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Dans le bassin méditerranéen, l'industrie de l'huile

d'olive produit des quantités considérables de sous-produits. Les grignons

d'olives (GO) sont les résidus solides obtenus après extraction de l'huile

d'olive. L'effet des grignons d'olives est étudié sur la composition

quantitative et qualitative des lipoprotéines et sur l'activité de la lécithine:

cholestérol acyltransférase (LCAT), chez des rats consommant un régime

enrichi en cholestérol. Des rats mâles Wistar pesant

80 ± 5 g (n=24) sont soumis pendant 28 jours à un régime contenant 20% de

caséine + 1% de cholestérol (HC) supplémenté ou non avec les grignons

d'olives à 2,5%, 5% et 7,5% (HC-GO , HC-GO et HC-GO , respectivement).

Les rats hypercholestérolémiques soumis aux régimes supplé-

mentés en GO sont comparés au groupe HC. e contenu

en cholestérol total (CT) est 1,5-, 1,7- et 2,1-fois plus faible chez les groupes

HC-GO , HC-GO et HC-GO , respectivement, alors que les teneurs en

cholestérol des lipoprotéines de haute densité (C-HDL et C-HDL ) sont

significativement plus élevées chez tous les groupes HC-GO (P<0,05). La

masse des HDL est significativement augmentée chez les groupes HC-

GO , HC-GO et HC-GO (P<0,05). Le contenu en triglycérides (TG) est 1,5-

fois plus élevé chez le groupe HC-GO . La masse et le contenu en phospho-

lipides (PL) des HDL sont respectivement, 1,4- et 1,8-fois, 1,6- et 2,6-fois et

1,8- et 2,8-fois plus élevés chez les groupes HC-GO , HC-GO et HC-GO ,
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent

un problème majeur de santé publique. Selon

l'Organisation Mondiale de la Santé [1], elles sont

responsables, chaque année, du décès de plus de

17 millions, soit 30% de la mortalité mondiale. Leur

développement est associé à plusieurs facteurs de

risque cardio-métabolique (dyslipidémie, diabète,

hypertension artérielle, obésité, tabagisme) [2].

Actuellement, il est bien établi que l'hypercholes-

térolémie contribue au développement de

l'athérosclérose [3]. Les données d'études clini-

ques et expérimentales ont révélé que des taux

élevés de cholestérol des lipoprotéines de faible

densité (C-LDL) sont associés à l'athérosclérose et

à un plus grand risque d'évènements cardiovascu-

laires [4]. Par ailleurs, plusieurs hypothèses

suggèrent que les concentrations en C-HDL

exercent un effet antiathérogène [5], en raison de

leur rôle central dans le transport inverse du

cholestérol (RCT) [6]. Ce dernier est un processus

comparés au groupe HC. Les teneurs en TG et esters de cholestérol (EC)

sont significativement augmentées chez les groupes HC-GO (P<0,05).

L'activité LCAT est 1,5- et 2-fois est plus élevée chez les groupes HC-GO et

HC-GO et 2,3-plus faible chez le groupe HC-GO . . La supplé-

mentation des régimes en grignons d'olives aux doses 2,5 et 5% chez le rat

hypercholestérolémique est en faveur d'un transport inverse efficace du

cholestérol des tissus périphériques vers le foie.

:

In Mediterranean areas, the olive oil industry

produces substantial amounts of by-products. Olive Cake is the solid

residue obtained after olive oil extraction. The effect of olive

cake was studied on the amounts and composition of lipoproteins and

activity of lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT), in rats fed a choleste-

rol-enriched diet. Male Wistar rats (n = 24)

weighing 80 ± 5 g were fed a diet containing 20% casein and enriched with

1% cholesterol (HC) supplemented or not with OC at 2.5%, 5% and 7.5%

(HC-OC , HC-OC and HC-OC , respectively) for 28 days.

Hypercholesterolemic rats fed diet supplemented with OC was compared

to HC group. Serum total cholesterol (TC) content was 1.5- 1.7- 2.1-fold

lower in HC-OC , HC-OC - and HC-OC groups, whereas high density

lipoproteins-cholesterol (HDL -C and HDL -C) contents were significantly

increased in all HC-OC groups (P<0.05). HDL amounts were significantly

increased in HC-OC , HC-OC and HC-OC groups (P<0.05). HDL -TG values

were 1.5-fold higher in HC-OC group. HDL amounts and phospholipids (PL)

contents were 1.4- and 1.8-, 1.6- and 2.6- and 1.8- and 2.8-fold increased in

HC-OC , HC-OC and HC-OC groups respectively, compared to HC group.

HDL -TG and CE values were significantly increased in HC-OC (P<0.05).

LCAT activity was 1.5 and 2-fold higher in HC-OC and HC-OC groups, and

2.3-fold lower in HC-OC . It seems that olive cake supplemen-

tation at 2.5 and 5% in hypercholesterolemic rats diets is in favor of an

efficient reverse cholesterol transport from peripheral tissues to liver.

:
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complexe assurant l'efflux de cholestérol des

cellules périphériques et son transport vers le foie

pour son métabolisme et son excrétion biliaire [7].

La lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT, EC

2.3.1.43) est d'une importance capitale pour le

métabolisme des lipoprotéines. C'est une enzyme-

clé impliquée dans la maturation des lipoprotéines

[8] et la production des esters de cholestérol des

HDL est fondamentale pour le processus de

transport inverse du cholestérol [9], un méca-

nisme généralement connue pour être athéro-

protecteur [10].

Le régime Méditerranéen est caractérisé par une

consommation importante d'huile d'olive qui est

liée à une faible incidence des MCV. Ces effets sont

attribués à la teneur élevée en composés phénoli-

ques et d'autres antioxydants, tels que les toco-

phérols. L'huile d'olive ne contient que 2,1% de la

teneur totale en phénols de l'olive, les 98-99%

restants sont présents dans les déchets de

l'huilerie [11]. Ces composés phénoliques peuvent

avoir des propriétés anti-oxydantes et thérapeuti-

ques qui exercent des effets anti-cancer, antiviral,

anti-inflammatoire, hypolipémiant et hypoglycé-

miant [12].

Ainsi, le but de ce travail est d'étudier l'effet des

grignons d'olives à différentes pourcentages sur

les teneurs et la composition des lipoprotéines et

sur l'activité LCAT, chez des rats consommant un

régime enrichi en cholestérol.

Les grignons d'olives sont collectés après extrac-

tion de l'huile d'olive des régions de Tlemcen et de

Sig (Ouest algérien), séchés à 60°C puis broyés

finement. La composition nutritionnelle des

grignons d'olives a été déterminée précédemment

[13].

Des rats mâles de souche Wistar (n = 24) (Institut

Pasteur, Alger), pesant 45 ± 5 g sont soumis pen-

dant 4 jours à un régime standard contenant 20%

de caséine + 0,3% de méthionine, combiné à 5%

d'huile de tournesol [13]. Après cette phase

d'adaptation, les rats sont divisés en 4 groupes: un

groupe hypercholestérolémique (HC) consomme

le même régime enrichi avec 1% de cholestérol et

0,5% d'acide cholique pendant 28 jours. Les trois

autres groupes hypercholestérolémiques sont

soumis au même régime et supplémenté avec des

grignons d'olives à des doses de 2,5%, 5% et 7,5%

(HC-GO , HC-GO et HC-GO , respectivement)

pendant 28 jours.

Les animaux sont placés dans une animalerie où la

température est maintenue à 22°C, avec un

rythme circadien de 12h jour/12h nuit et une

hygrométrie constante de 60%. L'eau et la nourri-

ture sous forme de poudre sont données à volon-

té. Les conseils pour la protection et l'utilisation

des animaux de laboratoire sont suivis [14]. Le

protocole et l'utilisation de rats ont été approuvés

par le Comité d'Ethique de notre Institution.

Au 28 jour de l'expérimentation, après 12 h de

jeûne, 6 rats de chaque lot sont anesthésiés par

injection intra péritonéale de pentobarbital

sodique (6 mg/100 g de poids corporel) (Coopéra-

tion Pharmaceutique Française, 77000, Melun). Le

sang est prélevé par ponction de l'aorte abdomi-

nale puis recueilli dans des tubes secs et centrifugé

à 1000 pendant 20 min à 4°C. Le sérum est

conservé à –20°C avec de l'azide de sodium à

0,02% (P/V) et de l'EDTA-Na à 0,1% (P/V).

Les lipoprotéines sont séparées selon leur densité

par une méthode de précipitation décrite par

Burstein ., (1970 ; 1989) [15,16] qui utilise le

sulfate de dextran wt 500000 (Sigma Chemical

Company, St Louis PO BOX 14508) + MgCl pour

séparer les lipoprotéines de haute densité HDL

(1,085< d <1,121) et HDL (1,121< d < 1,210).

Toutes les centrifugations se font à température

ambiante (20°C) à 1000 pendant 20 min. Par

ailleurs, afin de minimiser la contamination avec

les protéines sériques, les différentes fractions de

lipoprotéines sont purifiées par lavages successifs.
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Tableau I. Teneurs sériques en cholestérol et en triglycérides calculée selon la formule suivante:

Activité CAT=(CLth-CLth)/4h d ’incubation

Chaque valeur représente la moyenne ± ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le test 't' de

student. P<0,05. HC-GO ,HC-GO ou HC-GO : groupes hypercholestérolémiques soumis aux régimes supplémentés avec 2,5,

5 ou 7,5% de grignons d'olive. HC: groupe hypercholestérolémique.

*

2,5 5 7,5

Détermination des protéines et des différents

composants lipidiques

Détermination de l'activité de la lécithine: choles-

térol acyltransférase (LCAT, EC 2.3.1.43)

Les apolipoprotéines totales et les différents

lipides sont dosés par méthodes colorimétriques

enzymatiques: les protéines (kit, Spinreact, Spain),

le cholestérol total et les triglycérides (Kits Biocon,

Germany), le cholestérol libre (kit Biolabo SA,

France) et les phospholipides (Kit Cypress Diag-

nostic, Belgique). Le cholestérol estérifié (CE) est

obtenu par différence entre CT et CL puis multiplié

par 1,67 (poids moléculaire moyen d'un acide gras

qui estérifie le cholestérol) pour calculer les esters

de cholestérol.

L'activité de la LCAT est déterminée par la méthode

endogène de Chen & Lacko, (1986) [17] sur du

sérum frais. Cette technique est basée sur la

disparition des molécules de cholestérol libre qui

sont transformées en cholestérol estérifié sous

l'action de la LCAT, après 4 heures d'incubation à

37°C, à partir d'un acide gras et de la lécithine. Le

cholestérol libre est dosé par méthode enzyma-

tique colorimétrique (kit Biolabo SA, France).

L'activité de la LCAT est exprimée en nanomoles de

cholestérol estérifié.h .ml de sérum.cholestérol

estérifié.h .ml de sérum. Elle est calculée selon la

formule suivante : Activité LCAT = (CLt h - CLt h)/4

h d'incubation

Les résultats sont exprimés sous forme de

moyenne ± erreur standard (M±ES) de 6 rats par

groupe. La comparaison entre les groupes de rats

hypercholestérolémiques soumis à un régime

supplémenté avec des grignons d'olives (HC-GO ,

HC-GO et HC-GO respectivement) ou non (HC)

est réalisée par le test 't' de student (Logiciel

Statistica, Statsoft 97). Les moyennes sont consi-

dérées comme significativement différentes à

<0,05.

Au niveau sérique, le contenu en CT est 1,5-, 1,7- et

2,1-fois plus faible chez les groupes HC-GO , HC-

GO et HC-GO , respectivement. Les valeurs des

TG sont 4,3- et 3,5-fois plus faibles chez les groupes

HC-GO et HC-GO , respectivement (Tableau I).

Les teneurs en CT dans les fractions HDL et HDL

sont significativement plus élevées chez tous les

groupes soumis aux régimes contenant les

grignons d'olive (P<0,05). Le rapport CT/C-HDL et

respectivement, 2,8-, 2,4- et 4-fois plus faibles,

chez les groupes HC-GO ,HC-GO ou HC-GO .

L'activité de LCAT est 1,45- et 2-fois augmentée

chez les groupes HC-GO et HC-GO et 2,3-fois plus

faible chez le groupe HC-GO comparés au groupe

HC (Tableau II).
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CT (mmol.L )

TG (mmol.L )

-1

-1

HC HC-GO2,5 HC-GO5 HC-GO7,5

7,40±1,01

2,18±0,94

4,95±0,73

1,42±0,57

* 4,28±0,56

0,51±0,19

*

*

3,52±0,42

0,61±0,14

*

*



Teneurs et composition en lipides et apolipopro-

téines des HDL et des HDL2 3

La masse des HDL qui représente la somme du

contenu en apolipoprotéines (apo), TG, PL, CL et

EC, et les teneurs en PL sont significativement

augmentées chez les groupes HC-GO , HC-GO et

HC-GO (P<0,05). Le contenu en TG est 1,5-fois

plus élevé chez le groupe HC-GO comparé au

groupe HC. Les teneurs en apos CL et EC sont

similaires chez les différents groupes (Tableau III).

La masse des HDL et leur contenu en PL sont

respectivement, 1,4- et 1,8-, 1,6- et 2,6- et 1,8- et

2,8-fois plus élevés chez les groupes HC-GO , HC-

GO et HC-GO comparés au groupe HC. Les

teneurs en TG et EC sont significativement

augmentées chez le groupe HC-GO (P<0,05)

(Tableau III).

Dans ce travail, l'effet des grignons d'olives est

étudié sur les teneurs et la composition des

lipoprotéines et sur l'activité de la LCAT, chez le rat

rendu hypercholestérolémique, par ingestion d'un

régime enrichi en cholestérol. Il a été démontré

que la supplémentation des régimes alimentaires

avec du cholestérol entraîne une augmentation du

CT sérique [18], facteur contribuant au développe-

ment des MCV [19]. Nos résultats montrent que la

consommation des grignons d'olives, quelle que

2

2,5 5

7,5

2,5

3

2,5

5 7,5

7,5

........
......

Discussion

HDL2

Masse (g/L)

Apos (g/L)

EC (nmol/L)

CL (nmol/L)

PL (nmol/L)

TG (nmol/L)

1,50±0,30

3,81±1,73

1,10±0,01

0,65±0,29

0,40±0,01

0,32±0,03

2,00±0,20

3,10±0,99

1,09±0,01

0,53±0,17

0,60±0,05

0,47±0,07

* 2,70±0,30

2 , 7 3 ± 0 , 2 6

1,22±0,002

0,46±0,04

0,54±0,025*

0,34±0,04

*

*

*

2,70±0,40*

2,63±0,09

1,12±0,005

0,45±0,01

0,66±0,04*

0,33±0,002

HC HC-GO2,5 HC-GO5 HC-GO7,5

4,10±0,70

7,01±1,69

0,27±0,07

0,60±0,14

0,50±0,03

0,51±0,08

6,00±0,50*

6,35±2,69

0,40±0,002*

0,54±0,08

0,90±0,06*

0,64±0,06*

6,70±1,00*

6,77±0,11

0,24±0,04

0,57±0,01

1,30±0,07*

0,44±0,05

7,50±1,20*

6,22±0,08

0,58±0,06*

0,57±0,05

1,40±0,03*

0,64±0,01*

HDL3

Masse (g/L)

Apos (g/L)

EC (nmol/L)

CL (nmol/L)

PL (nmol/L)

TG (nmol/L)

Tableau III. Teneurs et composition en lipides et apolipoprotéines des HDL2

Chaque valeur représente la moyenne ± ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le test 't' de

student. P<0,05. HC-GO ,HC-GO ou HC-GO : groupes hypercholestérolémiques soumis aux régimes supplémentés avec 2,5,

5 ou 7,5% de grignons d'olive. HC: groupe hypercholestérolémique. La masse représente la somme des teneurs en apos, TG, PL,

CL et EC

*

2,5 5 7,5

.
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Tableau II. Teneurs en C-HDL C-HDL , rapport d'athérogénicité et activité de la LCAT2 3

C-HDL (mmol.L )

C-HDL (mmol.L )

CT/C-HDL

LCAT (nmol.h .mL serum)

2

3

-1

-1

-1 -1

1,02±0,30

1,87±0,21

3,70±0,56

2,84±0,42

1,62±0,18

2,94±0,03

1,30±0,23

4,12±0,77

*

*

*

*

1,58±0,04

2,81±0,05

1,50±0,14

5,58±0,04

*

*

*

*

1,57±0,01

2,15±0,11

0,90±0,13

2,21±0,38

*

*

*

HC HC-GO2,5 HC-GO5
HC-GO7,5

Chaque valeur représente la moyenne ± ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le test 't' de

student. P<0,05. HC-GO ,HC-GO ou HC-GO : groupes hypercholestérolémiques soumis aux régimes supplémentés avec 2,5,

5 ou 7,5% de grignons d'olive. HC: groupe hypercholestérolémique.

*

2,5 5 7,5



soit la quantité (2,5%, 5% ou 7,5%), diminue les

teneurs sériques en cholestérol total. Chez les

groupes GO comparés au groupe HC, cette choles-

térolémie est traduite par une utilisation efficace

du cholestérol d'une part, et une répartition

favorable au niveau de la fraction anti-athérogène

d'autre part. De plus, l'activité des enzymes-clés

de la régulation de la biosynthèse du cholestérol

peut être incriminée, tels que l'hydroxy-méthyl-

glutaryl-coenzyme A réductase, enzyme respon-

sable de la régulation de la biosynthèse du choles-

térol et la cholestérol 7 -hydroxylase, enzyme

impliquée dans la transformation du cholestérol

en acides biliaires.

Les HDL sont reconnues comme étant le seul

facteur protecteur vis-à-vis du risque cardiovascu-

laire [20]. L'augmentation du contenu en cholesté-

rol dans les HDL, en particulier celui des HDL ,

laisse suggérer une diminution de la synthèse des

acides biliaires due à la présence de molécules

bioactives dans les grignons d'olives. En effet, ces

produits contiennent des polyphénols [21], en

particulier l'hydroxytyrosol, le tyrosol, l'oleuro-

péine et l'acide caféique [22]. Nekooeian .,

(2014) [23] indiquent que l'oleuropéine présente

un effet cardioprotecteur, qui pourrait être en

partie véhiculé par ses propriétés antioxydantes.

Ces résultats ont été aussi notés avec l'hydroxy-

tyrosol [24]. Nos résultats ont montré que les

grignons d'olives réduisent la peroxydation

lipidique du sérum [13] et augmentent l'activité

des enzymes antioxydantes [25].

L'effet cardioprotecteur des HDL résulterait

principalement d'une participation active des HDL

assurant le transport inverse du cholestérol grâce à

la LCAT, enzyme plasmatique spécifique qui

hydrolyse les lécithines des lipoprotéines plasma-

tiques et produit des esters de cholestérol.

Bien que les teneurs en apolipoprotéines des HDL ,

dont l'apo majeure est l'apo A-I, cofacteur-

activateur de la LCAT, ne présentent aucune

différence significative, une augmentation de

l'activité de cette enzyme est observée avec la

supplémentation des grignons d'olives. De plus,

les phospholipides des HDL , substrat de l'enzyme

sont augmentés avec des valeurs de CL-HDL ,

accepteur du groupement acyl similaires. Le

contenu en EC-HDL , produit de la réaction LCAT

est similaire, en particulier, chez les groupes HC-

GO et HC-GO . Chez ces derniers, l'augmentation

des teneurs en PL-HDL , et l'enrichissement en TG

des fractions HDL et HDL , laissent suggérer que

l'activité de la triglycéride lipase hépatique,

enzyme lipolytique synthétisée par les hépatocy-

tes et exprimée dans le compartiment vasculaire,

est suffisante pour agir efficacement sur ces

fractions, en transformant les particules de grande

taille type HDL en particules de petite taille type

HDL .

Il ressort de cette étude que chez le rat rendu

hypercholestérolémique, la supplémentation des

régimes avec les grignons d'olives, semble atté-

nuer l'hypercholestérolémie en diminuant proba-

blement l'absorption du cholestérol exogène et en

augmentant la conversion du cholestérol endo-

gène en acides biliaires. Ainsi, les grignons d'olive

sont en faveur d'un transport inverse efficace du

cholestérol des tissus périphériques vers le foie. l

serait donc intéressant de les valoriser en santé vu

leur effet protecteur vis-à-vis du risque cardiovas-

culaire.

Cette étude entre dans le cadre d'un Programme

National de Recherche en Sciences fondamentales

(PNR N°46) financé par l'Agence Thématique de

Recherche en Sciences de la Santé (ATRSS).
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