260) et les performances cognitives associées au stress ou a
la peur (261) (262) (263). Ces études ont rapporté que le mécanisme de 1’effet anti-stress du
DHA peut étre expliqué par son implication dans le systéme médié par le récepteur GABA. A
I’appui de cette idée, des études animales ont montré que le stress est associé a un rapport
phosphatidyléthanolamine oméga-3/oméga-6 plus élevé, suggérant ainsi un niveau inférieur en
acides gras oméga-3 chez les animaux stressés (264). En condition de stress, I’acide
arachidonique (AA) est libéré des membranes phospholipidiques vers le cytoplasme par
I’activité cytoplasmique de la phospholipase et est transformé en endocannabinoide qui a son
tour inhibe la libération de GABA par les neurones pré-synaptiques (265) (266). Grace a ce
mécanisme, le stress peut augmenter ’activité neuronale excitatrice dans I’amygdale et
augmenter 1’anxiété. Par ailleurs, une supplémentation en oméga-3 augmente les niveaux de
DHA dans les membranes phospholipidiques des neurones excitateurs qui a leur tour diminuent
les niveaux d’AA dans le cytoplasme des neurones (262). Ainsi, la transmission inhibitrice
pourrait étre réduite dans 1’amygdale induisant une diminution de I’anxiété chez les animaux
stressés (262). Par ailleurs, rappelons que les effets bénéfiques du DHA contre les altérations
comportementales ont été observes chez la descendance male montrant un effet
« programmateur » du DHA.. Cela suggere que les effets bénéfiques du DHA ont été transmis

a la descendance via la mére, montrant I’'importance de la consommation du DHA.
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En outre, les résultats de notre étude suggérent qu’en raison de ses effets anxiolytiques
et anti-stress observés chez les animaux, la supplémentation en oméga-3 peut prévenir et
améliorer les symptomes des sujets souffrant de troubles dépressifs et anxieux et
qu’inversement, une alimentation pauvre en oméga-3 pourrait étre un facteur de risque du
développement des troubles dépressifs et anxieux. Par ailleurs, des études animales et des essais
cliniques soutiennent 1’utilisation de la supplémentation en oméga-3 dans les troubles liés au
stress tels que les troubles dépressifs et anxieux. Il a été montré que les régimes riches en
oméga-3 améliorent les effets anti-dépresseurs dans les modéles animaux de comportements
dépressifs (267) (268). En outre, des études réalisées chez ’Homme avaient aussi rapporté que
les régimes riches en oméga-3 améliorent les effets anti-dépresseurs chez les patients souffrant
de troubles anxieux (145) et de dépression majeure (269) (270).

Les résultats du test de la stéréotypie en réponse a 1’apomorphine ont également montré
que les animaux méales nés de meres dénutries et supplémentées en solution saline avaient des
scores de stéréotypie réduits en comparaison des animaux nés de meres contréles, montrant une
sensibilité pharmacologique réduite. Ces observations ont démontré le développement d’un
comportement schizophréne chez ces animaux. En revanche, la supplémentation maternelle en
DHA a corrigé les scores stéréotypiques en réponse a I’apomorphine chez les rats males nés de
meéres dénutries. Cela suggere que le DHA rétablit la sensibilité pharmacologique mais présente
aussi des effets antipsychotiques. En outre, la supplémentation maternelle en DHA prévient le
développement du comportement schizophréne chez les animaux a risque nés de meres
dénutries. Il a été rapporté que deux tiers des schizophrénes ne répondent pas de maniere
optimale aux médicaments antipsychotiques et par conséquent les investigations cliniques et
non cliniques se sont concentrées sur des compléments présentant moins d’effets secondaires
tels que les oméga-3. Ainsi, nos résultats corroborent les observations des études pré-cliniques
qui ont suggéré des effets antipsychotiques des oméga-3 (271) (272). Les mécanismes d’action
du DHA dans la physiopathologie de la schizophrénie ne sont cependant pas complétement
connus. Il a néanmoins été montré que les oméga-3 pourraient empécher 1’augmentation induite
par la kétamine de I’activité de I’acétylcholinestérase qui est associée aux symptomes de la

schizophrenie (273).

Nous avons également examiné le comportement social de nos animaux et nos
observations ont montré que les animaux males nés de méres dénutries et supplémentées en

solution saline présentaient une altération de I’interaction sociale. La supplémentation
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maternelle a renverseé cette altération du comportement social et les animaux males nés de méres
dénutries et supplémentées en DHA ont montré une forte interaction sociale. Les résultats de
notre étude démontrent donc que la supplémentation maternelle en DHA atténue le déficit social
induit par la dénutrition maternelle. Nos résultats corroborent les rapports précédents montrant
que la consommation des oméga-3 améliore le comportement social chez les rongeurs (274)
(275).

Nous avons ensuite examiné la mémoire sociale des animaux. Bien qu’une altération du
comportement social ait été observée chez les animaux males nés de meres dénutries et
supplémentées en solution saline, nos résultats n’ont pas montré d’altération de la mémoire
sociale. La dénutrition maternelle n’induit donc pas d’altération de la mémoire sociale chez les

animaux de tous les groupes.

L’ensemble de ces données a montré que I’obésité et la dénutrition maternelle entrainent
des altérations cognitives et le développement d’un comportement schizophrénique chez la
descendance. En revanche, la supplémentation maternelle en DHA a contribué a I’amélioration
et au renversement de ces altérations cognitives et comportementales. Cette étude démontre non
seulement les effets bénéfiques de la supplémentation maternelle en DHA sur les fonctions
cognitives mais présente aussi le DHA comme une alternative intéressante pour la prévention
du développement d’une schizophrénie. Par ailleurs, le sexe joue un réle central, en lien avec
les hormones sexuelles, dans les altérations de la fonction cognitive et les changements
comportementaux qui se sont manifestés uniquement chez les males. 1l a été montré que les
actions des cestrogénes ne se limitent pas aux tissus impliqués dans les fonctions de
reproduction. En plus de son role d’hormone sexuelle, I’cestrogene joue un réle dans la structure
et la fonction du systeme nerveux. L’cestrogéne a aussi d’importantes actions neuroprotectrices
et est méme proposé comme facteur préventif et protecteur dans les troubles liés a 1’age tels que
la maladie d’Alzheimer (276). En outre, I’cestrogéne joue un réle important dans la fonction
hippocampique en maintenant la potentialisation a long terme (PLT), en améliorant la
croissance des neurites, en renforgant la plasticité synaptique et en améliorant les performances
de la mémoire d’apprentissage spatial (277) (278) (276) (279). Les cestrogénes ont des effets
similaires a ceux du DHA (263). 1l serait donc intéressant de savoir s’il existe une interaction

entre le DHA et les cestrogenes dans I’apprentissage des performances de la mémoire.
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Acide docosahexaénoique (DHA)
22:6 ®-3

1

Développement de la mémoire d’apprentissage

Augmentation de la différenciation neuronale
Augmentation de la croissance des neurites
Augmentation de la synaptogenése
Augmentation de la neurogenése

Augmentation de la protection neuronale

Figure 55 : Effets du DHA sur le développement de la mémoire d’apprentissage.
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22:6 -3 CEstrogéne

.

| Maintenance de la mémoire d’apprentissage |

|

Acide docosahexaénoique (DHA) “

- Augmentation de I'expression des protéines synaptiques - ‘Augmentation de la memoire
- Potentialisation a long terme (PLT) d'apprentissags
- Augmentation de la protection
l neuronale
- Augmentation de la synaptogenése - Augmentation de la prévention de
- Augmentation de la neurogenése la MA et réversion des
- Augmentation de la croissance des neurites =—| changements comportementaux
- Augmentation de BDNF lios &ulage
- Augmentation de la densité de la colonne vertébrale
dendritique

Figure 56 : Effets du DHA sur le maintien de la mémoire d’apprentissage. |l peut y avoir une
interaction entre les effets du DHA et des cestrogénes (263). BDNF : facteur neurotrophique issu
du cerveau ; MA : Maladie d’Alzheimer
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Impact de la supplémentation périnatale en DHA chez la mere sur

le profil métabolique de la descendance

L’altération de la fonction et de la structure hépatique est 1’une des caractéristiques
prédominantes des maladies du foie. Par ailleurs, la NAFLD est une maladie multifactorielle
avec une physiopathologie complexe entrainant diverses complications. Elle est étroitement
liée a I’obésité et est considérée comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique.
En outre, la NAFLD est la conséquence d’une accumulation excessive de triglycérides dans le
cytoplasme des hépatocytes (> 0,5%) de fagon indépendante d’une surconsommation d’alcool.
Elle survient a la suite d’un déséquilibre entre I’accumulation hépatique de lipides provenant
de la synthese lipidique de novo et la clairance hépatique des lipides résultant de 1’oxydation
des acides gras libres et de 1’excrétion des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL). Par
ailleurs, un nombre croissant de preuves soutient le potentiel thérapeutique des acides gras
polyinsaturés oméga-3, principalement le DHA, sur les maladies métaboliques. Alors que les
enzymes clés impliquées dans la lipogenese de novo sont régulées a la hausse dans la NAFLD
(280) (281), les résultats de notre étude ont montré que la supplémentation maternelle en DHA
réduit, chez les descendants males obeses agés de trois mois, I’expression des genes impliqués
dans la lipogenése de novo et la synthése des triglycérides, contribuant a la réduction de
I’accumulation des triglycérides hépatiques. Ces résultats démontrent que la supplémentation
maternelle en DHA est capable de contrecarrer le développement de la stéatose hépatique
induite par le régime chez les descendants males. Curieusement, 1’expression des génes
impliqués dans la voie de la B-oxydation était réduite chez les animaux obéses nés de méres
supplémentées en DHA.. En outre, nous avons observé une forte concentration de VLDL chez
les animaux obeses nés de meéres supplémentées en DHA, corrélée a une augmentation des
triglycerides circulants. L’augmentation des triglycérides sériques observée chez les
descendants males obéses nés de meres supplémentées en DHA pourrait donc étre due a une
augmentation de la production hépatique de particules de VLDL et a une diminution de la
clairance des VLDL. Nos résultats ne concordent pas avec les données de la littérature qui ont
montré que la consommation d’AGPI augmente la B-oxydation des acides gras mitochondriaux
et diminue la sécretion des VLDL (217) (218) (219) (282). Cependant, il est important de noter

que nos résultats concernent I’effet d’une supplémentation maternelle en DHA et non une
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consommation directe des AGPI. Par ailleurs, I’ensemble de ces données demontrent 1’effet
préventif et thérapeutique de la supplémentation maternelle en DHA contre le développement
de la stéatose chez la descendance. De plus, nos résultats ont montré que les animaux males
agés de trois mois et nés de meres supplémentées en DHA présentaient une meilleure tolérance
au glucose. Ces animaux présentaient également une diminution de la sécrétion de 1’insuline
mais aucun changement en glucose sérique. Ces résultats suggerent que la supplémentation
maternelle en DHA améliore le métabolisme glucidique de facon indépendante de la sécrétion
de I’insuline. En outre, I’expression des genes clés de la voie de la glycolyse était réduite chez
les descendants obeses de meéres supplémentées en DHA. Ces résultats démontrent que la
supplémentation maternelle en DHA est capable de moduler et d’améliorer le métabolisme du
glucose chez la descendance. L’ensemble de ces données met donc en évidence que la
supplémentation maternelle en DHA joue un r6le déterminant dans 1’intolérance au glucose et

pourrait étre efficace lors des premiers stades de la NAFLD.

Par ailleurs, afin d’attribuer les effets bénéfiques du DHA a ses propriétés spécifiques
et non a sa charge lipidique, nous avons oppose les effets de la supplémentation maternelle en
DHA (oméga-3) a une supplémentation maternelle en huile de carthame (oméga-6). Alors que
les males obéses nés de meres supplémentées en huile de carthame présentaient une
augmentation des triglycérides hépatiques, les animaux males obeses nés de meres
supplémentées en DHA présentaient une faible concentration des triglycérides hepatiques. En
outre, les descendants males obéses nés de meéres supplémentées en huile de carthame
présentaient une intolérance au glucose contrairement aux males obeses nés de meéres
supplémentées en DHA. Comme discuté précédemment, I’expression des geénes impliqués dans
le métabolisme des triglycérides et du glucose était réduite chez les méles obeses nés de méres
supplémentées en DHA alors que chez les males obéses nés de meres supplémentées en huile
de carthame I’expression de ces géenes était fortement élevée. Ces données démontrent que les
effets bénéfiques du DHA sont associés aux propriétés du DHA et non a sa charge lipidique.
Enfin, I’ensemble de ces résultats illustre le réle spécifique du DHA dans la stéatose hépatique

et ’intolérance en glucose et consolide donc notre hypothése.

Par ailleurs, la perturbation du métabolisme lipidique et glucidique peut-étre véhiculée
par des mecanismes épigénétiques (283) (284). Néanmoins, aucune étude épigénétique ne s’est
intéressee a ce jour aux effets de la supplémentation maternelle en DHA contre les altérations

métaboliques. C’est pourquoi nous avons cherché a comprendre par quels mécanismes le DHA
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module I’expression des génes impliqués dans les voies métaboliques de glucose et des
triglycérides. La modulation épigénétique de ’expression des genes, qui peut induire des
changements phénotypiques, peut se produire en réponse a des modifications des histones. Nos
résultats de I’analyse des modifications des histones impliqués dans I’activation ou la répression
transcriptionnelle n’ont pas montré de changements chez les animaux nés de meres
supplémentées en DHA en comparaison des rats nés de meres supplémentées en huile de
carthame. Bien que ces données n’aient pas permis de répondre a nos questions sur les effets
épigénétiques de la supplémentation maternelle en DHA chez la descendance, il est certain que
les effets protecteurs de la supplémentation maternelle en DHA contre les perturbations du
métabolisme lipidique sont véhiculés par des mécanismes épigénétiques, pouvant expliquer le
potentiel thérapeutique de cette supplémentation. En outre, les modifications épigénétiques sont
connues pour étre impliquées dans le métabolisme des lipides hépatiques, la résistance a
I’insuline et le dysfonctionnement mitochondrial qui sont tous impliqués dans le développement
et la progression de la NAFLD. Ainsi, I’approfondissement des recherches sur les effets
épigénétiques d’une supplémentation en DHA est susceptible d’entrainer des avancées

majeures dans I’élucidation des mécanismes d’action du DHA dans le traitement de la NAFLD.

De surcroit, il est aujourd’hui bien établi qu’il existe des différences de sexe et d’age
dans la programmation métabolique (285). Nous nous sommes donc intéressés aux effets
programmateurs de la supplémentation maternelle en DHA en fonction du sexe et sur le long
terme, chez les animaux ages de six mois. Nous avons ainsi pu démontrer que ’effet préventif
et thérapeutique de la supplémentation maternelle en DHA contre la progression de la stéatose
hépatique se perpétue sur le long terme et de facon indépendante du sexe puisque nous avons
observeé une diminution des triglycérides hépatiques chez les animaux males et femelles obéses
nées de méres supplémentées en DHA. Ces résultats appuient I’importance d’un apport en DHA

pendant la grossesse et I’allaitement.

Afin d’¢largir les effets de la supplémentation maternelle sur le métabolisme de la
descendance, nous avons réalisé une analyse ciblée par spectrométrie de masse en s’intéressant
principalement a la famille des sphingolipides. Ces derniers constituent une classe distincte de
lipides de plus en plus reconnus comme entités métaboliquement actives impliquées dans de
nombreux processus biologiques. Ces derniéres années, les sphingolipides ont recu une
attention particulierement croissante pour leur réle dans les pathologies métaboliques (286)

(287). Nos résultats ont montré une réduction des concentrations hépatiques de la totalité des
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espéces de sphingomyélines et de céramides quantifiées chez les descendants méles obéses nés
de meéres supplémentées en DHA. Par ailleurs, rappelons que la synthése des céramides se
produit via trois voies: 1) la voie de synthése de novo qui se produit dans le réticulum
endoplasmique et utilisant comme précurseur le palmitate et la sérine, 2) la voie de recyclage a
partir des sphingolipides dans les lysosomes, et 3) la voie de la dégradation de la
sphingomyeéline par des sphingomyélinases au niveau de la membrane plasmique. Nos résultats
suggerent que la supplémentation maternelle en DHA inhibe cette derniere voie de synthese des
céramides a partir des sphingomyeélines. Par ailleurs, la réduction des céramides est corrélée
positivement & 1’amélioration des maladies cardiovasculaires (288) (289) (290). En outre, il a
été montré que le réle des céramides en tant que médiateurs de 1’inflammation peut avoir des
implications importantes pour une large gamme de maladies dont lesquelles I’inflammation est
un élément central de la pathogenése. Dans ce sens, nous avons cherché a savoir s’il existe un
lien entre cette réduction des céramides hépatiques, chez les descendants males obéses nés de
meéres supplémentées en DHA, et I’inflammation au niveau du foie. Nos résultats ont montré
une réduction de I’expression hépatique du TLR4, pro-inflammatoire, chez les animaux obéses
nés de meres supplémentées en DHA. Cela suggere gue la supplémentation maternelle en DHA
empéche le développement d’une inflammation au niveau du foie en réponse a un régime
hypercalorique. Afin, d’expliquer les mécanismes par lesquels la supplémentation maternelle
en DHA inhibe 1’expression du TLR4, nous avons émis 1’hypothése selon laquelle le DHA
modifie la fluidité membranaire et réduit I’activité du TLR4, qui est un récepteur membranaire.
Malheureusement, cette hypothése n’a pas pu étre confirmée car les résultats de I’analyse de la
fluidité membranaire n’ont pas montré de changements de fluidité membranaire chez les
animaux nés de meres supplémentées en DHA en comparaison des animaux nés de meres
controles. En revanche, nous pouvons supposer qu’il existe un lien entre la réduction des
concentrations hépatiques des sphingolipides et I’inhibition de I’expression hépatique de TLR4
chez les animaux obeses nés de meres supplémentees en DHA. 1l a été montré que I’association
du TLR4 avec les radeaux lipidiques qui servent de plateforme pour I’initiation de
I’inflammation médiée par le TLR 4, dépend de la sphingomyélinase (237). Or, nous avons
démontré que la supplémentation maternelle en DHA réduit les sphingomyélines et par
conséquent la production des céramides. On pourrait alors supposer que le DHA inhibe 1’action
de la sphingomyélinase qui réalise le clivage des sphingomyélines en céramides. En outre,
comme décrit precédemment la sphingomyélinase est nécessaire dans 1’activation du TLR 4.

Ainsi, ces observations prises ensemble nous aménent a conclure que la supplémentation
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maternelle en DHA pourrait inhiber I’action de la sphingomyélinase avec pour conséquence
I’inhibition du TLR 4 pro-inflammatoire. Néanmoins, des études complémentaires sont
nécessaires pour approfondir I’action du DHA sur les sphingomyélinases et appuyer nos

résultats.

Impact de la supplémentation périnatale en DHA chez la mére sur

le comportement et la cognition de la descendance.

Au cours du dernier trimestre de la vie feetale et les deux premiéres années de 1’enfance,
le cerveau subit une période de croissance dite « poussée de croissance du cerveau ». Une
insuffisance nutritionnelle pendant cette période peut compromettre la fonction cérébrale. Le
DHA est un nutriment nécessaire pour le développement des systemes neuronaux sensoriels,
perceptuels et cognitifs pendant la poussée cérébrale. Les neurones forment continuellement
des axones et des extensions dendritiques avec les membranes cellulaires. Néanmoins, la
membrane en croissance doit étre relativement fluide et le DHA est I’élément le plus fluidifiant
des membranes cellulaires. Il a été montré que des rongeurs présentant des carences en omeéga-
3 induites expérimentalement présentaient des déficits de la structure rétinienne, du
développement de I’acuité visuelle et des performances cognitives. Ainsi, le DHA est important
pour le développement de la cognition et d’autres fonctions cérébrales. Nous nous sommes donc
intéressés aux effets d’une supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la
lactation contre les altérations des performances cognitives induites par un régime obésogene
et une dénutrition maternelle. Nos résultats du test de reconnaissance des nouveaux objets ont
montré que 1’obésité induit une altération de la mémoire cognitive principalement chez les
males. En revanche, les males obéses nés de meres supplémentées en DHA ne présentaient pas
d’altération de la mémoire cognitive puisque le temps passe avec le nouvel objet eétait
significativement supérieur au temps pass¢€ avec 1’objet familier, montrant I’importance de la
supplémentation maternelle en DHA contre 1’altération de la mémoire cognitive. En revanche,
chez les femelles nées de méres supplémentées en DHA, nous avons observé une altération de

la mémoire cognitive, absente chez les femelles obeses nées de méres supplémentées en DHA.
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Ces résultats indiquent que la supplémentation maternelle en DHA aurait un effet délétére chez
les femelles. Ces données montrent des différences de sexe dans les effets de la supplémentation
maternelle en DHA. Ces observations pourraient s’expliquer par 1’action des hormones
sexuelles. En effet, il a été montré dans la littérature que les cestrogénes modulent la plasticité
liée & lamémoire et que I’administration d’cestrogénes chez des patientes souffrant d’Alzheimer
aprés la ménopause est efficace et améliore leur capacité d’apprentissage et de mémoire (247)
(248) (249). Ainsi, il est possible de supposer que les cestrogénes interagissent avec le DHA ce
qui pourrait entrainer des effets déléteres chez les femelles. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour élucider les mécanismes d’action des cestrogénes et du DHA dans

I’hippocampe.

Nous avons également évalué I’impact de la supplémentation maternelle en DHA contre
le développement d’un comportement schizophrénique induit par une dénutrition maternelle
chez la descendance. Nos résultats ont montré une anxiété accrue manifestée par une forte
activité locomotrice spontanée uniquement chez les males nés de meres dénutries. En revanche,
les males nés de meres dénutries et supplémentées en DHA n’étaient pas anxieuX, montrant que
la supplémentation maternelle en DHA empéche I’anxiété induite par la dénutrition maternelle
chez les descendants méles. En outre, I’analyse des résultats du labyrinthe « Elevated plus
maze » a montré que les rats males nés de meres dénutries présentaient un état de peur élevé
qui s’explique par le temps passé et le nombre d’entrées dans les compartiments clos
significativement supérieurs au temps passe et les nombres d’entrées dans les bras ouverts du
labyrinthe en comparaison des males nés de meres dénutries et supplémentées en DHA. Ces
résultats ont démontré les effets bénéfiques de la supplémentation maternelle en DHA contre le
développement d’une anxiété et d’une peur induit par la dénutrition maternelle chez les males.
Par ailleurs, les résultats du test de stéréotypie en réponse a 1’apomorphine ont également
montré un faible score de stéréotypie uniquement chez les males nés de meres denutries,
montrant une sensibilité pharmacologique réduite. En revanche, la supplémentation maternelle
en DHA a permis de rétablir cette sensibilité pharmacologique puisque les males nés de méres
dénutries et supplémentées en DHA présentaient des scores de stéréotypies similaires aux
animaux males nés de meéres contréles. Ces resultats corroborent les études pré-cliniques qui
ont suggéré les effets antipsychotiques des oméga-3 (271) (272). En outre, nous avons
également évalué le comportement social des animaux et nos résultats ont montré une altération

de la sociabilisation chez les males nés de meres denutries. En revanche, la supplémentation
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maternelle en DHA a protégé la descendance contre I’altération du comportement social induite
par la dénutrition maternelle chez les descendants males. Par ailleurs, alors que la dénutrition
maternelle entraine une altération du comportement social, elle n’altére pas la mémoire sociale
car nos résultats ont montré que les rats males nés de méres dénutries étaient capables de
différencier I’animal familier de 1’animal étranger et avaient donc passé plus de temps avec
I’animal étranger. L’ensemble de ces tests comportementaux a montré que la dénutrition
maternelle entraine des altérations comportementales conduisant au développement d’un
comportement schizophrénique chez les males uniquement, montrant des différences de sexe.
En revanche, la supplémentation maternelle en DHA est capable de prévenir le développement
de ces altérations comportementales et pourrait étre une alternative pour la prévention du

développement de la schizophreénie.

Enfin, I’ensemble de ces résultats conforte notre hypothése et démontre les effets
préventifs thérapeutiques de la supplémentation maternelle contre les altérations cognitives et

comportementales induites par une obésité ou une dénutrition maternelle.
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Impact de la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la
lactation
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Figure 57 : Récapitulatif des effets bénéfiques de la supplémentation maternelle en DHA
pendant la gestation et la lactation contre les altérations métaboliques et cognitives induites par

un régime obésogene et une dénutrition maternelle. Par soucis de gestion du nombre important

d’animaux et du fait de la complexité du cycle wstral des femelles, nous avons fait le choix

d’étudier uniquement les mdles dans notre série expérimentale des animaux de trois mois.
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CONCLUSION

Les interventions visant a améliorer 1’état nutritionnel de 1a mére et de 1I’enfant au cours
des 1000 premiers jours de la vie sont des moyens efficaces pour améliorer le métabolisme et
les performances cognitives de la progéniture a court et a long terme. Plusieurs nutriments, tels
que les acides gras oméga-3, sont essentiels au développement du cerveau humain. Dans ce
contexte, le DHA a été identifié comme étant essentiel pour le développement du systéeme
nerveux central chez I’Homme et I’animal. Par ailleurs, les réserves en DHA pour nourrissons
sont établies dés le début in utero jusqu’a la premiére année de vie. Par conséquent, un
approvisionnement maternel adéquat en DHA durant la grossesse et ’allaitement est essentiel
pour établir des réserves adéquates pour la progéniture. C’est pourquoi mon travail de thése est
principalement axé sur les effets de la supplémentation maternelle en DHA pendant cette
période périnatale. Malgré les nombreuses études soutenant les avantages de la supplémentation
en DHA sur le fonctionnement cognitif et comportemental, il existe encore des divergences sur
les effets observés, principalement a cause des méthodes de supplémentation et de la dose
administrée. Les travaux de ma thése ont permis de mettre en évidence les effets préventifs et
thérapeutiques de la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation
contre le développement d’un comportement schizophrénique. Par ailleurs, a ce jour, il n’existe
pas d’étude ayant évalué les effets d’une supplémentation maternelle en DHA pendant la
gestation et la lactation contre les altérations métaboliques en tenant compte de 1’age et du sexe
de la descendance. Notre étude est sur ce point novatrice puisque nos résultats ont démontré
que la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation prévient le
développement de la stéatose hépatique et de I’intolérance au glucose chez les descendants
males agés de 3 mois et que ces effets persistent sur le long terme (rats agés de 6 mois)
indépendamment du sexe de la descendance. Nous avons également pu mettre en évidence le
role protecteur de la supplémentation maternelle en DHA contre ’accumulation des
sphingolipides et de I’inflammation. Bien qu’a ce jour, les mécanismes d’action du DHA ne
soient pas encore totalement elucidés, ces travaux ont permis d’ouvrir de nouvelles pistes de
recherche sur les effets de la supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la

lactation.
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Journée Francophone de Nutrition, 2020

La supplémentation maternelle en DHA pendant la gestation et la lactation prévient chez la
descendance I’augmentation de la concentration des céramides associée a I’obésité.

Amran Daher Abdi', Carla Elena Mezo-Gonzalez!, Sandra Olvera Herndndez!, Luis Antonio Reyes
Castro'?, Elena Zambrano?, Francisco Bolaflos-Jiménez!.

'UMR Physiologie des Adaptations Nutritionnelles, INRAE — Université de Nantes, 44096 Nantes
France.

*Reproductive Biology Department, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador
Zubiran, Mexico City, México.

Mots clés : Acide docosahexaénoique (DHA), Acide eicosapentaénoique (EPA), Obésité, Céramides,
Sphingolipides, Spectrométrie de masse.

Introduction et but de I’étude : Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la supplémentation
maternelle en acide docosahexaénoique (DHA) pendant la grossesse, diminue le risque de développement
d’une obésité chez la progéniture. L’objectif de cette étude a été de déterminer dans quelle mesure cet
effet protecteur est lié a une modification de la production des céramides. L. augmentation des niveaux
plasmatiques et tissulaires de cette famille de phospholipides est en effet associée au développement des
dysfonctions métaboliques propres a 1’obésité dont I’inflammation, la résistance a 1’insuline et la stéatose
hépatique.

Matériels et Méthodes : Des rattes gestantes ont été supplémentées par voie orale soit avec un extrait
d’huile de poisson contenant un mélange de DHA/EPA ou avec de I’huile de carthame comme placebo.
La supplémentation avait débuté deés le deuxiéme jour de gestation et a été maintenue jusqu’a la fin de la
lactation. Un jour aprés la mise bas, le nombre de ratons a été ajusté a 8 ratons par mere. Au sevrage, les
animaux males de chacune des portées ont été divisés en 2 sous-groupes pour étre nourris soit avec de la
nourriture standard (STD), soit exposés a une alimentation riche en graisses et en sucre, en plus de la
nourriture standard, dans des conditions de libre choix (fc-HFHS). Ainsi, 4 groupes expérimentaux ont
été constitués : DHA/EPA-STD ; DHA/EPA-fc-HFHS ; Placebo-STD ; Placebo-fc-HFHS. A I’age de 4
mois, les animaux ont été sacrifiés pour la détermination des concentrations des céramides dans le sérum
et le foie par spectrométrie de masse.

Résultats et Analyse statistique : Les rats exposés au régime fc-HFHS ont présenté une augmentation
du poids corporel et de la masse adipeuse par rapport aux animaux nowrtis avec de la nourriture standard
indépendamment du type de supplémentation maternelle. En revanche, alors que le régime fc-HFHS s’est
traduit par une augmentation de la concentration hépatique de triglycérides et de cholestérol chez les rats
de méres supplémentées placebo, aucune différence dans I’accumulation de triglycérides et du cholestérol
dans le foie n’a été observée entre les animaux DHA/EPA-STD et les rats DHA/EPA-fc-HFHS. De plus,
la concentration des céramides dans le sérum en réponse a la diéte fc-HFHS avait augmenté chez le
groupe placebo mais pas chez les animaux de meres supplémentées DHA/EPA. Un effet protecteur
similaire a été observé dans le foie ou la teneur en certaines espéces de céramides a diminué chez les
animaux du groupe DHA/EPA-fc-HFHS alors qu’au contraire, elle avait augmenté chez les animaux fc-
HFHS de meres supplémentées carthame. Les modifications dans la concentration de céramides se sont
accompagnées d’une diminution des niveaux d’expression des geénes codant pour les enzymes qui
catalysent la synthése hépatique des céramides.

Conclusions : La supplémentation maternelle en DHA prévient chez la descendance 1’accumulation des
céramides dans le sérum et le foie induite par une alimentation hypercalorique en réduisant 1’expression
des genes codants pour les enzymes de la voie de synthése de novo des céramides.
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Maternal DHA Supplementation During Pregnancy and Lactation Prevents the
Development in Offspring of Glucose intolerance and Hepatic Steatosis Induced by
Feeding a High-Calorie Diet

Amran Daher Abdi!, Carla Elena Mezo-Gonzalez!, Sandra Olvera Hernandez!, Luis Antonio
Reyes Castro'?, Elena Zambrano”, Francisco Bolafios-Jiménez'.

'UMR Physiologie des Adaptations Nutritionnelles, INRAE — Université de Nantes, 44096
Nantes France.

’Reproductive Biology Department, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran, Mexico City, México.

Key words: Pregnancy, Docosahexaenoic acid (DHA), Obesity, Offspring,

Background: A large number of observational studies have shown that the consumption of
Docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) enriched food or the nutritional
supplementation with these n-3 long-chain polyunsaturated fatty acids (n-3 LCPUFAs), have
positive health effects ranging from prevention and reversion of the cognitive deficits associated
with neurological diseases and ageing to improvement and prevention of the metabolic
syndrome. Based on these lines of evidence, maternal LCPUFAs supplementation during
pregnancy has become a cuirrent clinical practice to improve neurological outcomes in the
offspring. This study aimed at determining whether maternal supplementation during pregnancy
with a mixture of DHA/EPA prevents in offspring the metabolic complications of obesity and to
identify the mechanisms underlying the potential preventive effects.

Methods: Pregnant Wistar rats received from the beginning of gestation to the end of lactation
an oral daily dose of 350 ul/kg of a fish oil extract, corresponding to 160 mg/kg DHA and 23
mg/kg EPA, or 350 ul/kg of safflower oil as placebo. At birth, litter size was adjusted to eight
pups per litter. Pups were weaned at 21 days and split into two sub-groups to be fed standard
chow or a free-choice high-fat high-sugar (fc-HFHS) diet. Thus, four experimental groups each
one consisting of 8 male animals from 8 different litters were formed: DHA/EPA-STD;
DHA/EPA-fc-HFHS; placebo-STD; placebo-fc-HFHS. The anthropometric and metabolic
characteristics of offspring were assessed at three months.

Results: Compared to animals fed standard chow, rats exposed to the fc-HFHS diet exhibited
increased body weight and liver weight along with enhanced body fat and leptin in serum
independently of maternal diet. Maternal DHA/EPA supplementation prevented both the
glucose intolerance and the rise in serum insulin resulting from consumption of the fc-HFHS
diet. In addition, animals from the DHA/EPA-fc-HFHS group showed decreased hepatic
triglyceride accumulation compared to placebo-fc-HFHS rats. This latter protective effect was
correlated with decreased hepatic expression of genes regulating the lipogenesis, B-oxidation
and glycolysis metabolic pathways. DHA/EPA-fc-HFHS animals exhibited also decreased
expression of pro-inflammatory genes and, conversely, enhanced hepatic levels of mRNAs
coding for anti-inflammatory genes.

Conclusions: Maternal n-3 LCPUFA supplementation protects the offspring against hepatic
steatosis and improves glucose intolerance following high-calorie feeding by inhibiting
lipogenesis and reducing inflammation.

Financial support: Amran Daher Abdi and Carla Mezo-Gonzalez are recipients of an
international PhD fellowship from, respectively, the Ministry of Research and Innovation of the
Government of the Republic of Djibouti and the Mexican National Council of Science and
Technology (CONACYT). This work was supported by the French National Research Agency
(ANR, grant ANR-16-CE21-0007-01) and CONACYT (award number 2015-16-273510) and by
the programme "Food for Tomorrow” of the French Region Pays de la Loire.
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Abstract: Maternal supplementation during pregnancy with docosahexaenoic acid (DHA) is in-
ternationally recommended to avoid postpartum maternal depression in the mother and improve
cognitive and neurological outcomes in the offspring. This study was aimed at determining whether
this nutritional intervention, in the rat, protects the offspring against the development of obesity and
its associated metabolic disorders. Pregnant Wistar rats received an extract of fish oil enriched in
DHA or saline (SAL) as placebo by mouth from the beginning of gestation to the end of lactation.
At weaning, pups were fed standard chow or a free-choice, high-fat, high-sugar (fc-HFHS) diet.
Compared to animals fed standard chow, rats exposed to the fe-HFHS diet exhibited increased body
weight, liver weight, body fat and leptin in serum independently of saline or DHA maternal supple-
mentation. Nevertheless, maternal DHA supplementation prevented both the glucose intolerance
and the rise in serum insulin resulting from consumption of the fc-HFHS diet. In addition, animals
from the DHA-fc-HFHS diet group showed decreased hepatic triglyceride accumulation compared to
SAL-fc-HFHS rats. The beneficial effects on glucose homeostasis declined with age in male rats. Yet,
the preventive action against hepatic steatosis was still present in 6-month-old animals of both sexes
and was associated with decreased hepatic expression of lipogenic genes. The results of the present
work show that maternal DHA supplementation during pregnancy programs a healthy phenotype
into the offspring that was protective against the deleterious effects of an obesogenic diet.

Keywords: developmental programming; DHA; obesity; hepatic steatosis

1. Introduction

It has well established that the nutritional status of the mother during gestation and lac-
tation is a key determinant factor in the long-term health of the offspring. Epidemiological
observations in humans show that children of obese mothers or those born to mothers who
suffered from nutritional deficiencies during pregnancy are at greater risk of developing
cognitive deficits and metabolic disorders than children of adequately nourished pregnant
mothers [1-4]. These epidemiological observations have been corroborated by the results
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of numerous experimental studies in various animal species and conceptualized under the
hypothesis of the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), also known as
metabolic programming or nutritional programming [5-7]. According to this hypothesis,
an imbalanced nutritional environment during in utero development and/or neonatal life
sensitizes offspring to developing metabolic and mental diseases via epigenetic mecha-
nisms that translate the effects of early nutritional events, leading to long-term changes in
behavior and energy homeostasis. However, just as an unhealthy maternal diet can lead
to adverse health consequences in the offspring, maternal supplementation with specific
nutrients during pregnancy can potentially reverse and/or protect against the detrimental
effects of metabolic programming [8,9]. In this respect, maternal supplementation with
docosahexaenoic acid (DHA) is a common clinical practice.

DHA is a polyunsaturated fatty acid that is found in large quantities in fish oil and sea-
weed. It is essential for the optimal development of the brain. However, it is only produced
in marginal quantities by the body—hence, the recommendation to supplement the diet of
pregnant women with DHA [10]. This nutritional intervention is supposed to reduce the
risk of cerebral palsy, avoid premature birth and postpartum maternal depression, and in-
crease birth weight [10-13]. Maternal DHA supplementation, however, has been extended
beyond its use in preventing developmental defects. Consumption of this fatty acid is also
believed to improve the cognitive development of the child. Substantial evidence indicates
that children of mothers who received DHA during pregnancy exhibit better learning and
cognitive indices than children of placebo-supplemented mothers [14,15]. Nevertheless, no
benefits on offspring’s neurodevelopment of maternal DHA supplementation have also
been documented [16].

Clinical studies have also shown that supplementing the diet with DHA and/or
eicosapentaenoic acid (EPA) reduces body fat [17,18], plasma triglycerides [19] and fatty
acid accretion in liver [20,21]. These effects would be mediated by increased hepatic
fatty oxidation and plasma lipoprotein lipase activity associated with reduced hepatic
lipogenesis and very-low-density lipoprotein (VLDL) production [22-25]. Recently, it was
proposed that the production of N-acyl taurines could also be involved [26]. Lower body
fat accretion and reduced dyslipidemia have also been observed in obese mice and rats
fed a high-fat diet supplemented with DHA /EPA [27,28]. On the basis of these findings,
we hypothesized that maternal DHA supplementation could not only improve a child’s
cognitive development but also promote a healthy metabolic state that would exert a
protective effect against the deleterious effects of an obesogenic diet. Therefore, this
study aimed to evaluate (in rat offspring) the potential protective effects of maternal DHA
supplementation during pregnancy and lactation against the metabolic alterations induced
by a high-calorie diet and to uncover the involved molecular mechanisms.

2. Materials and Methods
2.1. Animals and Nutritional Interventions

The workflow of the study is illustrated in Figure 1. Founder (F0) female and male
Wistar rats of three months of age were obtained from Janvier Labs (Le Genest Saint
Isle, France) and maintained under an inversed 12 h/12 h dark/light cycle (lights off at
7:00 AM) at 22 £+ 1 °C with food and water ad libitum. After an adaptation period of
ten days, females in natural proestrus were allowed to copulate with a male until at least
two ejaculations were displayed. From the day after mating until the end of lactation,
pregnant rats were housed individually and supplemented by mouth every day with
an extract of fish oil containing 77 mg/g of EPA and 521 mg/g of DHA in the form of
triglycerides (Omegavie® DHA 60 TG Qualitysilver®, Polaris, Quimper, France). The
DHA formulation was contained within capsules (intended for human use) made of fish
gelatin, glycerol and water which were protected from heat and light. The extract of
fish oil was withdrawn by puncturing the capsule with a 1 mL syringe just before oral
administration. DHA and EPA were thus protected from oxidation throughout storage
and administration. The purity of the formulation was confirmed by mass spectrometric
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quantification of the concentration of DHA and EPA as described in Section 2.4. The
amount of delivered oil was adjusted to provide pregnant rats a daily dose of 175 mg of
DHA per Kg. This corresponded, in average, to 0.85% of their daily caloric intake during
the gestation period and to 0.41% of their daily caloric intake during lactation. One day
after delivery, litter size was adjusted to eight pups per litter maintaining a 1:1 male to
female ratio. At weaning (21 days), pups were divided into two groups to be fed either
standard chow (A04, SAFE, Augy, France, controls) or a free-choice high-fat high-sugar
diet (fc-HFHS) in addition to standard chow and tap water (obese), as described by La
Fleur et al. [29], with minor modifications. The fc-HFHS diet consisted of powdered
standard chow mixed with pig fat in the proportion of 30 g of fat per 70 g of food and a
30% sugar solution prepared with sweetened condensed milk. Four experimental groups
were thus constituted: offspring of saline-supplemented dams fed standard chow after
weaning (SAL-STD); offspring of saline-supplemented dams exposed to fcHFHS diet
(SAL-fcHFHS diet); offspring of DHA-supplemented dams fed standard chow (DHA-
STD); offspring of DHA-supplemented dams exposed to the fcHFHS diet (DHA-fcHFHS
diet). The detailed composition of the standard chow can be found on the website: https:
/ / safe-lab.com /safe-wAssets/docs/product-data-sheets/diets /safe_a04_ds.pdf (accessed
29 August 2021). Tts energy value was 3.15 kcal /g, while that of the standard chow mixed
with pork fat was 5.10 kcal/g. The caloric value of the sweetened water solution was
1.75 kcal/mL. A total of 16 dams (8 supplemented with saline and 8 supplemented with
DHA) were used. Two pups were selected at random from each litter to yield a final
number of 16 saline- and 16 DHA-supplemented pups. Care was taken to split the two
pups of the same dam into different experimental groups (fed standard chow or exposed
to fcHFHS diet), such that the presented results corresponded to the combined data from
eight animals born to eight different dams. Pups were housed four per cage until they
reached 300 g of body weight and two per cage thereafter.

DAMS OFFSPRING

Saline supplemented dams

| .
& ‘ Standard Diet
=) ) o fCHFHS diet
e E g |
ol i by

= e

X Fish oil supplemented dams

R " Standard Diet
Q e —
@? “ = A:U fcHFHS diet
o L
= s B

S

2 Py

Y
Coupling Gestation Lactation | Postnatal growth i
\4 v
Weaning Euthanasia
(21 days) (3 and 6 months old)

Figure 1. General scheme of the nutritional intervention.

2.2. Measurement of Body Weight and Food Intake

The weight of each dam was recorded every day throughout gestation and lactation
to adjust the amount of DHA administered in relation to their body weight. Likewise, to
determine the caloric contribution of DHA administration to daily energy consumption,
the daily food consumption of the dams was determined by measuring the difference
between the amount of pellet-food provided at the onset of their dark cycle and the amount
of food remaining 24 h later. Care was taken to check through the sawdust in each cage to
collect any spilled pellet of food.
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2.3. Collection of Biological Samples and Euthanasia

Blood samples were collected by lateral tail vein puncture from dams on day 20 of
gestation and at weaning, from supernumerary pups euthanized at the time of litter size
adjustment, and from offspring at weaning and euthanasia. Sampling of the mothers
took place before the oral administration of DHA. In a first series of experiments, male
animals of 3 months of age were used. Thereafter, the same types of analyses were
carried out in 6-month-old male and female rats. In both cases, animals were sacrificed
by cervical dislocation under isoflurane anesthesia at the beginning of the dark phase of
their light/dark cycle. The liver was carefully dissected, immediately frozen in liquid
nitrogen and kept at —80 °C until analysis. Mediastinal and abdominal (omental, perirenal,
retroperitoneal, epididymal, periovarian, perivesical, and parametrial) fat depots were
dissected, weighed and summed to provide a measure of body fat.

2.4. Quantification of DHA and EPA

DHA and EPA concentrations in serum and in Omegavie® Qualitysilver capsules
were determined by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).
All solvents used were LC-MS grade and were purchased from Biosolve (Valkenswaard,
Netherlands). Standard compounds were obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). A pool of reference standard solutions was prepared and serially
diluted in ethanol to obtain seven standard solutions ranging from 0.05 to 80 umol/L.
Exogenous internal standard (2H5-DHA, 50 L diluted at 20 umol/L in ethanol) was added
to 100 uL of standard solutions and serum samples. Then, 850 uL of a methanol /chloroform
mixture (2:1; v:0) were added and samples were centrifuged for 10 min at 10,000x g
(4 °C). Supernatants were transferred to vials and dried under a gentle stream of nitrogen.
Dried samples were finally resuspended with 100 L of an isopropanol/acetonitrile /water
mixture (30:65:5; v:v:v). LC-MS/MS analyses were performed on a Xevo® TQD mass
spectrometer with an electrospray interface and an Acquity H-Class® UPLCTM device
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). Samples (5 ul) were injected onto a CSH-C18
column (1.7 um, 2.1 x 100 mm, Waters Corporation) held at 60 °C. Compounds were
separated using a linear gradient of mobile phase B (90:10; v:v; isopropanol:acetonitrile
containing 0.1% formic acid and 10 mmol/L ammonium acetate) in mobile phase A (60:40;
v:v; acetonitrile:water; 10 mmol/L ammonium acetate, 0.1% formic acid) at a flow rate
of 400 puL./min. Mobile phase B was linearly increased from 40% to 95% for 8 min, kept
constant for 1 min, returned to the initial condition over 1 min, and then kept constant
for 1.5 min before the next injection. Targeted compounds were detected by the mass
spectrometer with the electrospray interface operating in the negative ion mode capillary
voltage, 2.5 kV; desolvatation gas (N2) flow and temperature, 1000 L/h and 450 °C; source
temperature, 150 “C. The multiple reaction monitoring mode was applied for MS/MS
detection with the following m/z transitions: EPA, 301.2 — 257.2; DHA, 327.2 — 283.4;
and 2H5-DHA, 332.2 —288.3. Cone and collision energy were set at 35 V and 15 eV,
respectively. Chromatographic peak area ratios between EPA or DHA and 2H5-DHA
constituted the detector responses. Standard solutions were used to plot calibration curves
for quantification. The linearity was expressed by the mean R? which was greater than
0.999 for both compounds (linear regression, 1/ x weighting, origin excluded).

2.5, Serum Metabolite Determinations

Animals were submitted one week before sacrifice to an oral glucose tolerance test
after a fast of 8 h initiated at the beginning of the dark phase of their light/dark cycle.
A drop of blood was taken immediately before administration of glucose and 20, 40, 80,
and 120 min after by severing the tip of the tail. Blood glucose was determined with a
blood glucose monitor (Accu-Check® Active, Roche Diagnostics, Vercors, Meylan, France).
To determine the glucose disappearance rate (kG), the area under the curve (AUC) was
calculated using the value before the administration of glucose as base line. Serum from
blood collected at the time of sacrifice was assayed for insulin and leptin using assay kits

262 |Page



ANNEXES

Nutrients 2021, 13, 3075 50f22

from Millipore (Billerica, MA, USA). Enzymatic diagnostic kits from BioMérieux (Craponne,
France), were used to quantify the serum levels of triglycerides, glucose and cholesterol.

2.6. Quantification of Liver Triglycerides and Cholesterol

200 mg of liver were homogenized in 4 mL of a chloroform/methanol (2:1) solution.
After centrifugation of the extract at4 °C and 2500 ¢ during 15 min, the supernatant was
collected and evaporated to dryness. The residue was subsequently reconstituted in 300 uL
of a solution of isopropyl alcohol containing 10% Triton X and centrifuged at 5000 ¢ for
15 min. The resulting supernatant was used for the determination of triglycerides and
cholesterol content using enzymatic diagnostic kits from BioMérieux (Craponne, France).

2.7. Real-Time Quantitative RT-PCR Experiments

Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen) and treated with DNAse/
RNAse-free for 30 min at 37 °C. Afterwards, 1.5 pg of purified RNA was reversed tran-
scribed using Superscript IT RN AseH-Reverse-Transcriptase (Invitrogen) in a total volume
of 20 pL, and the resulting cDNA was diluted 40-fold in DNAse and RN Ase free water.
Thereafter, 5 uL of each cDNA diluted sample was used as template for PCR amplification
with 185 or $2-microglobulin as housekeeping genes and SYBR Green (Biorad, France) as
fluorogenic intercalating dye. PCR was performed with the iCycler iQ detection system
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), using the following parameters: an initial
denaturation step of 5 min at 95 °C, followed by 45 cycles of 30 s at 95 °C, and 30 s at 60 °C.
Primers used for the amplifications are presented in Table 1.

Table 1. Sequences of primers used for real time RT-PCR analyses.

Gene Name Symbol Forward Primer Reverse Primer
Carbohydate respontelament ChREBP GTACTGTTCCCTGCCTGCTCTC CCCTCTGTGACTGCCCTTGTG
binding protein
Fatty acid synthase FASN CGCCGTGGTGCTGGAGATTG CTTGCCGAGGTTGGTGAGGAAG
Stearoyl-coenzyme A desaturase SCD GGAGCCACAGGACTTACAAGG CGCACAAGCAGCCAACCC
Slycerol-B-phosphate. GPAM TGGAGTGTCGCAAGAGGCGTTATC  TTCGGCAGCAGCAGCATCAGG
acyltransferase, mitochondrial
Diacylglycerol O-acyltransferase 2 DGAT2 CCTCATCGCTGCCTACTCC TGAGCCAGGTGACAGAGAAG
herutcre Frokin o acavated PPARY GGAATTAGATGACAGTGACTTGGC  GGAGCACCTTGGCGAACAG
receptor delta
Carnitine palmitoyltransferase 1A CPTla TGCCTGCCAGTTCCATTAAGC GICTCACTCCTCTTGCCAACAG
Do 1 t) ifor ot 1V, o, O CO]
Eskipauie prlifersor-activaied sacpaor PGC-1a ACACCGCACACATCGCAATTC TTCGTCCCTCTTGAGCCTTTCG

gamma, co-activator lalpha

Medium chain acyl coenzyme

A dehydrogenase MCAD GAGGCTAGAAGGTCCTGAGAAGTG TCTGCTGCTCCGTCAACTGG
Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase HADH CTCCATGTCCTCCTCTTCCTCTGC CAGCCCGCCGCCGATGAC
18S ribosomal RNA 185 GATGCGGCGGCGTTATTCC CTCCTGGTGGTGCCCTTCC
Beta-2 microglobulin 32M GATGGCTCGCTCGGTGAC CGTAGCAGTTGAGGAAGTTGG

2.8. Data Analysis

The relative expression levels of the mRNAs in the different samples were calculated
using the 2AACT method. GraphPad Prism 9 Software (GraphPad, Inc., San Diego, CA,
USA) was used to perform all statistical analyses. Data were first checked for normality
using the Shapiro-Wilk normality test. Statistical differences between obese and control
offspring born to saline-supplemented dams were evaluated by unpaired Student’s {-test.
The differences in the effects of maternal DHA supplementation, or between males and
females, were determined by two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison
test using maternal supplementation (saline or DHA), postnatal diet (chow or FcHFHS
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diet), or sex as factors. Experimental results were expressed as mean £ S.E.M. Statistical
significance was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. DHA Supplementation Does Not Affect Maternal Body Weight Gain or Food Intake during
Pregnancy nor the Offspring’s Growth Profile

Supplementation with fish oil extract increased the maternal blood levels of DHA in
relation to saline-supplemented dams from 30 uM to 55 uM at the end of the gestation
period and from 16 uM to 26 uM at weaning (Figure 2A,B). Serum EPA levels increased only
during the gestation period, from 0.71 uM to 1.56 uM (Figure 2A). DHA-supplemented
dams showed the same pattern of weight gain and food intake during gestation and
lactation as their saline-supplemented counterparts (Figure 2C,D).

(A) (B)

90| - 40 -
— *k [ Saline —~ [ Saline
= &= Fish Oil :si., 35l o o Fish O
ol | 5 o
S 30 S 25
20+
c 3.0 c T
8 25 * 8 15
£ 20 E
215 | 2 101
] 0'5 l_‘l:.l w0 5+
0.0 0 [ 1N
DHA EPA DHA EPA
(©) (D)
pe
O Ssaline
= @ i 8 % @ Fish Gil
B 400 S 89
] o™
% 350 % 60
2 E 50
3 300f 40
E E 30
2501 20
10
[__GestaTion ]
4 8 12 16 20 4 8 12 16 20 4 8 12 16 20 4 8 12 16 20
Days Days

Figure 2. Effects of fish oil extract supplementation on maternal serum DHA and EPA at gestation day 20 (A) and at
weaning (B). Note that the increased circulating levels of DHA and EPA has no impact on the body weight (C) and food
consumption pattern (D) of the dams. * p < 0.05; ** p < 0.01 as determined by Student’s {-test.

Itis well established that the concentrations of fatty acids, including DHA, increase dur-
ing pregnancy independently of the diet and decrease postpartum in both humans [30,31]
and rats [32,33]. Moreover, although the levels of DHA in the offspring after birth are
determined by the DHA supplied by the mother via the breast milk, this provision ceases
between the 16th and 17th day of life when the offspring start to ingest solid food and,
as a result, their diet becomes independent of that of their mother. In agreement with
these observations, the offspring of mothers supplemented with fish oil extract showed an
increase in the serum concentration of DHA and EPA only at birth (Figure 3A,B). Otherwise,
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their growth profile was identical to that of the animals from saline-supplemented dams
(Figure 3C).
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Figure 3. DHA (A) and EPA (B) levels in serum from offspring born to dams supplemented during gestation and lactation

with saline or with a fish oil extract. At birth, offspring from supplemented dams exhibited increased circulating levels
of DHA and EPA but showed no differences in body weight gain during lactation (C). *** p < 0.001; *** p < 0.0001

(Student’s {-test).

3.2. Impact of Maternal DHA Supplementation on Male Offspring at Three Months
3.2.1. Anthropometric Characteristics and Serum Metabolite Profile

To assess the potential protective effects of maternal DHA supplementation against obesity-
induced metabolic alterations in the offspring, the progeny from saline- or DHA-supplemented
dams were subdivided into two groups at weaning to be fed standard chow or to be
exposed to a diet allowing them to freely choose between standard chow or food high in
sugar and fat (FCcHFHS Diet). This experimental protocol mimics the conditions of free
choice feeding in humans and results in hyperglycemia, hyperinsulinemia and glucose
intolerance [31]. 3-month-old male rats exposed to the FCHFHS diet gained more body
weight and accumulated more body fat than rats fed standard chow, regardless of whether
their mothers were supplemented with saline or DHA (Table 2). Similarly, animals born
to dams supplemented with DHA or with saline who were exposed to the FcHSHF diet
exhibited elevated circulating levels of leptin and triglycerides compared to animals fed
standard chow (Table 2). These results indicated that maternal DHA supplementation
had no protective effects on the increased body weight, fat accretion and hyperlipidemia
associated with obesity. In contrast, circulating insulin levels and glucose intolerance
were reduced in obese animals born to DHA-supplemented dams in comparison to the
SAL-fcHFHS diet group (Figure 4A,B). Otherwise, no differences in blood glucose and
cholesterol levels were observed between control and obese animals.

Table 2. Anthropometric and metabolic characteristics of 3-month-old male rats born to saline or
DHA-supplemented dams.

Supplemented Saline Supplemented DHA

Standard Diet ~ FcHFHS Diet Standard Diet =~ FcHFHS Diet

Body weight (g) 510+ 12 600 £ 16 **** 477 £ 10 5995 Seex
Adipose Index 4.40 £ 0.20 7:36 4 .0.31 == 4.76 +£0.23 6.66 &+ 0.32 ***
Leptin (ng/mL) 1243 £0.83  33.10 +4.31 *** 13.72 £2.29 34.58 = 5.44 **
Triglycerides (mg/dL) 9548 1045 15749 £1570*  91.27+5.11  171.58 £28.29*

Cholesterol (mg/dL) 67.54 £ 3.54 7724 £296 64.72 £ 4.64 7238 £4.32

Glucose (mg/dL) 189.54 +£5.43 206.66 + 6.27 197.20 + 8.26 204.16 £+ 9.50

*p <0.05,* p<0.01, ** p<0.001, *** p <0.0001 compared to animals fed standard diet of the same experimental
group (saline or DHA supplemented). All statistical comparisons were done by two-way ANOVA using maternal
supplementation and postnatal diet as factors followed by Sidak’s multiple comparisons test.
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Figure 4. DHA maternal supplementation during gestation and lactation protects the offspring against insulinemia (A) and
glucose intolerance (B) induced by the consumption of a high-calorie diet. Data correspond to the serum levels of insulin
under ad libitum feeding conditions. The areas under the curve derive from an oral glucose tolerance test performed in
3-month-old male rats after a fasting period of 8 h. *** p < 0.001 (Student’s t-test); S p < 0.05 compared to rats fed standard
chow born to saline-supplemented dams as determined by two-way ANOVA using maternal supplementation and postnatal
diet as factors.

3.2.2. Hepatic Lipid Accumulation

Tt has been shown that DHA supplementation in parallel with high-calorie feeding
protects against the development of obesity-associated liver steatosis [34,35]. Therefore,
in order to further investigate the beneficial effects of maternal DHA supplementation,
we assessed the accumulation of triglycerides and cholesterol in liver samples from our
four experimental groups. Rats on the FCHFHS diet born to saline-supplemented dams
displayed a higher concentration of triglycerides in the liver compared to the SAL-STD
group, but there were no differences in hepatic triglycerides’ concentration between animals
of the DHA-STD and DHA-fcHFHS diet groups (Figure 5A). In addition, obese animals
born to saline-supplemented dams showed increased concentrations of cholesterol in the
liver compared to rats of the SAL-STD diet group (Figure 5B). However, no significant
differences in hepatic cholesterol were observed between obese and non-obese animals
born to DHA-supplemented dams.

3.2.3. Hepatic Gene Expression

In order to determine the mechanisms underpinning the beneficial effects of DHA
supplementation, the hepatic expression levels of genes involved in glucose and lipid
metabolism were examined. The results of these analyses showed that the protective effects
of maternal DHA supplementation against hepatic steatosis were associated with decreased
expression of mRNAs encoding for genes that positively regulate de novo lipogenesis
and triglyceride synthesis (Figure 6A). Similarly, hepatic expression of genes promoting
B-oxidation was downregulated by maternal DHA supplementation (Figure 6B).
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Figure 5. Protective effects of maternal DHA supplementation against obesity-induced hepatic steatosis in the offspring.
Data correspond to the concentrations of triglycerides (A) and cholesterol (B) determined in liver samples from 3-month-old
male rats born to saline- or DHA-supplemented dams. The offspring were fed standard chow or rendered obese by exposure
to a fcHFHS diet from weaning. *** p < 0.0001 (Student’s t-test); § p < 0.05 compared to rats born to saline-supplemented
dams exposed to the fcHFHS diet after weaning (two-way ANOVA using maternal supplementation and postnatal diet
as factors).
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Figure 6. Expression levels of mRNAs encoding proteins involved in de novo lipogenesis (A) or fatty acid oxidation (B)
in liver samples from 3-month-old male rats born to dams supplemented with saline or with DHA during gestation and
lactation. The offspring were fed standard chow or rendered obese by exposure to a fcHFHS diet from weaning. Variations
in gene expression were calculated by the 224CT method using the expression in animals of the SAL-STD group (white
bars) as a calibrator. Grey bars, SAL-fcHFHS group; black bars, DHA-STD group; stripped bars, DHA-fcHFHS diet group.
*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.0001 (Student’s t-test); S p< 0.05 58 p < 0.01; 5 p < 0.001 compared to animals born to saline
supplemented dams that were exposed to the same diet (standard or fcHFHS diet), after weaning (two-way ANOVA with
maternal supplementation and postnatal diet as factors).
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3.3. Impact of Maternal DHA Supplementation on the Offspring at Six Months

The deleterious effects of metabolic programming often worsen with age and might
be sex-dependent. With the aim of determining the persistence of the protective effects of
DHA and potential sex differences in response to maternal DHA supplementation, a new
series of experiments was conducted in which 6-month-old male and female animals born
to saline- or DHA-supplemented dams were examined.

3.3.1. Anthropometric Characteristics and Serum Metabolite Profile

As expected, 6-month-old male animals exposed to the fcHFHS diet since weaning,
showed an aggravation of their metabolic state compared to 3-month-old male animals
exposed to the same diet. This was reflected in greater increases in body weight (+24%),
body fat (+9%) and liver triglycerides (+316%) and cholesterol (+299%) in response to the
fcHFHS diet (Table 3). Female rats exposed to the fcHFHS diet also showed significant
metabolic alterations, some of which exceeded those observed in obese male rats in severity.
This was particularly notable with respect to serum triglyceride levels (Table 3).

Table 3. Anthropometric and metabolic characteristics of 6-month-old male and female rats born to saline- or DHA-

supplemented dams.

MALES

Supplemented Saline Supplemented DHA

Standard Diet fcHFHS Diet Standard Diet FcHFHS Diet
Body weight (g) 633 =19 754 249 630 £20 770 4= 24 ¥+
Adipose Index 6.51 043 9.79 £ 0.37 **** 7.05+0.11 10.72 £ 0.85 ***
Leptin (ng/mL) 14.99 +1.76 26.04 +£1.91* 15.69 +1.37 30.27 4 3.55 ***
Triglycerides (mg/dL)  101.44 = 10.96 151.09+ 20.08 * 65.61 +=7.49 119.45+ 18.16 *
Cholesterol (mg/dL) 73.62 £ 5.54 74.83 £2.90 79.80 + 6.11 72.94 +2.85
Glucose (mg/dL) 155.24 £9.04 177.42 £ 22,61 17540 £27.71 209.04 +14.87
Insulin (ng/mL) 143 £0.18 299 +0.67* 1.26 £0.22 4.08 £0.92 %

FEMALES

Supplemented Saline Supplemented DHA

Standard Diet fcHFHS Diet Standard Diet FcHFHS Diet
Body weight (g) 349 £ 80 451 £ 19 ** 357 £ 11 407 £ 26+
Adipose Index 7.33 £0.56 22.70 + 0.42 =*=* 7.67 +0.42 10.00 + 1.59 ***
Leptin (ng/mL) 6.53 +£0.74 22.70 £ 3.04 *** 6.81 4+ 1.05 16.13 £3.10*
Triglycerides (mg/dL)  125.17 £ 13.27 339.99 + 98.61 * 140.59 £ 20.99 285.48 4 36.99 *
Cholesterol (mg/dL) 61.13 £3.91 85.11 £5.24 84.13 +4.10 5§ 96.36 + 3.83
Glucose (mg/dL) 171.65 = 4.17 182.70 & 10.07 183.89 = 11.55 18230 = 13.42

Insulin (ng/mlL)

0.93 £0.18

3.40 £0.76 **

1.45+0.25

2.50 £ 0.57

*p <0.05,* p<0.01,**p <0.001, *** p < 0.0001 compared to animals fed standard diet of the same sex and the same experimental group
(supplemented saline or DHA, Student’s i-test). 8 p < 0.01 compared to the supplemented saline standard diet group (two-way ANOVA
using maternal supplementation and postnatal diet as factors followed by Sidak’s multiple comparisons test). Data correspond to six

animals per group.

While male animals from both DHA-supplemented and non-supplemented dams

showed glucose intolerance (Figure 7A,C), only obese female rats from saline-supplemented
dams displayed impaired glucose tolerance (Figure 7B,D). In other words, maternal DHA
supplementation protected female—but not male—offspring against high-calorie diet-
induced glucose intolerance.
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Figure 7. Long-term protective effects of maternal supplementation with DHA during gestation and lactation against high-
calorie diet induced glucose intolerance. Data correspond to the curves (A,B) and the areas under the curves (C,D) derived

from an oral glucose tolerance test performed in 6-month-old male and female rats born to saline or DHA supplemented

dams. * p < 0.05; * p < 0.01; ** p < 0.001; (Student’s t-test).

3.3.2. Hepatic Liver Accumulation

Maternal DHA supplementation also protected both male and female 6-month-old
animals from the accumulation of hepatic triglycerides induced by the consumption
of the fcHFHS diet (Figure 8A,B). Nevertheless, sex differences were observed in liver
cholesterol, both in response to maternal DHA supplementation and in response to the
fcHFHS diet. Namely, obese male animals showed an increase in hepatic cholesterol
levels that was partially ameliorated by maternal DHA supplementation (Figure 8C).

269 |Page



ANNEXES

Nutrients 2021, 13, 3075 120f22

In contrast, control and obese female rats born to saline-supplemented dams exhibited
the same accumulation of cholesterol (Figure 8D). Surprisingly, obese female rats from
DHA-supplemented dams showed a greater concentration of hepatic cholesterol than their
non-obese, DHA-supplemented counterparts. However, these levels were still lower than
those of female rats from the SAL-STD and SAL-fcHFHS diet groups (Figure 8D).
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Figure 8. Long-term protective effects of DHA maternal supplementation during gestation and lactation against hepatic
steatosis in the offspring. Data correspond to the concentrations of triglycerides (A,B) and cholesterol (C,D), determined in
livers from 6-month-old male and female rats born to saline- or DHA-supplemented dams. * p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
#4% 1 < 0.0001 (Student’s t-test); S p < 0.05; 55 p < 0.01; 5558 p < 0.0001 compared to rats born to saline-supplemented dams
exposed to the same diet (standard chow or fcHFHS diet) after weaning (two-way ANOVA).
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3.3.3. Hepatic Gene Expression

Finally, in agreement with the results obtained in 3-month-old animals, there was a

reduction in the hepatic expression levels of genes regulating beta oxidation in both males
(Figure 9) and females (Figure 10).
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Figure 9. Expression levels of mRNAs encoding proteins involved in de novo lipogenesis (A) or fatty acid oxidation (B)

in liver samples from 6-month-old male rats born to dams supplemented with saline or with DHA during gestation and
lactation. The offspring were fed standard chow or rendered obese by exposure to a fcHFHS diet from weaning. Variations

in gene expression were calculated by the

2 AACT

method using the expression in animals of the SAL-STD group (white

bars) as a calibrator. Grey bars, SAL-fcHFHS group; black bars, DHA-STD group; stripped bars, DHA-fcHFHS diet group.
*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.0001 (Student’s t-test); S p < 0.05 58 p <0.01 compared to animals born to saline supplemented
dams that were exposed to the same diet (standard or fcHFHS diet), after weaning (two-way ANOVA with maternal

supplementation and postnatal diet as factors).
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Figure 10. Expression levels of mRNAs encoding proteins involved in de novo lipogenesis (A) or fatty acid oxidation (B) in
liver samples from 6-month-old female rats born to dams supplemented with saline or with DHA during gestation and
lactation. The offspring were fed standard chow or rendered obese by exposure to a fcHFHS diet from weaning. Variations
in gene expression were calculated by the 22T method using the expression in animals of the SAL-STD group (white
bars) as a calibrator. Grey bars, SAL-fcHFHS group; black bars, DHA-STD group; stripped bars, DHA-fcHFHS diet group.
*p < 0.05;* p <0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001 (Student’s t-test); S p< 0.05 58 p < 0.01; 588 p < 0.001; 558 p < 0.0001 compared
to animals born to saline supplemented dams that were exposed to the same diet (standard or fcHFHS diet), after weaning
(two-way ANOVA with maternal supplementation and postnatal diet as factors).

4. Discussion

The prevalence of obesity is increasing throughout the world, making this disorder
a major public health concern. Although obesity is eventually the result of an imbalance
between energy consumption and energy expenditure, numerous epidemiological and
experimental studies have shown that the nutritional environment during gestation and
during the very first stages of postnatal life plays a key role in determining susceptibility
to obesity, as well as to developing metabolic pathologies in adulthood. The aim of this
study was to investigate to what extent maternal DHA supplementation during gestation
and lactation in the rat protects the offspring against metabolic disorders induced by a
high-calorie diet. We focused on DHA because supplementation with this polyunsaturated
fatty acid is a common clinical practice used for pregnant women [10,12,13]. Furthermore,
it has been shown that the consumption of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) reduces
body weight [17,18], decreases blood triglyceride levels [36,37], improves carbohydrate
homeostasis [38,39], and limits increases in body fat and the development of hepatic steato-
sis when consuming a high fat diet [20,21]. Based on these observations, we hypothesized
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that maternal DHA supplementation could positively program the metabolism of the
offspring, allowing them to better cope with an obesogenic diet.

Evaluation of the anthropometric characteristics and blood metabolic profile of animals
exposed to the fcHFHSD diet from weaning showed that maternal DHA supplementation
did not reduce weight gain, fat mass accumulation or the increase in circulating triglyceride
levels induced by consumption of a hypercaloric diet. In contrast, obese rats from DHA-
supplemented dams showed lower levels of triglycerides and cholesterol in the liver and
better glucose tolerance than their saline-supplemented counterparts. These results show
that maternal DHA supplementation induces physiological changes in the offspring that
are protective against the development of hepatic steatosis and glucose intolerance induced
by high-calorie feeding.

Our observations on the lack of effect of maternal DHA supplementation on body
weight, body fat, and blood triglycerides in the offspring were consistent with the results of
previous studies in humans [40-42] and rats [43] showing that the intake of omega-3 PUFAs
during the perinatal period had no influence on these parameters. It should be noted,
however, that some human studies have documented an inverse relationship between
maternal circulating levels of n-3 PUFAs and both body and abdominal fat mass in the
offspring [44,45]. These divergent results may be explained in part by differences in the
methods of n-3 long chain (LC)-PUFAs supplementation, variability in the techniques used
to document body measurements, and the age at which these measurements were made.
Additionally, the existence of genetic polymorphisms in the fatty acid desaturase (FADS)
gene that catalyze the biosynthesis of unsaturated fatty acids (HUFAs) from PUFAs could
be a factor [46].

Animals of the SAL-fcHFHS diet group, had a clear obese phenotype and high serum
insulin levels but displayed identical blood glucose concentrations to those of the SAL-STD
group both under ad libitum feeding conditions and after fasting. A lack of correlation
between circulating glucose levels and the increase in body fat induced by the consumption
of a high-fat or high-sugar diet has been reported by other authors [47,45]. Tt has been
suggested that this dissociation could be explained by differences in the composition of
the diet or by the level of propagation of insulin resistance, i.e., only in the liver or in
the liver and at the peripheral level (skeletal muscle). Alternatively, in our experiments,
the obesity-associated hyperglycemia could be masked by circadian variations in blood
glucose levels that are at their peak during the early hours of the dark cycle [49], i.e., the
time at which the animals were sacrificed. Additional studies are needed to determine
which of these two mechanisms underpin our results.

The protective effects of maternal DHA supplementation against glucose intolerance
in obese animals was accompanied by a decrease in serum insulin levels, suggesting that
maternal DHA supplementation might protect the offspring from developing glucose
intolerance by increasing insulin sensitivity. It is also worth noting that non-obese animals
from DHA-supplemented dams displayed elevated insulin levels compared to non-obese
animals from saline-supplemented dams. The enhanced release of insulin under acute
exposure to DHA is well documented [50,51], and is generally accepted as the principal
mechanism of the beneficial effects of DHA on insulin resistance. Our results therefore
indicated that the protective effects of maternal DHA supplementation against the fcHFHS
diet-induced glucose intolerance might also be underpinned by a DHA insulinotropic action.

Feeding a high-calorie diet leads to the development of hepatic steatosis. The accumu-
lation of lipids, mainly in the form of triglycerides, which characterizes this pathological
condition, is the consequence of the alteration of one or more liver metabolic processes in-
cluding excessive lipid entry from the diet, increased de novo fatty acid synthesis, impaired
lipid export into the bloodstream, and reduced metabolism through (-oxidation [52,53].
It is generally agreed that the protective effects of the consumption of DHA against the
development of hepatic steatosis result mainly from the inhibition of lipogenesis combined
with an increase in B-oxidation [25,54,55]. To determine whether the reduction of hepatic
steatosis in animals of the DHA-fcHFHS diet group could be explained by the same mecha-
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nisms, we assessed the hepatic expression of several genes involved in the regulation of
these metabolic pathways using real time PCR. The results of these experiments showed
that maternal DHA supplementation blocked the fcHFHS diet-induced increase in the
expression of lipogenesis-promoting genes and reduced the levels of mRNAs-encoding
genes that positively regulate triglyceride synthesis in both obese and non-obese 3-month-
old animals. Therefore, the same mechanisms, operating against hepatic steatosis after
the dietary consumption of DHA, seem to be activated in adult offspring rats born to
DHA-supplemented dams, despite the fact that they displayed identical circulating DHA
levels to animals from non-supplemented dams.

However, in contrast to reports in the literature indicating that omega-3 fatty acids
promote lipid oxidation [25,55], the RT-PCR analyses that we carried out showed that
maternal DHA supplementation resulted in reduced hepatic expression of genes involved
in fatty acid oxidation. Several explanations can be put forward to account for these
paradoxical observations. First, conflicting results exist about the impact of hepatic steatosis
on the expression of genes regulating 3-oxidation. For example, a decrease in CPT1a
expression, coupled with enhanced long-chain acyl-CoA dehydrogenase (LCAD) and
HADH mRNAs levels, was detected in liver biopsies from patients with non-alcoholic fatty
liver disease [56]. Inhibition of CPT1a expression is indicative of decreased {3-oxidation,
whereas the increased expression of LCAD and HADH suggested that lipid oxidation in
these patients was enhanced. These contradictory results were consistent with other studies
showing enhanced [57,58], decreased [59], or unchanged [60] fatty acid oxidation in the
liver of patients with hepatic steatosis. Second, whether increased lipid oxidation in hepatic
steatosis has beneficial effects at all has been challenged [61,62]. In fact, fatty liver has been
associated with impaired mitochondrial activity, such that enhanced B-oxidation can lead
to excessive production of reactive oxygen species (ROS) and the activation of fatty acid
oxidation in cytochromes and peroxisomes and, therefore, to hepatic damage by oxidative
stress and inflammation. Third, a comparative study of the 3-oxidation capacity of DHA
and EPA in the liver showed that EPA is much more effective in increasing mitochondrial
fatty acid oxidation than DHA [63]. Since the fish oil-extract we used contains 7 times less
EPA than DHA, our results could be explained by the low proportion of EPA in relation
to DHA. Fourth, fatty acids derived from triglyceride lipolysis are converted to acetyl-
CoA whose transformation by carboxylation to malonyl-CoA is the committed step in the
de novo fatty acid synthesis. Yet, rats from DHA-supplemented dams also exhibited a
reduced expression of the GPAM and DGAT?2 genes whose enzymatic products catalyze
triglyceride synthesis. Therefore, low levels of expression of genes regulating fatty acid
oxidation could be a consequence of a reduction in the amount of substrate required to
initiate 3-oxidation. Finally, our results are consistent with other studies showing that EPA
and DHA reduced HFD-induced hepatic steatosis without affecting the expression of genes
involved in B-oxidation [64].

The deleterious effects of obesity increase with age [65,66] and differ by gender [67-69].
With the aim of determining the impact of these parameters on the protective effect of
maternal DHA supplementation, in a second series of experiments, the metabolic char-
acteristics of six-month-old male and female animals born to DHA-supplemented dams
and subjected to the fcHFHS diet were analyzed. The results of these studies showed that
the protective effects of maternal DHA supplementation against hepatic steatosis were
common to both sexes. However, only female rats from DHA-supplemented dams were
protected against the development of glucose intolerance associated with the exposure
to the fcHFHS diet. This latter result could be interpreted as being evidence of sexual
dimorphism in the effects of DHA, as reported in previous studies [70,71]. However, fe-
males are more insulin sensitive and glucose tolerant than males [72,73]. Thus, the lack of
glucose intolerance in female rats in the DHA-fcHFHS diet group may also be linked to
intrinsic metabolic differences between males and females. In support of this interpreta-
tion, exposure to the fcHFHS diet did not result in increased hepatic cholesterol levels in
female rats from saline-supplemented dams, whereas in male animals exposed to the same

274 | Page



ANNEXES

Nutrients 2021, 13, 3075 17 of 22

nutritional manipulations, hepatic cholesterol concentrations were significantly increased.
Regarding the impact of aging, the results obtained in male animals indicated that the
protective effects of maternal DHA supplementation against hepatic steatosis persisted
with age, despite the greater accumulation of triglycerides and cholesterol in the liver in
6-month-old obese animals compared to 3-month-old rats of the same experimental group.

Notwithstanding the numerous human studies involving maternal DHA supplemen-
tation during pregnancy, very few animal studies have sought to determine the biochemical
and molecular mechanisms underlying the putative beneficial effects of this nutritional
intervention—particularly with regard to the metabolism of the offspring. To our knowl-
edge, there have only been two studies in which the metabolic phenotype of offspring
exposed in utero to DHA was investigated. In these studies, carried out in hamsters, it
was shown that maternal consumption of an EPA/DHA-enriched diet during gestation
and lactation protected the offspring against increases in plasma glucose levels, hepatic
triglyceride secretion and lipemia induced by feeding a high-fat diet via the enhancement
of tricarboxylic acid cycle efficiency [74,75]. However, in these studies, DHA was provided
via the diet, in contrast to most clinical nutritional interventions, in which DHA is provided
orally in well-defined amounts. The results presented herein thus extend and deepen
the limited knowledge on the consequences of maternal DHA supplementation on the
metabolism of the offspring by showing, on the one hand, the protective effects of this nu-
tritional intervention against the development of glucose intolerance and hepatic steatosis
associated with obesity and, on the other hand, the existence of sex-related differences in
the effects of early life exposure to DHA.

Tt is remarkable that the inhibition of lipogenesis underlying the protective effects
of DHA against fatty liver in obese individuals—as described in intervention studies in
human and rodents [25,76,77]—also acts to prevent the development of high-calorie diet-
induced hepatic steatosis when DHA supplementation is provided during development via
the mother as shown in the present study. This lends our model and results a translational
research value and raises the question of the mechanisms by which temporary exposure to
DHA during embryogenesis and neonatal life downregulates the expression of lipogenic
genes in the long term. The establishment of a particular epigenetic profile following
the in utero/neonatal exposure to DHA could be one of these mechanisms. Actually,
maternal DHA supplementation during the last trimester of pregnancy has been shown
to increase methylation levels at the differentially methylated region (DMR) of insulin
growth factor 2 (IGF2) in the offspring’s cord blood mononuclear cells [78]. Likewise, lower
methylation levels of differentially methylated regions located in genes involved in the
regulation of lipid exchange, plasma membrane function, food intake, immune function,
and neurodevelopment were detected in blood spots collected at birth from babies born to
mothers supplemented with DHA from 20 weeks of gestation to delivery [79]. Interestingly,
some of these changes were sex-dependent and persisted until 5 years of age. However,
other studies failed to detect differences in DNA methylation levels in CD4 + T-cells
isolated from the cord blood of babies born to mothers that received DHA from 20 weeks
of gestation until delivery [80]. In rodents, maternal DHA supplementation has been
shown to restore intrauterine growth restriction-induced decreased levels of histone H4K20
methylation at the PPARy promoter gene in the lung to normal values [81]. As an initial
approach to determine if the protective effects of maternal DHA supplementation against
the development of hepatic steatosis could involve a modification of the epigenome,
we used western blot to examine two post-translational histone modifications related
to transcriptional repression (H3K9me3 and H3K27me3) and two histone modifications
related to transcriptional activation (H3K4me3 and H3K14me3). No differences in these
epigenetic marks were detected between the different groups (unpublished observations).
However, these negative results did not exclude the involvement of other epigenetic
mechanisms (DNA methylation, miRNAs expression) in the protective effects of DHA.

275 |Page



ANNEXES

Nutrients 2021, 13, 3075 18 0f 22

5. Conclusions

In summary, the present study provided compiling evidence to show that maternal
DHA supplementation in rats during pregnancy protected the offspring against glucose
intolerance and hepatic steatosis induced by the consumption of a hypercaloric diet. The
beneficial effects on glucose homeostasis declined with age in a sex-dependent manner.
However, the preventive action against hepatic steatosis persisted at least until 6 months
of age and was associated with decreased hepatic expression of lipogenic genes. These
results indicate that maternal DHA supplementation during pregnancy can program a
healthy metabolic state in the offspring which protects against the deleterious effects of an
obesogenic diet. The involvement of epigenetic mechanisms in the beneficial programming
action of DHA deserves further investigation.
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Adult rats from undernourished dams show sex-dependent impaired expression
in taste papillae and hypothalamus of genes responsible for sweet and fat
detection and signalling
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ABSTRACT

Aim: Individuals undernourished in utero or during early life are at high risk of developing obesity
and metabolic disorders and show an increased preference for consuming sugary and fatty food.
This study aimed at determining whether impaired taste detection and signalling in the lingual
epithelium and the brain might contribute to this altered pattern of food intake.

Methods: The preference for feeding fat and sweet food and the expression in circumvallate
papillae and hypothalamus of genes coding for sweet and fat receptors and transducing
pathways were evaluated in adult rats born to control or calorie-restricted dams. Expression in
the hypothalamus and the brain’s reward system of genes involved in the homeostatic and
hedonic control of food intake was also determined.

Results: Male and female undernourished animals exhibited increased expression in taste papillae
and hypothalamus of T1R1, T1R2, CD36, gustducin, TRMP5 and PLC-B2 genes, all of which
modulate sweet and fat detection and intracellular signalling. However, the severity of the
effect was greater in females than in males. Moreover, male, but not female, undernourished
rats consumed more standard and sweetened food than their control counterparts and
presented increased hypothalamic AgRP and NPY mRNAs levels together with enhanced
dopamine transporter and dopamine receptor D2 expression in the ventral tegmental area.
Conclusions: Maternal undernutrition induces sex-specific changes in food preferences and gene
expression in taste papillae, hypothalamus and brain reward regions. The gene expression
alterations in the male offspring are in line with their preference for consuming sugary and fatty
food.
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Metabolic programming;
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associated with a preference for consuming fatty
and sugary food [4-6]. Experimental studies in
rodents have further shown that, in addition to

Introduction

Maternal undernutrition leading to foetal undernutri-

tion and low birth body weight occurs widely
throughout the world. Foetal undernutrition also
results from placental insufficiency, a major obstetric
problem. Human epidemiological and carefully con-
trolled experimental animal studies show that
maternal undernutrition increases the risk of develop-
ing obesity and metabolic syndrome in the offspring
via a metabolic programming process (see [1-3] and
therein cited references for a complete description of
this concept). The enhanced risk of metabolic disease
exhibited by in utero malnourished individuals
becomes evident under exposure to high-calorie
diets, often evolves with age, is sex-dependent, may
be transgenerational in nature and has been

favouring the ingestion of high-calorie food [7,8], in
utero/neonatal undernutrition induces hyperphagia
which is associated with enhanced hypothalamic
expression of the orexigenic peptides AgRP and
NPY and a reduction in the expression levels of
mRNA coding for the anorexigenic peptide POMC
[9-11]. Early undernourished animals exhibit also
increased motivation for food reward together with
an altered expression pattern of opioid receptors
and other reward-related genes in the nucleus accum-
bens (NAc) and other structures of the brain reward
system [8,12-14]. Altogether, these latter findings
have led to suggest that early malnutrition-induced
preference for the consumption of foods high in fat
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and sweet, results from the dysfunction of the neur-
onal pathways involved in the hedonic control of
food intake.

However, the hedonic value of food, and therefore,
the choice of what to eat, is also determined by the
gustatory system which detects and differentiates the
five basic taste qualities - sweet, sour, bitter, salty,
and umami - in addition to fat (see [15,16] for
review). The first step in taste perception is the inter-
action of sapid components of food with specific
receptors expressed in chemosensory cells of taste
buds found in the oral cavity. In particular, sweet sub-
stances are detected by a heterodimer composed of the
type 1 member 2 (T1R2) and type 1 member 3 (T1R3)
taste receptors belonging to the family of G protein-
coupled receptors. The binding of a sweet molecule
to the T1R2/T1R3 heterodimer activates the associated
G protein gustducin leading to the simulation of phos-
pholipase C-beta 2 (PLC-B2), to the release of intra-
cellular Ca®* and the opening of the transient
receptor potential cation channel subfamily M mem-
ber 5 (TRPMS5). This results eventually in membrane
depolarization and the release of ATP which activates
gustatory fibres responsible for transmitting the taste
signal to taste Central Nervous System (CNS) areas
which mediate taste perception and behaviour. A
similar intracellular signalling pathway is activated
upon the binding of free fatty acids to the free fatty
acid receptor GPR120 and the fatty acid translocase
CD36 as well as by the stimulation by umami of the
heterodimer composed of type 1 member 1 taste
receptor (TI1R1) and TIR3 [15,16]. Notably, in
addition to being expressed in the lingual epithelium,
sweet taste receptors are present in the hypothalamus
where their stimulation contributes to glucose sensing
in leptin-responsive neurons [17].

Variations in receptor-mediated detection of sweet
and fat as well as genetic polymorphisms in sweet
and fat receptor genes have been associated with
differences in food preferences and predisposition to
weight gain and metabolic disorders [18-22]. On
the basis of these observations, we hypothesized
that impaired taste perception might contribute to
the preference for consuming sweet and fatty induced
by early malnutrition. To test this hypothesis, this
study evaluated the preference for the intake of fat
and sweet food of adult rats born to control or cal-
orie-restricted dams and compared the impact of
maternal malnutrition on the expression of genes
regulating fat and sweet detection and signalling in
taste buds and hypothalamus versus the expression
of genes involved in the homeostatic and hedonic
control of food intake.

ANNEXES

Material and methods

Animals and nutritional manipulations

All experiments were performed in accordance with the
European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and the Principles of lab-
oratory animal care (NIH publication no. 85-23, revised
1985), and were approved by the Ethical Committee for
Animal Experimentation of the Pays de la Loire (auth-
orization number 2017012013318453/APAFIS 8215).
Three-month-old female and male Wistar rats were
obtained from Janvier Labs (Le Genest Saint Isle,
France), and maintained under an inversed 12-/12-
hour dark/light cycle (lights off at 7:00 AM), and at
23 + 1°C with food and water ad libitum. After an adap-
tation period of 10 days, females in natural proestrus
were allowed to copulate with a male until at least two
ejaculations were displayed. This day was considered
as gestational day 0. Twelve hours after coitus, mated
female rats were housed individually and fed either ad
libitum (C) or were undernourished (UN) from ges-
tation through the end of lactation by reducing 50%
their daily food ration in relation to the daily amount
of food consumed by the control dams. To avoid infan-
ticide behaviour and cannibalism of undernourished
dams during the early post-parturition phase, UN
mothers were fed ad libitum from gestational day 20
until 48 h after delivery when their daily ration of
food was again reduced by 50% in relation to the
amount of food consumed by control dams. At birth, lit-
ter size was adjusted to eight pups per litter maintaining
a 1:1 male to female ratio. Pups were weaned at 21 days
and fed standard chow (SAFE, Augy, France) until the
end of the experiment. At the end, a total of six controls
and six undernourished dams were used from which
two pups of each sex were selected at random for analy-
sis giving a total of 24 control pups and 24 UN pups.

Evaluation of food preferences

The preference for the consumption of fatty and sugary
food was evaluated at 3 and 6 months of age during a
series of test meals. Animals were food-deprived in
their housing cages at the beginning of the dark phase
of their dark/light cycle and transferred 6 h later to indi-
vidual cages located in a dark room in which they had
free access to three types of food made up of chow or
chow enriched with 30% of fat or 30% of sugar. One
hour later, animals were returned to their housing
cages where they continued to be fed standard chow
ad libitum. The amount of chow and palatable food
(fat and sweet), consumed during the test meal, was
determined by subtracting the amount of food remain-
ing in the feeder from the amount of food offered at the
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start of the meal. Care was taken to inspect the bottom
of the cage in detail at the end of the meal to detect any
spilt food. Animals were submitted to this test meal
during five consecutive days. The averaged quantity of
each food consumed during these five test meals was
used as a parameter of their food preferences. Foods
were prepared every day before the test using powdered
standard chow as a base mixed with water, with sugar
plus water or with lard to obtain food with a similar
consistency. Animals had free access to water during
food deprivation and test meals.

Tissue collection

Two days after the last test meal, 6 months-old rats were
fasted for 2 h at the beginning of the dark phase of their
light/dark cycle and sacrificed by cervical dislocation
under isoflurane anaesthesia. The tongue was excised
and the circumvallate papilla carefully dissected under
a stereoscopic microscope. After i extraction of the
brain from the skull, the whole hypothalamus was dis-
sected and the rest of the brain was transferred to a
rat brain matrix to obtain 1 mm thick sections from
which punches of the nucleus accumbens and ventral
tegmental area (VTA) were collected. All tissue samples
were immediately frozen after dissection in liquid nitro-
gen and stored at —70°C.

Real-time quantitative RT-PCR experiments

Total RNA was extracted using the Trizol reagent (Invi-
trogen) and treated with DN Ase/RNAse-free for 30 min
at 37°C. Afterwards, 1.5ug of purified RNA was
reversed transcribed using Superscript II RNAseH-
Reverse-Transcriptase (Invitrogen) in a total volume
of 20 ul and the resulting cDNA was diluted 40-fold in
DNAse and RNAse free water. Thereafter, 5 pl of each
cDNA diluted sample was used as template for PCR
amplification using SYBR Green (Biorad, France) as
fluorogenic intercalating dye and the iCycler iQ Real-
Time PCR detection system instrument from BioRad
Laboratories (Hercules, CA, USA). PCR parameters
were an initial denaturation step of 5 min at 95°C fol-
lowed by 45 cycles of 30 s at 95°C, and 30 s at 60°C. Pri-
mers used for the amplifications are presented in
Supplemental Table 1.

Data analysis

Due to inter-individual behavioural variability, food
intake data of each animal were considered as a single
point. In contrast, for the analyses of RT-PCR results,
the Ct values of the two animals from the same litter
and from the same experimental group were averaged
to yield a final number of 12 points per sex correspond-
ing to 6 controls and to 6 undernourished dams. The
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relative expression levels of the mRNAs in the different
samples were calculated using the 2**“" method and p-
actin RNA as housekeeping gene. Prism 6 Software
(GraphPad, Inc., CA, US), was used to perform all stat-
istical analyses. Data were first checked for normality
using Shapiro-Wilk normality test. Statistical differ-
ences between C and UN animals of the same sex
were assessed by unpaired Student’s t-test or Mann-
Whitney test. Differences in food intake between male
and female animals were analysed by two-way
ANOV A using maternal diet and sex as factors followed
by Sidak’s multiple comparison test. Experimental
results are expressed as mean + S.E.M. Statistical signifi-
cance was set at p <.05.

Results

Phenotypic characteristics and serum metabolic
profile

Dams allocated to C and UN groups exhibited the same
body weight at the beginning of gestation (C=241+2¢g
vs UN =240 + 2 g). Nevertheless, while the body weight
of control dams gradually increased during pregnancy,
the body weight of undernourished mothers remained
relatively stable so that at the end of gestation they
weighed 27% lower than control dams (C=397+
3.98 g vs UN =291.25+4.37 g, p <.0001). These weight
differences were more pronounced during the lactation
period due to higher weight loss after delivery in mal-
nourished rats (- 25%) than in controls (- 19%). Other-
wise, neither the number of offspring per mother nor
the male/female offspring ratio was affected by calorie
restriction.

The anthropometric and metabolic characteristics of
control and undernourished offspring at 6 months of
age are presented in Table 1. Both female and male
UN rats exhibited reduced body weight and adipose tis-
sue as well as lower circulating levels of leptin compared
with control animals. In utero and neonatal malnu-
trition induced also a significant reduction of serum tri-
glycerides in males but not in female rats. Conversely,
female, but not male, UN rats presented higher levels
of serum cholesterol in relation to their control
counterparts.

Food preference test

When exposed for the first time to a new food, humans
and animals often display taste neophobia which is
reflected as a reluctancy to eat the unfamiliar food. Fur-
thermore, the amount of food intake varies from day to
day even though food consumption is assessed at the
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Table 1. Anthropometric and metabolic characteristics of 6-month-old male and female rats born to ad libitum fed or food-restricted

dams.
Males Females

Controls Undernourished Controls Undernourished
Body weight (g) 620.73 £ 10.96 551.67 +14.89%* 34364+ 577 298.91 +4.28%
Adipose Index 635+ 041 452 +0.22%* 6.52+0.41 490 +0.28%*
Leptin (ng/mL) 1356+ 1.84 8.51 £0.98* 7.27 £ 0.88 458 +0.51*
Insulin (ng/mL) 1.58+0.19 153 +£0.30 136+ 0.41 092 +0.24
Triglycerides (ng/dL) 10144+ 1001 73.33 £5.80* 136.57 + 14.35 12035 +25.52
Cholesterol (ng/dL) 7362+ 507 77.66 +£9.05 63.98 + 391 79.03 +3.10*
Glucose (ng/dL) 163.07 + 9.82 177.26 +20.19 17476 + 4.21 169.71 £5.63

*p <.05; **p < .01; **p <.001 compared to control animals of the same sex.

same time of the day and under the same conditions. To
avoid the bias that could be introduced by these
phenomena, food preference tests were performed
over five consecutive days and the amount of food con-
sumed during each test over the 5-day-period was aver-
aged and used as a readout of food preference. The
coefficient of variation for food intake across the test
meals among animals in the same group ranged from
7% to 37% in both control and malnourished animals
regardless of sex. Likewise, C and UN male and female
animals displayed the same feeding pattern during the
test meals with a reduced food intake on the first day
compared to the following days. Otherwise, food con-
sumption remained stable in each group from the
second day until the end of the tests.

During the 1h test meals, all animals showed a
marked preference for the consumption of sweet food
versus chow and high-fat food independently of
maternal diet, sex and age (Figure 1). In fact, the quan-
tity of sugary food consumed by control male animals
represented on average 70% of their total amount of
food intake and this percentage was 57% in the case of
female rats. However, clear sex-dependent differences
in the choice of the other taste categories were observed.
Thus, female rats from control and UN groups con-
sumed significantly more chow (Figure 1(A,E)) and
high-fat food (Figure 1(C, G)) than their male counter-
parts at both three and six months of age as revealed by
the two-way ANOV A analysis of the data (Table 2). At
six months, control female rats consumed also more
sweet food than control males (Figure 1(F)). Conse-
quently, female rats ingested more calories in relation
to their body weight than males (Figure 1(D, H)).

Concerning the impact of maternal undernutrition,
male UN rats ate significantly more chow and sweet
food than control males and showed reduced intake of
fatty food at three months compared with controls
(Figure 1(A-C)). In contrast, there were no differences
in preference for consuming chow, fatty or sugary
food between C and UN female rats (Figure 1(E-G)).
Of notice, however, ageing favoured the consumption

of sweet (95.82 +4.08 kcal/kg vs 79.64 + 8.14 kcal/kg)
and fat (50.69 +3.55 kcal/kg vs 29.02 +2.05 kcal/kg),
food in malnourished female animals as determined
by two-way ANOVA for repeated measures using
maternal diet and age as factors [F (age) =16.89, p
<.0007 for sweet; F (age) =36.71, p <.0001 for fat].

Gene expression changes of taste receptors and
signalling pathways

There was a significant increase in the relative
expression levels of sweet taste receptor T1R2 as well
as in the levels of T1R1 and fatty acid receptor CD36
mRNAs in the circumvallate papillae of undernourished
animals compared with controls (Figure 2 top graphs).
The relative expression of the genes encoding gustducin,
TRMPS5 and PLC-PB2 proteins, which are all involved in
sweet and fat intracellular signalling, was also enhanced
by maternal undernutrition. In contrast, control and
undernourished rats exhibited the same levels of sweet
TIR3 receptor mRNA. The alterations induced by
maternal undernutrition on the expression levels of
sweet and fat receptors and signalling molecules were
common to male and female rats (Figure 2 top graphs).
However, the magnitude of the effect was much greater
in females than in males excepting for T1R1 and CD36
genes.

Maternal undernutrition enhanced also the
expression of genes encoding proteins involved in
taste detection and transduction in the hypothalamus
but to a lesser extent in males than in females
(Figure 2 bottom graphs). Moreover, in contrast to the
changes observed in taste papillae, the hypothalamic
levels of gustducin and PLC-p2 mRNAs were decreased
in undernourished males (Figure 2 left bottom graph).

Gene expression changes of genes involved in the
hedonic control of food intake

The impact of maternal undernutrition on the
expression of several genes involved in food reward
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Figure 1. Food preferences of male and female rats born to control (white bars) or undernourished (grey bars) dams. Each bar rep-
resents the average amount of chow, sweet or fatty food ingested per test meal during five consecutive days at 3 (top graphs) and 6
(bottom graphs) months of age. Food intake is expressed in Kcal in relation to body weight. Data correspond to the mean + SEM with
n =12 for control and UN animals of each sex issued from 6 different litters (two animals of each dam). *p <.05; **p < .01 (Student's t-
test). °p < 0.05; %5p <.01; 5%p < .001 compared with male animals of the same experimental group as determined by two-way ANOVA
analysis using maternal diet and sex as factors followed by Sidak’s multiple comparison test.

was evaluated in the nucleus accumbens and ventral teg-
mental area. These experiments showed that the
expression of the dopamine transporter (DAT) in the
NAc was decreased by malnutrition in male animals
but increased in female rats (Figure 3 top graphs). Con-
versely, whereas the expression of DAT in the VTA was
increased in male undernourished rats in relation to
their controls, the levels of DAT mRNA in undernour-
ished females tended to decrease (Figure 3 bottom
graphs). The effects of undernutrition varied also
according to the brain region. Thus, compared to their
control counterparts, female undernourished rats
exhibited decreased and increased expression of,
respectively, dopamine receptor D2 and mu opioid
receptor mRNAs in the Nac (Figure 3 right top
graph), but not in the VTA (Figure 3 right bottom
graph), whereas the expression of mu opioid receptors
decreased in the VTA but not in the NAc of male rats
(Figure 3 left top and bottom graphs).

Gene expression changes of genes involved in the
homeostatic control of food intake

UN males exhibited increased levels of mRNAs
encoding the orexigenic peptides AgRP and NPY
but these changes were not observed in female ani-
mals (Figure 4). In contrast, maternal undernutrition

did not modify the expression of the anorexigenic
genes CART and POMC neither in male nor in
female rats.

Discussion

Since the concept of the developmental origins of
health and disease was proposed, a large number of
experimental studies have been performed with the
aim of determining the role of the neuronal circuits
regulating food intake on the increased disease suscep-
tibility to metabolic disorders resulting from maternal
undernutrition. Feeding behaviour, that is, the choice
of what to eat and how much to eat, is modulated
by complex regulatory mechanisms categorized as
homeostatic or non-homeostatic [23]. The former
mechanism relies on the action at the brain of several
peptide neurotransmitters released from the periphery
in response to the energetic status of the body. These
peptides act directly to regulate food intake or modu-
late feeding by controlling the expression within the
hypothalamus of NPY, AgRP, POMC, CART and
other neurotransmitters. NPY and AgRP promote
food intake (orexigenic effect), while increased
POMC and CART expression decrease food intake
(anorexigenic effect). The non-homeostatic control of
food intake is driven by signals associated with
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Table 2 Results of the two-way ANOVA analyses of food intake data represented in Figure 1.

Chow intake Sweet intake Fat intake Total intake
Source of variation F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value
3-Month-old Interaction 0.9838 3324 1.935 1721 04918 4873 0.9859 3267
Sex 29.12 0001 241 1286 24.81 .0001 4.557 039
Maternal diet 3.819 0581 2.966 093 3455 .0706 1.492 2291
6-Month-old Interaction 0.6219 437 2.669 1132 193 1757 0.05349 8188
Sex 36.32 0001 10.72 0027 39.52 .0001 9161 0001
Maternal diet 0.1246 7267 5.873 0218 0.7494 394 4.575 0413

Note: Statistics analyses were performed using GraphPad prism software version 6.0 with Sidak’s multiple comparison test as post hoc test.

cognitive processes, such as decision making and
learning, engaged by the sensory systems in response
to environmental factors and the reward and reinfor-
cing properties of food. The analysis and processing of
these signals is performed by a group of brain regions
designed collectively as the brain reward system
among which the mesolimbic dopaminergic pathway
that connects the ventral tegmental area to the nucleus
accumbens, amygdala, and hippocampus. Stimulation
of p-opioid receptors in the VTA blocks the release
of GABA onto DA neurons leading to elevated dopa-
mine levels in the NAc and enhanced motivation to
consume or ‘wanting’, whereas the activation of p-
opiod receptors located within the NAc increases

food ‘liking’. That is, the perceived palatability of a
food or the pleasure derived from the consumption
of food [24].

Previous studies have shown that protein or calorie
restriction during pregnancy and/or lactation induces
hyperphagia [9-11] and a high preference for consum-
ing sweet and fatty food [7,8,14] in the offspring. These
altered patterns of food intake are associated with
increased expression of the orexigenic peptides NPY
and AgRP in the hypothalamus and enhanced
expression of tyrosine hydroxylase, dopamine transpor-
ter genes and p-opioid receptors in the nucleus accum-
bens and ventral tegmental area [12,14,25]. Here, we
show that early malnutrition-induced preference for
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Figure 2. Relative abundance of mRNAs encoding sweet and fat taste receptors and transducing pathways in circumvallate papillae
and hypothalamus of male and female 6-month-old rats born to control or calorie-restricted dams. Data correspond to the fold change
in mRNA expression levels in relation to those of the control group (expression level 1), as determined by the 2*2“" method using B-
actin RNA as housekeeping gene. Expression levels from two animals of the same litter and from the same experimental group were
averaged to yield a final number of 6 points per group and per sex. *p < .05; **p <.01; ***p <.001 versus control rats of the same sex.
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group and per sex. *p <.05; **p <.01 versus control rats of the same sex.

the consumption of palatable food is also paralleled by
the upregulation in taste papillae and hypothalamus of
mRNAs encoding for genes involved in sweet and fat
taste detection and signalling. Therefore, in addition
to the impairment of the homeostatic and hedonic neur-
onal circuits regulating food intake, maternal undernu-
trition results in alterations of the gustatory system.
Oral sucrose stimulates the brain reward system by
enhancing the release of dopamine in the NAc [26]
and the firing rate of nucleus accumbens neurons
[27,28]. Increased dopamine levels in the NAc are also
observed following exposure to a high-fat diet [29].
On the other hand, several lines of evidence from the lit-
erature indicate that there is a positive relationship
between the preference for the consumption of sweet
or fat food and the expression levels of sweet and fat
taste receptors in the lingual epithelium. Namely, rats
made obese by a high-fat diet exhibit both reduced

expression of T1R3 receptor mRNA in the circumvallate
papillae and decreased preference for the consumption
of saccharine solutions [30]. Similarly, taste receptor
cells isolated from the circumvallate papillae of obese
mice display reduced responsiveness to sucrose and sac-
charine as well as decreased expression of gustducin and
PLC-B2 [31]. Worth noting, these latter changes in
sweet-sensing and gene expression at the cellular level
were correlated to the decreased unconditioned licking
responses to saccharine and sucrose exhibited by the
same animals. Conversely, overnight fasting increased
the preference for the consumption of high concen-
trations of linoleic acid which was associated with
enhanced expression of CD36 mRNA in taste buds
[32]. On the basis of these observations, it can be
reasonably proposed that the herein reported enhanced
expression of sweet and fat receptors and transducing
pathways in the circumvallate papillae of male
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Figure 4. Relative abundance of mRNAs coding for orexigenic (NPY and AgRP) or anorexigenic (POMC and CART) peptides in the
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averaged to yield a final number of 6 points per group and per sex. *p <.05; **p < .01; *P <.01 compared with control males.

malnourished rats leads to an overstimulation of the
brain reward system, therefore, explaining their
enhanced preference for consuming sweet and high-
fat foods in comparison with control animals. This over-
stimulation of the reward system would be concomitant
with the activation of food intake via non-homeostatic
regulatory mechanisms driven by the increased
expression in the hypothalamus of the orexigenic pep-
tides NPY and AgRP.

It should be mentioned, however, that though the
employed protocol allows the assessment of food prefer-
ence, it does not provide a direct estimate of taste sensi-
tivity. It also should be considered that different levels of
regulation exist between transcript and protein product,
including stability of the mRNA, the translation
efficiency of the transcript and degradation of the
protein, such that there is not always a direct link
between mRNAs levels and their functional products,
that is, their encoded proteins. Previous studies have
indeed shown that adult offspring of dams fed a low
protein diet exhibited decreased expression of p-opioid
receptor mRNA but the enhanced density of p-opioid
receptor binding sites [13,25]. Further studies using
complementary methods, such as the 2-bottle prefer-
ence test, are necessary to determine the direct conse-
quences of the changes in the expression of taste
receptor and taste signalling pathways induced by
maternal malnutrition on the taste sensitivity of the
offspring and to establish a mechanistic link between
these changes and their associated impaired feeding
pattern.

Given that animals were food-deprived for over a
period of 6 h before the test meal, it could be argued
that under our experimental conditions the incentive
to eat is essentially driven by hunger and that there is
a minimal influence on the taste system. This is however
unlikely since previous studies have shown that over-
night or a 24 h fasting do not alter the preference for
the consumption of fatty or sugary food [33,34]. Like-
wise, the involvement of post-ingestive factors in the
feeding pattern presented by the animals can be
excluded.

Despite considerable evidence in the literature that
taste preferences begin to be established during in
utero development and early childhood [5,35,36], very
few studies have attempted to determine the conse-
quences of maternal undernutrition or maternal obesity
on the mechanisms underpinning the detection and sig-
nalling of taste stimuli. To our knowledge, there are only
two studies in which alterations in the gustatory system
have been assessed in offspring following maternal
undernutrition or maternal obesity. In the first of
these studies, Salas et al. showed that offspring of cal-
orie-restricted rats exhibit impaired morphology of
the circumvallate papillae together with a reduced num-
ber of taste buds [37]. In the second study, Song et al.
observed that maternal consumption of a high-fat diet
increased the expression of both T1R1 and T1R3 recep-
tors while reducing gustducin mRNA levels in the lin-
gual epithelium of the offspring [38]. These changes
were detected at weaning and were still present at
three months of age but did not lead to preferential
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consumption of a sucrose solution. Otherwise, neither
the expression of PLC-P2 nor that of TRMP5 was
affected by maternal obesity. In contrast to this report,
here it was observed that maternal calorie-restriction
results in the upregulation of the fatty acid receptor
CD36 and of all genes encoding sweet detection and sig-
nalling proteins with the exception of the T1R3 receptor
gene.

In addition to being expressed in taste papillae, sweet
taste receptors are present in various tissues involved in
the regulation of energy homeostasis such as the pan-
creas, liver, adipose tissue, brain and intestine (see
[39] for review). Although the physiological function
of these extra-oral taste receptors remains largely unde-
termined, the emerging picture is that they play a pivotal
role in glucose sensing and glucose homeostasis. Thus,
activation of intestinal sweet taste receptors stimulates
glucose absorption via the release of glucagon-like pep-
tide-1 (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic
peptide (GIP) from enteroendocrine cells [40] and the
upregulation of the sodium-glucose cotransporter 1
(SGLT1) in enterocytes [41]. In the pancreas, sweet
taste receptors stimulate insulin secretion [42] and
their activation in the arcuate nucleus of the hypothala-
mus results in the increased firing of glucose-excitatory
neurons [17]. The characteristic of these neurones is
that they become activated by high concentrations of
glucose. Enhanced expression of taste receptors in the
hypothalamus of malnourished animals could therefore
lead to a low activation threshold of glucose-excitatory
neurons and, consequently, to a potentiation of the
effects of glucose. Brain injection of glucose or sucra-
lose, an artificial sweetener whose sweetening effects
are linked exclusively to its interaction with sweet
taste receptors, results in decreased feeding [17]. The
same has been shown upon stimulation of hypothalamic
CD36 receptors by fatty acids [43]. It is thus paradoxical
that malnourished animals show both increased food
consumption and a higher density of hypothalamic
sweet and fat taste receptors. However, sweet and fat
taste receptors are also expressed in the paraventricular
nucleus of the hypothalamus and it has been reported
that the injection of glucose into this hypothalamic
nucleus has an inhibitory effect on food intake [44].
Hence, in the absence of an integrative understanding
of the function of brain taste receptors, it is not possible
to draw definite conclusions about the behavioural con-
sequences of a change in hypothalamic taste receptor
expression levels.

Male and female rats reacted differently to maternal
undernutrition, both in terms of food preferences and
gene expression. In particular, there were no differences
in sweet, fat or total food intake between control and
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malnourished female rats despite the fact that the latter
displayed higher expression levels of sweet and fat taste
receptors in taste buds than undernourished males. Sex
differences in food preferences in response to maternal
undernutrition have also been documented by other
studies. For example, using a very similar developmen-
tal programming model than the one used in this report,
Alves et al. observed that male, but not female, under-
nourished rats consumed a higher amount of sweet
food than non-undernourished animals [14], whereas
Bellinger et al. showed that female, but not male,
offspring of protein-restricted dams consumed signifi-
cantly less fat when exposed to a self-selection feeding
trial than their control counterparts [7]. Female rats
exhibit reduced food intake during the proestrus
phase of their ovarian cycle resulting from a rise in oes-
tradiol secretion [45,46]. It could, therefore, be inferred
that the lack of effect of maternal undernutrition on
food preference in female rats is the consequence of
the influence of female gonadal hormones on food
intake and not of a sex-dependent difference in meta-
bolic programming. However, the proestrus period in
rats is 12-4 h long so that the effects of oestradiol on
food intake are not maintained throughout the 4-5
days of their ovarian cycle. Furthermore, under our
experimental conditions, food consumption remained
stable from day 2 to day 5 of the test in both female
and male rats and both male and female animals showed
the same inter-individual variation in food intake across
the tests. This latter result is identical to that reported
recently by Smarr et al. [47]. The present observations
add therefore to the existing evidence showing that
metabolic programming, as many physiological func-
tions and pathological alterations, differ between
males and females and highlight the need to consider
the sex as a biological variable in studies on the impact
of the maternal nutritional status on offspring’s health.
Identifying the mechanisms underlying the differences
in metabolic programming between sexes is a major
challenge.

The upregulation of taste receptors and transducing
pathways induced by maternal malnutrition expands
on previous observations indicating that impaired
nutrient sensing is a key mechanism of metabolic pro-
gramming. Namely, decreased or increased activation
of, respectively, mTOR and AMPK kinases were docu-
mented in adult offspring of dams fed a low protein
diet during gestation and lactation [48,49]. The mTOR
signalling pathway is under-stimulated in low energy
conditions while, on the contrary, AMPK is over-stimu-
lated. On the other hand, fasting entrains an up regu-
lation of hypothalamic sweet taste receptors [50].
These observations suggest that adaptive responses of
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nutrient-sensing pathways to energy shortfalls during in
utero and neonatal development persist into adulthood
in the absence of any nutritional deficiency.

In conclusion, maternal undernutrition induces
long-lasting sex-specific changes in food preferences
and gene expression in taste papillae, hypothalamus
and brain reward regions. The gene expression changes
in malnourished males are in favour of increased feed-
ing and are in line with their preference for consuming

sugary and fatty food.
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ANNEXES

ANNEXE 2 : Parametres analytiques sélectionnés pour la quantification

des sphingolipides (291).

Name Cone/collision (V) MRM transition (m/z)
S1P d18:1 28/14 380.2 - 264.3
S1P d17:1, 1S 28/14 366.2 - 250.3
Cer (d18:1/16:0) 28/26 538.5 > 264.3
Cer (d18:1/18:1) 28/24 564.5 - 264.3
Cer (d18:1/18:0) 30/26 566.5 - 264.3
Cer (d18:1/20:1) 28/26 592.3 - 264.3
Cer (d18:1/20:0) 28/26 594.3 - 264.3
Cer (d18:1/22:1) 30/30 620.6 - 264.3
Cer (d18:1/22:0) 30/30 622.6 - 264.3
Cer (d18:1/24:1) 28/30 648.6 - 264.3
Cer (d18:1/24:0) 34/26 650.6 - 264.3
Cer (d18:1/17:0), IS 28/28 552.5 - 264.3
SM (d18:1/16:0) 58/26 703.6 > 184.1
SM (d18:1/18:1) 32/40 729.6 - 184.1
SM (d18:1/18:0) 58/32 73151841
SM (d18:1/20:1) 38/30 757.4 - 184.1
SM (d18:1/20:0) 46/26 759.7 - 184.1
SM (d18:1/22:1) 38/30 785.7 > 184.1
SM (d18:1/22:0) 40/30 787.7 - 184.1
SM (d18:1/24:1) 38/30 813.7 > 184.1
SM (d18:1/24:0) 36/30 815.7 > 184.1
SM (d18:1/17:0), IS 56/30 717.6 - 184.1

MRM: multiple reaction monitoring; S1P: sphingosine-1-phosphate; Cer: ceramide; SM: sphingomyelin;
IS: internal standard.
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ANNEXE 3 : lllustration de I'électronébulisation (292).
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ANNEXE 4 : Schéma d'une source électrospray et exemples de spectres
de masse (292).
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ANNEXES

ANNEXE 5 : Détails des méthodes d'élution.

Methods Time Mobile phase A (%) Mobile phase B (%)
(min)

Targeted analysis of
sphingolipids2

0.0 60 40

4.0 1 99
Acquity® BEH C18 column

5.5 1 99
2.1 x50 mm, 1.7 um

6.0 60 40
400 pL/min

hL/ 8.0 60 40

60 °C

ANNEXE 6 : Détails des méthodes d'élution.

Methods Time (min) Mobile phase A (%) Mobile phase B (%)
0.0 60 40

Non-targeted lipidomicl 2.0 57 43
21 50 50

Acquity® CSH C18 column 12.0 46 54

2.1x 100 mm, 1.7 um 12.1 30 70

400 pL/min 18.1 1 99

55°C 20.0 1 99
22.0 60 40
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