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RESUME
Les maladies cardiovasculaires constituent l'une des principales causes de
mortalité¢ dans les pays occidentaux. Elles semblent cependant avoir épargné certaines
populations, notamment les Inuits et les Japonnais, deux peuples friands de poissons.
Depuis cette constatation, de nombreux scientifiques ont étudié le rdle cardioprotecteur
des acides gras essentiels oméga-3 (®-3) contenus dans la chair des poissons. Dans le

présent mémoire, nous avons comparé les effets de deux diétes d'acides gras

polyinsaturés sur I’infarctus du myocarde chez le rat.

Des rats ont été assignés de fagon aléatoire a une diéte spécifique, constituées
d’une ration de base enrichie en ®-3 (huile de poisson) ou en ®-6 (huile de Soya), durant

8 semaines puis soumis a une ischémie de 40 minutes et a une reperfusion de 72 heures.

Les résultats obtenus montrent une taille de [IDinfarctus du myocarde
significativement plus faible chez les rats ®-3 en comparaison avec les rats n-6. Ils
présentent également une diminution significative de 1’activité de la caspase-3, laquelle
est impliquée dans I’apoptose, ainsi qu’une augmentation significative de ’activité de
AKT, une protéine kinase clé dans la survie cellulaire. On note cependant aucune
différence du poids corporel et de la consommation en énergie entre les deux groupes
expérimentaux. Aucune différence significative n'est observée en ce qui concerne le taux
d’expression de la cyclo-oxygénase de type 2 (COX-2), une enzyme impliquée dans la

synthése des eicosanoides, et celui de TNF-a, une cytokine pro-inflammatoire.
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Contrairement a nos attentes, nos résultats indiquent un taux d’agrégation des plaquettes
significativement plus élevé chez les rats ®-3 que chez les rats @-6.

Ces résultats montrent que les ®-3 jouent un rdle protecteur dans P’infarctus du

myocarde chez le rat impliquant probablement un effet anti-apoptotique.

Mots clés : Acide gras essentiels, acides gras polyinsaturés, oméga-3, ®-3, huile de
poisson, maladies cardiovasculaires, infarctus du myocarde, rat, apoptose, caspase-3,

AKT, eicosanoide, COX-2, TNF-a, cytokine, inflammation, agrégation plaquettaire.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of death in western countries.
However, it seems that it does not affect certain populations such as the Inuits and the
Japanese who are heavy consumers of fish. Scientists have studied the cardioprotective
role of omega-3 (w-3) essential fatty acids found in the fish meat. In the present work, we
have studied the effects of two polyunsaturated fatty acids diets on myocardial infarction

in the rat.

The rats have been randomly assigned to a specific diet, made of a basic portion enriched
of ®-3 enrichment (fish oil) or -6 (Soya oil), during 8 weeks. After this period,

myocardial infarction was provoked by a 40 minute ischemia and a 72 hour reperfusion.

Results show a significantly smaller size of the myocardial infarction for rats fed with ®-
3 compared to those fed with n-6. We observed a significant decrease of the caspase-3
activity, which is involved in apoptosis, and also a significant increase in the AKT
activity, a key protein kinase of cellular survival. However we did not note any difference
in body weight and energy consumption between the two groups. Similar results are
observed concerning the expression rate of the type 2 cyclo-oxygenase (COX-2), an
enzyme implicated in the synthesis of eicosanoids, and also of TNF-a, a pro-
inflammatory cytokine. Unexpectedly, our results indicate a significantly higher platelet

aggregation rate for the ®-3 rats than for the w-6 rats.
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These results show that the -3 play a protective role in myocardial infarction of the rat

involving an anti-apoptotic effect.

Key words : essential fatty acids, polyinsaturated fatty acid, omega-3, w-3, fish oil,
cardiovascular disease, myocardial infarct, rat, apoptosis, caspase-3, AKT, eicosanoids,

COX-2, TNF-a, cytokine, inflammation, platelet aggregation.
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I. INTRODUCTION

1. EPIDEMIOLOGIE

Au Canada, les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de déces
(Institut de recherche en santé du Canada). En 1998, elles ont enlevé la vie a 79 389
personnes au pays (Agence de santé publique du Canada). L’analyse de la fréquence des
maladies cardiovasculaires dans différentes régions du globe montre d’importantes
variations géographiques. La trés faible incidence des maladies cardiovasculaires chez
certaines populations, notamment les Inuits du Groenland (10 a 30 % plus faible qu'au
Danemark), a été attribuée a leur alimentation riche en huile de poissons [1-2]. Depuis,
les recherches ont démontré que les acides gras de la famille des oméga-3 (-3)présents
dans les huiles de poisson étaient probablement responsables de ces effets bénéfiques.
L'étude « Physician's Health Study» et l'étude MRFIT, deux études en prévention
primaire, ont montré qu’une forte concentration d’®-3 dans le sang ou une consommation
quoditienne d’w-3 supérieure a 0,7 g réduit le risque de mort subite et le risque
coronarien [3-4]. L’étude GISSI, une étude en prévention secondaire pour la survie apres
une infarctus, réalisée en Italie sur plus de 11 000 sujets, a montré qu’une
supplémentation en @-3 associée 4 une diéte méditerranéenne, entrainait une réduction de
23% du risque de mort subite sur une période de 3,5 ans (1999-2002). L'étude GISSI
confirme ainsi les résultats de I’étude DART réalisée en 1994 chez plus de 2 000 hommes
et qui a montré que les gens qui consomment 300 g de poisson/semaine présentaient une
diminution de 29% du risque de mortalité comparativement a ceux qui n'en

consommaient pas [5-6]. L'ensemble de ces études suggere que les ®-3 exercent a travers



leur métabolisme, une action protectrice sur certains facteurs de risque impliqués dans les

maladies cardiovasculaires.

2. ACIDES GRAS

2.1. Structure et nomenclature

Les acides gras sont des acides carboxyliques (R-COOH) dont le radical R est une
chaine aliphatique de type hydrocarbure de longueur variable qui donne a la molécule son
caractére hydrophobe. On les retrouve rarement a 1’état libre dans la nature mais plutdt
comme constituant des lipides. Ils existent essentiellement sous une forme estérifice
formant avec le cholestérol, les esters de cholestérol, et avec le glycérol, les triglycérides.

Ainsi, ils neutralisent la fonction acide [7-8-9-10-11-12].

La majorité des acides gras retrouvés a I’état naturel possédent une chaine linéaire
de 4 a 28 atomes de carbone. On parle d'acide gras a longue chaine pour une longueur de

14 4 22 carbones et a trés longue chaine s'il y a plus de 22 carbones [7-8-9-10-11-12].

Les acides gras différent par leur nombre d’atomes de carbone et par leur type de
liaison entre ces atomes (liaison simple ou liaison double). Ainsi, ils sont appelés saturés
lorsque toutes les liaisons sont simples et insaturés quand certaines d'entre-elles sont
doubles. S’ils ne comportent qu’une seule double liaison, ils sont dits monoinsaturés, et
s'ils en comportent deux ou plus, on les nomme polyinsaturés. Selon la commission de
nomenclature biochimique, la position de la double liaison s'indique habituellement par la

lettre "n" suivie d'un chiffre correspondant au nombre d'atomes de carbone a partir du



fragment CH; d'une extrémité de la chaine jusqu'a la premiére double liaison [7-8-9-10-

11-12].

Nombre d’insaturations

\
C 18 :3 @3

7N\

Nombre de carbones Position de la I'"
insaturation a partir du
méthvl terminal

Les acides gras se distinguent également par la forme géométrique de leur(s)
double(s) liaisons(s). Ces doubles liaisons sont généralement de conformation cis ce qui
entraine un pli rigide dans la chaine aliphatique. Cette inflexion engendre davantage
d’interférences stériques entre les groupes méthylénes voisins. Il en résulte alors une
diminution des interactions moléculaires Van der Waals et, par conséquent, un état de
grande énergie. Les liaisons frams, quant a elles, possédent une forme géométrique
linéaire proche de celle des acides gras saturés. Ces derniers possédent un grand pouvoir
de rotation autour des liaisons C-C successives conférant une grande flexibilité a la
chaine aliphatique, source de conformations multiples. Toutefois, la conformation la plus
fréquente est celle en extension totale car elle réduit les répulsions stériques entre les

groupes méthylénes voisins. [7-8-9-10-11-12].

2.2. Principales sources alimentaires des acides gras
Une grande partie des acides gras est apportée par I'alimentation. Cet apport est
vital pour maintenir une lipidémie stable et pour obtenir les acides gras « essentiels »

(voir section 2.1). [7-12-13-14-15].



Il existe deux types différents d’acide gras dans les aliments consommés, saturé€s
et insaturés, ces derniers pouvant étre de conformation cis ou frans. La plupart des
graisses et des huiles comportent un mélange de ces quatre types, mais en général, un

type d'acide gras y prédomine. [7-12-13-14-15].

Tableau I : Liste des acides gras les plus communs et leur source alimentaire [15].

Nom frangais de I'acide

Acides gras polyinsaturés

Acide linoléique

Acide alpha-linolénique

Acide dihomo-gamma-
linolénique

Acide Arachidonique
Acide eicosapentaénoique

Acide docosahexaénoique

C 18 :2 w6 (tous
cis)
C 18 :3 ®3 (tous
cis)

C20:2 w6

C 20 :4 06 (tous
cis)
C 20 :5 ®3 (tous
cis)
C 22 :6 ®3 (tous
cis)

oras Formule Source alimentaire
Acides gras saturés
Acide butyrique C4:0 Beurre
Acide caprylique C8:0 Huile de palme
Acide caprique C10:0 Huile de noix de coco
Acide laurique C12:0 Huile de noix de coco
Acide myristique C14:0 Beurre, huile de noix de coco
Acide palmitique C16:0 Toutes graisses et huiles
Acide stéarique C18:0 Toutes graisses et huiles
Acide arachidique C20:0 Lard, huile d'arachide
Acides gras monoinsaturés
Acide palmitoléique C16:1 o7 Toutes graisses et huiles
Acide oléique C 18:1 09 (cis) Toutes graisses et huiles
Acide elaidique (Ctr ;ﬁs ; ®9 ;l;?szse ‘éigle;ﬁl? hydrogénées, beurre,

Toutes huiles végétales
Huiles de soja, colza, lin
Poissons gras

Graisse de porc, poulet
Poissons gras

Poissons gras




3. ACIDE GRAS POLYINSATURES OMEGA-3 ET OMEGA-6

3.1. Acides gras essentiels

Certains acides gras sont dit « essentiels » car le corps humain est incapable de les
synthétiser par lui-méme, ou les synthétise en quantité insuffisante. Les besoins de
I’organisme doivent donc étre comblés régulierement par I'alimentation. Les acides gras
polyinsaturés des séries ©-3, dérivé de I’acide alpha linolénique (ALA, 18:3, n-3), et ®-6,
dérivé de I’acide linoléique (LA, 18:2, n-6 ), font partie des acides gras dits essentiels [7-

12-13-14-15].

3.2. Métabolisme

3.2.1. Systéme élongase/désaturase

Les acides gras hautement polyinsaturés sont primordiaux pour maintenir diverses
fonctions vitales [7-8]. La transformation des acides gras essentiels, que sont ALA et LA,
en acides gras hautement polyinsaturés s’effectue via un systéme élongase/désaturase
commun [17], lequel permet I’addition de deux unités de carbone a I’extrémité carboxyl
de la chaine ainsi que I’introduction d’une double liaison vers I’extrémité carboxyle de la

chaine par I’enlévement de deux hydrogénes.

Le corps humain ne peut synthétiser les acides gras hautement polyinsaturés qu’a
partir de ALA et LA apportés par 1’alimentation puisqu’il est incapable de les synthétiser
a partir de ’acétyl CoA, le substrat de départ fourni par la glycolyse ou par la dégradation
d’acides gras ou d’acides aminés [18]. Cela s’explique par D’absence, chez les

mammiferes, des enzymes ®3- et Al2-désaturase qui introduisent une double liaison



respectivement, au niveau des carbones numéro 3 et numéro 6 [18]. Ainsi, la synthése des
acides gras hautement polyinsaturés a partir de ALA et LA requicrent deux désaturases
liées a la membrane du réticulum endoplasmique, soit les A6- et AS5-désaturases [19].

Celles-ci sont largement exprimées dans les tissus humains, principalement dans le foie

[20-21].

3.2.2. Biosynthése de AA, EPA et DHA

Famille des oméga 6 Famille des oméga 3
WRAANLED @ SN
Acide linoleique ackde a-linokénique
A6 désaturation et dongotion

VWAAAAN > G 20403
Prostanodes senc | AS désaturation
Leucotnicnces scric 3

WA-AAAN D @D PSS
2 Acide arachidonique (AA) Acide siccsapentaenoique (EPA)
l Elongation l
. g Prostonoides scnc 3
Prastanoides senc 2 22:4p6 22:503 Leucotricnies sene 5
Leucotnenes seric 4 Elongation, Aades grus hydroxyles
Acides gras hydroxyles A6 désoturotion et
rétroconversion
péroxysomale
VWAALLA D @D NS
Acide docosapentaenoique Acide docosahexaenoigue (DHA)

Figure 1: Voie de biosynthése des acides gras polyinsaturés (AGpl) des familles ©-3 et ®-6 & partir des
acides gras essentiels et métabolisation des AGPI en eicosanoides (prostanoides, leucotri¢nes) [16].

Le métabolisme des familles @-3 et -6 suit deux voies paralleles. Au cours de
ces voies métaboliques, au moins trois enzymes sont impliquées: la A6-désaturase,
I’élongase et la AS désaturase [16-18-22]. Au cours du métabolisme des acides gras
hautement polyinsaturés, des composés comme la dihomo-y-linolénique (DGLA, 20 :3,
n-6), I’acide arachidonique (AA, 20 :4, n-6), ou dans l'autre famille, P’acide

eicosapentaénoique (EPA, 20 :5, n-3) et ’acide docosahexaénoique (DHA, 22 :6, n-3)



sont synthétisés [16-18-22]. Ils serviront, entre autres choses, de précurseurs pour la

synthése des eicosanoides dont les roles physiologiques sont considérables [16].

3.2.3. Régulations enzymatiques

Les enzymes métaboliques impliquées dans la synthése des acides gras hautement
polyinsaturés sont soumises a des régulations. La régulation principale s’opére au niveau
de la A6-désaturase qui représente I’enzyme limitante de ces voies métaboliques [23].
Cette enzyme utilise comme co-facteur le zinc et le magnésium, qui sont nécessaires a
son bon fonctionnement [24]. Son activité est également modulée par des facteurs
nutritionnels et hormonaux [25-26]. Ainsi, son activité augmente lors d’un régime enrichi
en protéines ou en acides aminés, carencé en acides gras essentiels ou lors
d’hypoinsulinémie. L’activité de ’enzyme diminue lors du jeline, dans les régimes riches
en glucides, avec I’dge et en présence de glucagon, d’adrénaline, de cortisol et de

thyroxine [27-28-29-30-31].

3.3. Sources alimentaires

Chaque année, les -3 et leurs propriétés font I’objet de nombreuses recherches.
Des recommandations ont été émis au sujet de I’apport en ®-3, qui se résume a environ

un ou deux grammes par jour [32].

Les -3 se retrouvent sous différentes formes en fonction de leur origine animale
(EPA ou DHA) ou végétale (ALA) [35-36-37-38]. Ils n’ont pas les mémes propriétés ni
les mémes biodisponibilités. Théoriquement, ALA devrait étre suffisant a ’organisme

puisqu’elle est censée se convertir en EPA et DHA. Hélas, dans la pratique, cette



transformation n’a pas toujours lieu [35]. Plusieurs études indiquent que la conversion de
ALA chez I’humain est trés variable et implique plusieurs facteurs [39-44]. Emken et al
révélent qu’une diéte riche en DHA inhibe la conversion de ALA en acides gras a longue
chaine par une rétroaction [40]. De plus, une consommation excessive de ALA inhibe la
conversion en raison de I’augmentation de la concentration de DHA plasmatique et
cellulaire [41]. D’autres facteurs ont un rdle important dans la conversion de ALA dont le
genre (la conversion apparait plus élevée chez les femmes probablement en raison du
taux d’cestrogéne) [42-44], I’4ge, la génétique et les caractéristiques physiologiques [56].

Le stress et la grossesse peuvent aussi augmenter la conversion de ALA [43-44-56].

1l semble que les effets bénéfiques des ®-3 sur la santé soit généralement associés
aux acides gras polyinsaturés a 20 et 22 atomes de carbones plutdt que les précurseurs a
18 atomes de carbones comme ALA. Il vaut donc mieux apporter au corps les trois types
d’@-3: ALA, EPA et DHA [35]. Les poissons gras en constituent les meilleures sources

mais certaines plantes en contiennent également des quantités intéressantes.

Tableau II : Composition en acides gras ©-3 (EPA et DHA) de différents produits d’origine animale
(Quantité en grammes pour 100 grammes) [35].

Source (EPA+DHA) g/100 g

Hareng 3

Magquereau 2,5
Truite de mer 1,6
Saumon atlantique 1,2
Thon, truite arc-en-ciel, huitre, moules 0,5
Crabe, crevettes 0,4
Morue atlantique 0,3
Espadon, homard 0,2




4. ROLES PHYSIOLOGIQUES MAJEURS DES AGPI
4.1. Source énergétique

Les acides gras polyinsaturés dont AA, EPA et DHA constituent une importante
source d’énergie métabolique pour 1’organisme. Etant des lipides, ils libérent deux fois
plus d’énergie que les glucides et les protéines. Les acides gras sont essentiellement
stockés dans le cytoplasme des adipocytes. L’ensemble des adipocytes forme le tissu
adipeux, lequel est abondamment présent dans la couche sous-cutanée et dans la cavité
abdominale. Cette réserve lipidique permet de survivre sans manger pendant deux ou
trois mois contrairement a la réserve en glycogéne, qui ne peut pourvoir aux besoins
énergétiques que pour une période inférieure 4 un jour. En plus d’emmagasiner de
I’énergie, le tissu adipeux sous-cutané sert d’amortisseur pour protéger les organes vitaux

et procure une isolation thermique [7-8].

Les graisses et les huiles que ’on retrouve dans notre alimentation sont
principalement des triglycérides (environ 90%). Les triglycérides sont digérés dans le
systétme sanguin par la lipoprotéine-lipase, excrétée par les cellules adipocytes, en
glycérol et en acides gras. Ces derniers sont alors dégradés en corps cétoniques par B-
oxydation afin de produire de I’énergie métabolique sous forme d’ATP. L’oxydation des
acides gras se réalise aussi bien dans les peroxysomes que dans les mitochondries. A
chaque tour de B-oxydation, I’acide gras perd deux carbones, sous la forme d’une
molécule d’acétyl-CoA. Cette molécule d’acétyl-CoA entre alors dans le cycle de Krebs,
d’ot une production d’énergie. L’oxydation compléte d’un acide gras est un processus

fortement exergonique qui assure la formation de nombreuses molécules d’ATP [7-8].
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4.2. Constituants des membranes cellulaires

Les acides gras polyinsaturés dont AA, EPA et DHA sont les constituants directs des
lipides membranaires, ils sont incorporés en position 2 dans les phospholipides
membranaires. La composition en acides gras polyinsaturés de ces phospholipides donne
aux membranes des propriétés physiques particuliéres, telles que I’élasticité et la
viscosité. En effet, la membrane résiste mieux a la solidification si elle comporte des
phospholipides portant des queues hydrocarbonées insaturés. L’encombrement stérique
engendré par les inflexions des insaturations générent un certain désordre dans la
structure de la membrane responsable de la fluidité des membranes [7-8]. Un changement
dans la composition des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires peuvent
influencer la fluidité de celle-ci, et occasionner des altérations nuisent a I’activité des
récepteurs antigéniques, 4 la fagon des molécules de se lier aux enzymes, a la

perméabilité aux ions (particuliérement Ca"™) [45] ou a I’expression des génes [46].

Comme ’existence des cellules est conditionnée par la qualité de la fluidité de
leur membrane afin de réaliser des fonctions de barriére et d’échange, la structure des
acides gras polyinsaturés en fonction de la température peut alors avoir des conséquences
vitales pour les organismes vivants. Afin de maintenir la fluidité membranaire en
fonction de conditions changeantes, 1’organisme peut modifier la composition en acides
gras polyinsaturés de leurs lipides membranaires par I’intermédiaire de la biosynthése et
de la dégradation des lipides [7-8]. Par exemple, ces acides gras permettent au poisson de
nager dans les mers froides. C’est pour cette raison que le taux en omeéga-3 varie

considérablement selon la provenance des poissons. Les poissons péchés dans les mers
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chaudes, comme le thon Albacore, renferment beaucoup moins d’oméga-3 comparé a

ceux des mers froides [35].

4.3. Précurseur des eicosanoides

4.3.1. Généralité

Les eicosanoides constituent un grand groupe de médiateurs locaux (autocrines
et/ou paracrines) aux fonctions trés diverses. Ils sont formés a partir d’un acide gras
polyinsaturé a 20 atomes de carbone (eicosa=20, en grec), principalement ’AA (20 :4),
un composant majeur de la membrane plasmique. Ils sont inactivés trés rapidement
(quelques secondes ou quelques minutes) et agissent donc essentiellement dans un rayon
d’action limité. Sont classés sous le terme ‘eicosanoide, les prostaglandines (PG), les

thromboxanes (TX) et les leucotriénes (LT) [7-47].
4.3.2. Biosynthése

Presque toutes les cellules de I’organisme peuvent synthétiser des eicosanoides.
Leur synthése débute dans la membrane plasmique par la libération d’AA (ou EPA) a
partir des phospholipides auxquels il se trouve estérifi€ en position 2-acyl. Cette réaction
est catalysée essentiellement par la phospholipase A; (PLA;), qui hydrolyse les groupes
acyls en C; des glycérophospholipides, et dont I’activité est étroitement contrdlée [7-16-
47]. Cette enzyme cytosolique est activée suite 4 un gonflement cellulaire (stimulus
mécanique) [47] ou une augmentation intracellulaire de Ca’" (stimulus chimique) [48].
Son activité est stimulée par une série de médiateurs, comme I’histamine, la bradykinine

et la sérotonine, et inhibée par les glucocorticoides (via la lipocortine) et I’adrénaline (via
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les récepteurs B-adrénergiques) [47]. Une fois libéré, I’AA (ou EPA) est utilisé par
plusieurs voies métaboliques dont celles menant a la formation des eicosanoides. L’AA
(ou EPA) est particuliérement oxydé par I’'un des deux types de métallo-enzymes a fer

lié a la membrane du coté intracellulaire, soit les cyclo-oxygénases et les lipoxygénases

[7-16-47].
% [ Leucotrienes LT ]
leucotrienes
Sipoxygénases et
Membranes Leucotriéne synthases Membranes
?p? Phospho- [~ Acide arachidonique |[Acide eicosapentaénoique| ProPho-Treor
% M lipase A2 (20:406, AA) (20:5w3, EPA) lipase A2
Cyclooxygénases
Voie
des
rostanoides
g Endopéroxydes PCj
ﬁhmmboxam A2 (rXA?)] ﬁuomboxane A3 (msj
[ Prostacycline 2 (PGI2) | [ Prostacycline 13 (PGI13) |
Prostaglandines| | Prostaglandines
(PGF2a, PGE2) || (PGF3q, PGE3)

Figure 2 : Voie d’oxydation enzymatique de I’acide arachidonique (AA) et eicosapentacnoique (EPA)
conduisant 3 la synthése des prostanoides (voie des cyclooxygénases) et des leucotriénes (voie des
lipooxygénases) {16].
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4.3.2.1. Voie des cyclo-oxygénases

La cyclo-oxygénase (COX) existe sous trois isoformes : COX-1, COX-2 et COX-
3, cette derniére étant une variante de COX-1 [49-50-51]. Les isoformes COX-1 et COX-
3 sont constitutives et ont un rdle cytoprotecteur en maintenant 1’homéostasie au niveau
de différents organes comme 1’estomac ou les reins alors que I’isoforme COX-2, est
inductible et présente principalement dans les foyers inflammatoires (COX-2 est

exprimée constitutivement dans certaines régions du cerveau) [53].

COX posseéde deux fonctions enzymatiques : une fonction dite cyclo-oxygénase,
responsable de la cyclisation et de l'oxydation de ’AA en PGG, suite a l'insertion de
deux molécules d'oxygéne, et une fonction peroxydase qui réduit les PGG, en PGH,. La
PGH, est hautement instable et son isomérisation ou réduction permet la production de
divers métabolites. En effet, la PGH, est le précurseur immédiat de toutes les
prostaglandines de la série 2 (PGy), des prostacyclines (PGI) et des thromboxanes (TX).
Ces différents métabolites finaux auront un réle i jouer dans diverses fonctions de
I’organisme. Le devenir de PGH, dépend alors du tissu impliqué et des activités relatives
des enzymes catalysant les interconversions spécifiques [7-16-54-55] Ainsi, les
plaquettes, qui contiennent la thromboxane synthase, assure la formation de thromboxane
A, (TXA,), un vascoconstricteur et un stimulateur de ’agrégation plaquettaire. Quant aux
cellules endothéliales vasculaires, elles produisent la prostacycline I (PGIy) qui est un
vasodilatateur et un inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire [57-58]. Ces deux substances

ont des effets antagonistes assurant ainsi 1’équilibre dans le systéme cardiovasculaire.
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EPA sert aussi de substrats 4 la COX. Il méne a la formation des prostanoides de
la séric 3 dont le PGE; et PGI;, lequel posséde des propriétés anti-agrégant, anti-
inflammatoire et anti-mitogéne [59], et le TXAj;, qui est faiblement pro-agrégant [60].
Selon Fisher, la formation du TXA; inactif serait la réduction du thromboxane A2 et
pourrait contribuer & réduire I’activité des plaquettes aprés consommation de EPA [60]. 11
existe donc 3 familles de prostanoides : ceux des séries 1 et 2 proviennent des acides gras

de la famille -6 alors que ceux de la troisiéme série, des acides gras de la famille des w-

3 [16].

4.3.2.2. Voie des lipoxygénases

La 5-lipoxygénase (5-LO), nommée ainsi en fonction de I'atome de carbone sur
lequel se fixe l'oxygéne (peroxyde), est présente dans le cytoplasme des cellules
inflammatoires (leucocytes, mastocytes, macrophages). Son activité nécessite la présence
d'une protéine membranaire appelée FLAP (Five-Lipoxygenase-Activating Protein) qui,
suite 4 un stimulus inflammatoire, fixe ’AA et le met a la disposition de l'enzyme. La
premiére réaction dans la transformation de I’AA en leucotriénes est son oxydation par la
5-LO pour donner du 5-HPETE, une substance n’ayant aucune propriété physiologique
propre et qui est transformée en un époxyde instable, la leucotriéne A4 (LTA4). Le
devenir de I’époxyde dépend des activités des enzymes catalysant les interconversions
spécifiques. Ainsi, grice a une hydrolase, la LTA4 peut aussi étre convertie en LTB4, un

agent chimiotactique puissant impliqué dans les processus inflammatoires [7-16-61-62].

Tout comme AA, EPA sert de substrat a la 5-LO. Il méne a la formation des

leucotriénes de la série 5 (LTs) lesquelles sont de faibles inducteurs de 1’inflammation et
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de faibles agents chimiotactiques. Il existe plusieurs familles de leucotriénes dont les LTy,

issues des acides gras de la famille ©-6, et les LTs qui sont issues de la famille des »-3

[16-63-64-65].

4.3.3. Modes d’action

Les eicosanoides agissent sur des récepteurs membranaires a proximité immédiate
de leur site de formation. Ils peuvent agir aussi bien de fagon autocrine (sur la cellule
sécrétrice) que de fagon paracrine (sur des cellules voisines) [47]. Ces hormones
liposolubles se fixent a des récepteurs transmembranaires a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G siégeant a la surface de la cellule ce qui
stimulent (e.g. Gs) ou inhibent (e.g. Gi) la protéine effectrice [8-16-58]. Il s’ensuit alors
une chaine réactionnelle ou interviennent plusieurs messagers seconds: I’AMPc, qui
active la protéine kinase A (PKA); la phospholipase A,, qui catalyse la libération de ’AA
menant a la synthése des eicosanoides; la phospholipase C (PLC), qui induit une
vasoconstriction et la contraction des muscles lisse via un accroissement du taux
cytosolique de Ca’" [66]. En plus des récepteurs membranaires, les eicosanoides mettent
aussi en ceuvre 1’activation de facteurs nucléaires de transcription tels que les récepteurs
activables par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) et la protéine de liaison a

1’élément de régulation des stérols (SREBP-1c) [16-69].

4.3.4. Effets
Les effets des eicosanoides sont trés complexes, chaque molécule posséde ses
particularités et il est difficile de dresser un tableau exhaustif de leur role respectif.

Toutefois, un résumé non exhaustif de ces actions se retrouve dans le tableau III.
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Tableau III : Effets des eicosanoides issus des familles oméga-6 et oméga-3 sur différents organes du

corps humain [67].
Organes Effets Eicosanoides
Vaisseatx Vasoconstriction (hypertension) PGF;, TXA,, LTC4, LTD4
Vasodilatation (Hypotension) PGI; (le plus actif), PGE;, PGD4
Anti-aeré
Plaquettes 1 agr’egant PGE, PGI;
Pro-agrégant TXA,
Bronchoconstriction PGF,, TXA,, LTC4, LTD4
Bronches . .
Bronchodilatation PGE, PGI,
Intestin Nausées, diarrhées PGE, PGF
Motilité PGE,, PGF,
Inhibition de la sécrétion gastrique PGE, PGl
Estomac .
Motilité PGE,, PGF,
Utérus Contraction PGE,, PGF,, TXA;
. Augmentation de la filtration rénale
Rein par augmentation du débit sanguin. PGHy, PGE,, PGL,
Hypothalamus et Hypophyse Augmentation hypothalamique et PGE,, PGE;

hypophysaire (ACTH, GHRH)

4.4. Rapport oméga-3/oméga-6

Bien que les réactions de désaturation ou d’¢longation au sein des familles @-3 et

®-6 soient réalisées par les mémes enzymes et cofacteurs (vitamines Bs, Bg, C et E et

minéraux Mg et Zn) [24], il n’existe pas de passage possible entre les deux voies

métaboliques, autrement dit un -3 ne peut étre converti en ®-6 et inversement [22-68].
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En revanche, des études in vitro et in vivo montrent que des phénoménes de compétition
se produisent entre les deux séries [16-24]. Les deux séries possédent des propriétés et
des activités différentes sur de nombreuses cibles dans des pathologies majeures telles
que les maladies cardiovasculaires, cancéreuses et inflammatoires. L’excés d’apport de
’un des précurseurs peut compromettre la production des acides gras dérivés de I’autre.
L’alimentation doit donc apporter a 1’organisme chacune de ces deux familles puisque
aucune transformation métabolique ou substitution fonctionnelle n’est possible entre
ALA et LA. 11 apparait que, sous conditions normales, les enzymes en question ont une
préférence envers les acides gras de la série ©-3 plutdt que la série w-6 [70]. Mais le
régime alimentaire occidental, riche en acides gras ®-6, vient déséquilibrer le rapport
avec les ©-3 allant de 10 :1, 25.1 a 40:1 [70]. Ces rapports élevés sont causés par le
développement industriel des huiles végétales modernes qui a dramatiquement augmenté
la consommation d’acides gras w-6 sous la forme d’acide linolénique [37]. De plus,
’introduction de la technique d’hydrogénation dans le conditionnement des huiles
végétales, a considérablement fait diminuer le taux d’acide alpha linoléique dans celles-
ci. Il est primordial que les déséquilibres en acides gras essentiels soient corrigés par une
consommation de quantités d’acides gras appropriés. De plus, les effets opposés des
familles d’acides gras @-6 et @-3 doivent étre pris en compte dans l’atteinte d’un
équilibre optimal pour assurer a la fois I’homéostasie et le développement normal de
’organisme. Un ratio de 5 pour 1 en acides gras -6 et @-3 est considéré comme un
rapport fonctionnel optimum [32]. Certains auteurs recommandent méme un rapport ~ 1

pour 1 [33].
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5. OMEGA-3 ET MALADIES CARDIOVASCULAIRES
5.1 Coagulation et agrégation plaquettaire

Les @-3 (EPA, DHA) diminuent l'agrégation plaquettaire responsable de la
formation de caillots et favorisent la dilatation des vaisseaux sanguins [34-72]. Ils ont une
action anti-hémostatique et anti-thrombotique [71-72]. L’action des ®-3 est le résultat
d’une compétition avec les @-6. Une diéte riche en ®-3 réduit la disponibilité de ’AA a
I’intérieur de la membrane des phospholipides et, par conséquent, diminue la production
des eicosanoides dérivés de I’AA [72]. Elle peut aussi réduire 1’expression ou I’activité
des enzymes impliquées dans la synthése des eicosanoides. L’action des @-3 s’explique
généralement par I’inhibition des prostanoides des séries 1 et 2. Ces séries contiennent les
vasodilatateurs PGE;, et PGI, mais aussi le TXA,, un puissant vasoconstricteur qui
stimule 1’agrégation des plaquettes. A P’inverse, TXA; issu de la famille des ©-3 est
faiblement pro-agrégant [34]. Ainsi, les prostanoides de la série 3 (PGE3, PGL3, et TXAs)
favorise la vasodilatation et fluidifie le sang. Par contre, une forte consommation d’ ®-3
peut entrainer un allongement du temps de saignement [73-74] comparable a I’aspirine.
L'équilibre cardiovasculaire dépend donc de I’action simultanée et antagoniste des
prostanoides issus des acides gras ®-6 et @-3. Toute substance modulant la fonction
plaquettaire a une influence importante sur la possibilit¢ de subir un infarctus du

myocarde.
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5.2. Tension artérielle

Les ®-3 peuvent abaisser la tension artérielle en intervenant sur plusieurs
processus, dont la vasodilatation, la vasoconstriction [75] et I'agrégation plaquettaire du
sang. Ils agiraient aussi sur des facteurs impliqués dans la rigidité et la relaxation des
artéres [34]. En effet, les @-3 modifient la fonction vasculaire en augmentant la libération
de ’oxyde nitrique (NO), un vasodilatateur, et celle des prostanoides vasoactives [76].
Pour certains auteurs, ils amplifient I’effet des médicaments hypotenseurs comme le

propranolol, un antagoniste du récepteur 3-adrénergique [34-76].

5.3. Hypertriglycéridémie

Les acides gras hautement insaturés contrdlent le métabolisme des acides gras en
activant la voie catabolique (B-oxydation) et en réprimant la voie anabolique (synthése
des acides gras, des triglycérides, des VLDL). Plusieurs études montrent que les ®-3
inhibent plus fortement la synthése des triglycérides et des VLDL que les @-6 réduisant
ainsi ces lipoprotéines dans le sang, et par conséquent, diminuant le risque
d’hypertriglycéridémie [78-79]. Une baisse notable de la triglycéridémie s’observe en
particulier chez les sujets hypertriglycéridémiques [80]. Les mécanismes mis en jeu ne
sont pas entiérement connus mais semblent impliquer une diminution de SREBP-1c, un
facteur de transcription stimulant la synthése des enzymes impliquées dans la lipogénése
[81]. En effet, ’EPA et le DHA agissent sur certains facteurs de transcription [81-82-83].
Ils agissent en se liant sur les récepteurs nucléaires (PPAR, RXR, LXR) ou en inhibant la

transcription du récepteur lui-méme (SREBP-1c). Le PPAR apparait impliqué dans la
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dégradation des lipides [84] et SREBP dans I’inhibition de la synthése des triglycérides

[85].

5.4. Arythmie ventriculaire

Les arythmies ventriculaires sont causées par une activité électrique irréguliére du
tissu cardiaque [34]. Leaf et al ont montré que la présence d’acide gras w-3 dans les
membranes des cardiomyocytes réduit I’incidence des arythmies ventriculaires via
I’altération de leurs fonctions électrophysiologiques [86]. En effet, ’effet anti-arythmique
des ®-3 est lié a la diminution de P’excitabilité électrique des cellules et a la modulation
de l’activité des canaux ioniques (sodium, calcium et potassium)[87-88]. Les ®-3
agissent en inhibant le courant sodique, lequel initie les potentiels d’action, et le courant
calcique de type L, lequel initie la libération de calcium de la réserve calcique du
réticulum sarcoplasmique vers le cytosol des cardiomyocytes. L’augmentation de la
concentration de calcium dans le cytosol initie la contraction et la fréquence de battement
des cellules cardiaques [86]. De plus, les ©-3 influencent la variabilité de la fréquence
cardiaque. La variabilité cardiaque est la propension du cceur a varier de fréquence en
fonction des événements (ex : effort, émotion). Plus la variabilité instantanée du rythme
cardiaque est élevée, plus le risque de fibrillation ventriculaire diminue. Les ®-3 peuvent
ainsi avoir un effet anti-arythmique par I’intermédiaire du systéme nerveux autonome qui
contrdle l'activité électrique du cceur et en particulier la variabilité du rythme cardiaque
[22]. Des recherches montrent que la variabilit¢ du rythme cardiaque est fortement
dépendante de la concentration en ©-3 du cceur et du sang. Christensen ef al révelent

qu’une supplémentation de 5,2 grammes de EPA et DHA par jour pour une période de 12
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semaines augmente la variabilité cardiaque des personnes ayant survécues un infarctus du

myocarde, donc une diminution du risque d'arythmie ventriculaire [89].

5.5. Inflammation

Les effets anti-inflammatoires des -3 peuvent s’effectuer par la modulation de la
production des eicosanoides dérivés des ®-6. Les ®-3 opposent leurs métabolites a ceux
des ®-6 en produisant largement de la PGE; et des LTBs lesquelles inhibent, par
compétition enzymatique, la synthése des médiateurs pro-inflammatoires que sont la
PGE; et le LTB; [90]. Les propriétés bénéfiques des ®-3 au niveau inflammatoire
impliquent également I’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires par
les monocytes/macrophages dont les interleukines 1-B(IL1-B) et 6 (IL-6) et le Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF-0) [94]. Les w-3 affectent aussi I’expression des molécules
d’adhésion (sélectines, intégrines, CAM) impliquées dans I’interaction des leucocytes
avec les cellules endothéliales menant 4 Iinfiltration des leucocytes au site inflammatoire
[71-91-92]. En plus de leur action sur les cytokines pro-inflammatoires et les molécules
d’adhésion, EPA et DHA peuvent supprimer la signalisation de NF-kB, lequel active les
molécules d’adhésion [93]. Sachant que P’inflammation joue un rdle dans la progression
de I’athérosclérose, les ®-3 peuvent ainsi stabiliser les plaques d’athéroscléroses par leur

action anti-inflammatoire.
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6. INFARCTUS DU MYOCARDE

L'infarctus du myocarde est la conséquence immédiate d’une obstruction
compléte et brutale d'une artére coronaire ou de l'une de ses ramifications [95]. Le cceur
est un organe a risque d’infarctus car ses différents territoires sont nourris par une seule
artére dont la vascularisation se fait sans anastomoses (« pont » reliant les artéres entre
elles afin d'assurer une perfusion sanguine méme lorsqu’une artére se bouche) [96]. Dans
plus de 90% des cas, I’infarctus a lieu suite & une thrombose coronaire occlusive
provoquée par une fissuration ou une rupture d’une plaque d’athérome coronaire. Privées
subitement d'oxygéne, les cellules cardiaques du territoire irrigué normalement par
’artére en question subissent des lésions irréversibles. Les cellules, ne parvenant plus a
se contracter, meurent en quelques heures. Un tissu fibreux non contractile se substitue
alors aux cellules cardiaques mortes, affaiblissant 1’action de pompage du caeur [95-97].
La gravité de l'infarctus dépend de son étendue : plus l'artére obstruée irrigue une région

importante, plus I’étendue de la 1ésion est importante.

7. ISCHEMIE ET REPERFUSION MYOCARDIQUE

7.1. Définition

Une ischémie myocardique est un déficit de perfusion sanguine dans un territoire
limité du myocarde (muscle cardiaque). Ce déficit entraine essentiellement une baisse de
l'oxygénation du muscle cardiaque en dega de ses besoins (hypoxie), voire méme une
suppression de 1’apport en oxygéne au tissu (anoxie), altérant ainsi sa fonction. La cause

la plus fréquente de 1’ischémie myocardique est I’obstruction d’une artére coronaire par
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une plaque d’athérome ou un thrombus coronaire, mais des spasmes irréguliers des

vaisseaux coronaires sont aussi a craindre [98-99].

7.2. Déséquilibre entre apport et demande en oxygéne

D'un point de vue dynamique, l'ischémie myocardique est le résultat d’un
déséquilibre entre la demande en oxygéne du myocarde et les apports assurés par la
circulation coronaire. L’équilibre entre 1’apport et le besoin doit étre régulé
instantanément car le myocarde ne dispose d’aucune réserve énmergétique (pas de
glycogéne) contrairement au muscle squelettique. Une augmentation de la demande en
oxygéne du myocarde, comme au cours d'une tachycardie, peut étre la source d’un
déséquilibre. Mais, le plus souvent, on observe soit la combinaison d’une augmentation
de la demande et d’une réduction des apports en oxygéne du myocarde (ex.: angine
d’effort), soit une réduction des apports dans une zone limitée du cceur (ex.: infarctus du

myocarde) [98-99].

7.3. Métabolisme

Le myocarde est un grand consommateur d'énergie. Cette énergie lui permet
d'assurer sa fonction contractile et de subvenir aux besoins de ses syst¢mes cellulaires
énergie-dépendant. Son apport énergétique est assuré par la synthése de molécules d’ATP
via I’oxydation de substrats apportés au myocarde par les artéres coronaires. Les acides
gras, le glucose et le lactate sont les principaux substrats oxydés par le tissu cardiaque
[100]. Le métabolisme oxydatif est entretenu par le cycle de I’acide citrique qui fournit

des équivalents réducteurs (NADH et FADH,) a partir de ’acétyl CoA provenant des
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substrats métaboliques. Les équivalents réducteurs obtenus vont alimenter la
phosphorylation oxydative aboutissant & la formation de molécules d'ATP formées a
partir de I'ADP et de I'acide phosphorique [98-99-101]. Ces réactions chimiques ont lieu
dans les mitochondries. Les mitochondries occupent prés de 25% du volume des cellules
musculaires cardiaques, contre seulement 2% dans le muscle squelettique. Leur
abondance démontre donc le besoin d’un apport élevé et continuel d’oxygene dans le
muscle cardiaque pour son métabolisme énergétique. Possédant une respiration
essentiellement aérobique (plus de 90%), le muscle cardiaque ne peut donc pas
fonctionner adéquatement lors d’une lourde dette en oxygeéne, contrairement aux muscles

squelettiques [100].

7.3.1. En condition de normoxie

En présence d’oxygéne, ’énergie principale du muscle cardiaque provient de la
dégradation des acides gras exogénes ou libérés des triglycérides endogénes par f3-
oxydation en groupements acétyls liés au coenzyme A. L’oxydation de ces acides gras
libres fournit de 60 & 70% des besoins énergétiques du myocarde [102-103], contre 16 a

20 % pour le glucose et le lactate et environ 3% pour les corps cétoniques [98-99].

En termes de production énergétique, les acides gras produisent 129 ATP par molécule de
palmitate contre 36 ATP par molécule de glucose. Cependant, I’oxydation compléte

d’une molécule d’acide gras nécessite une plus grande consommation d’oxygéne [7-99].

L’essentiel de I’énergie consommeée par le cceur est 1i€ a son activité contractile. Environ

le 2/3 de I’ATP hydrolysé par les cellules cardiaques est utilisé pour la contraction, alors
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que le dernier tiers sert & maintenir la balance ionique essentiellement par 1’intermédiaire

des pompes Ca**-ATPase du réticulum sarcoplasmique et Na'/K*-ATPase [101] de la

membrane plasmique.
7.3.2. En condition d’ischémie

Un déficit d’apport en oxygene entraine un dysfonctionnement mitochondrial. 11
en résulte une baisse importante des possibilités de synthétiser I’ATP indispensable au
maintien des fonctions cellulaires. La cellule devient alors complétement dépendante de
la formation d’ATP via la dégradation du glucose par la glycolyse entrainant I'épuisement

des réserves en glycogene [98-99-101].

Le bilan énergétique de la glycolyse en condition anaérobique est une production
de 2 ATP par molécule de glucose, ce qui est nettement insuffisant pour assurer la
fonction cardiaque. Cet ATP permet toutefois la survie des cellules cardiaques en
attendant la reperfusion. L’ATP obtenu alimente prioritairement les pompes
membranaires qui entretiennent les gradients de sodium, potassium et calcium a travers la

membrane cellulaire [98-99-101].

Une conséquence d’une stimulation importante de la glycolyse anaérobique est
une acidification intracellulaire générée par une production excessive de protons. Ces
protons, issus de ’hydrolyse de I’ATP, ne sont pas réutilisés pour resynthétiser de ’ATP,
comme c’est le cas en mode aérobique, et se retrouvent alors en exces. La régulation du
pH intracellulaire est assurée essentiellement par des mécanismes membranaires pour la

sortie d’ions des H' a Dlextérieur de la cellule, tels que 1’échangeur Na'/H'. Cet
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échangeur est stimulé particuliérement lors de la reperfusion qui suit I’ischémie, mais
peut aussi étre actif durant I’ischémie. Son activation est associée a un flux entrant d’ions
Na" créant ainsi un déséquilibre osmotique en 1’absence d’un fonctionnement efficace de
Na'/K'-ATPase. 11 en résulte une accumulation intracellulaire de Na' qui a pour
conséquence d’inverser le fonctionnement de 1’échangeur Na'/Ca®* [98-99-101]. 1l en
découle alors une entrée massive du calcium a I’intérieur de la cellule pouvant entrainer
des effets délétéres tels que des altérations de la fonction contractile, du cytosquelette et
de la composition des phospholipides membranaires via 1’activation de nombreuses
enzymes [104]. Un tel dysfonctionnement peut aboutir peut aboutir a la mort cellulaire
par apoptose ou par nécrose. L'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmeée
qui, suite 4 l'activation d'une cascade de génes, permet I'autodestruction d’une cellule en
présence d’ATP. L'apoptose s’oppose a la nécrose qui, elle, n’est pas programmée et ne
nécessite pas d’ATP. Lors de la nécrose, il y a lyse des membranes cytoplasmiques avec
relargage dans le milieu extra-cellulaire du contenu de la cellule, en particulier des

enzymes ; elle s’accompagne d’une réaction inflammatoire en réponse a cette destruction.
7.4. Conséquences
7.4.1. L’ischémie réversible

Lorsque la durée de ’ischémie est inférieure 4 20 minutes chez I’lhomme ou dans
certains modéles expérimentaux comme le chien ou le chat, la Iésion créée par ’ischémie
est réversible. Les cellules endommagées au cours de I’ischémie retrouveront peu a peu
leurs fonctions normales dans les heures ou les jours qui suivent la reperfusion. Les

principales modifications ultrastructurales du myocarde caractérisant 1’ischémie
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réversible sont I’cedéme cellulaire et mitochondrial et la diminution des particules de

glycogene [99].

7.4.2. L’ischémie irréversible

Si ’ischémie persiste au-dela de 20-30 minutes (en moyenne chez ’homme), les
Iésions cellulaires cardiaques atteignent un point de non-retour, aboutissant a une lésion
irréversible et a la mort cellulaire (nécrose) [98]. La nécrose se définit comme étant une
mort cellulaire « désordonnée » survenant lors d’une agression exogéne a la cellule,
principalement lors d’une insuffisance d’apport en oxygéne. Le processus nécrotique agit
sur les systémes intracellulaires les plus vulnérables, étroitement li€s les uns aux autres :
le maintien de I’intégrité des membranes cellulaires, la respiration aérobique, la synthése

protéique et la préservation de I’appareil génétique de la cellule [105].

Le point de non-retour des lésions cellulaires est essentiellement li€é aux
altérations membranaires et a une diminution critique des concentrations de composés
phosphate de haute énergie (ATP). Cette diminution énergétique inhibe la pompe a
sodium provoquant un exces de Ca”* intracellulaire [99-107-110]. Dans cette situation, la
reperfusion des cellules ne permettra pas a celles-ci de recouvrir leurs fonctions
normales, au contraire, la reperfusion aggrave la lésion cellulaire en activant certains

processus nécrotiques [107].

Lors d’une ischémie prolongée, les premiéres cellules affectées sont celles du
sous-endocarde car elles regoivent moins de perfusion collatérale des territoires adjacent

que le sous-épicarde. Si l'occlusion de l'artére coronaire persiste pendant plus de trois
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heures, la nécrose se développe du sus-endocarde vers le sous-€picarde, un phénoméne
appelé « wavefront phenomenon » par Reimer et Jennings [106]. Plus la perfusion tarde
a se rétablir aprés l'occlusion de l'artére coronaire, plus la quantité de myocarde sauvée
par la reperfusion sera faible [98]. De plus, le tissu mort du cceur sera remplacé par un
tissu cicatriciel, lequel fonctionne moins bien que le tissu d'origine. Cette cicatrice altére
la capacité du cceur & pomper le sang. Elle interrompt également la conduction électrique
normale du cceur, susceptible de provoquer une fibrillation ventriculaire aigu€ et un

danger mortel [47].

Progression de la nécrose myocardique
("Wavelront phenomenon')

sous-endocardique -~ fransmural

Figure 3. Extension de 1ésions irréversibles au cours de I'ischémie myocardique (Wavefront phenomenon).
La nécrose s’étend de la zone sous-endocardique & la zone sous-épicardique durant une ischémie sévere
[98-99].

L’ultrastructure du myocarde suite a une ischémie irréversible se caractérise entre
autres par une agrégation de la chromatine, une apparition de densités amorphes dans la
matrice mitochondriale (inclusions), une rupture des unités trilaminaires de la membrane

et par une nécrose de coagulation [108-109].
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7.5. Les facteurs déterminants

L’extension de la nécrose du myocarde dépend principalement de trois facteurs :
la durée de I’ischémie, la taille de la zone a risque (zone ischémique) ainsi que le débit

collatéral [98-99].

7.5.1. La durée de Pischémie

Il existe une relation entre la taille de I’infarctus et la durée de I’ischémie. Plus
I’ischémie myocardique se prolonge, plus les lésions irréversibles seront importantes ; la
progression de la nécrose se faisant de ’endocarde vers 1’épicarde. La nécrose apparait
généralement vers la vingtieme minute d’ischémie. Lorsque la durée de 1’ischémie est
supérieure a 3 heures chez le chien ou chez ’humain, I’étendue de I’infarctus est presque
maximale et une prolongation du temps d’ischémie n’engendre que peu de changements
au niveau de cette taille [98-99]. Cette progression est plus rapide chez certaines especes
comme le rat et le lapin par exemple, 4 cause de divers facteurs comme la circulation

collatérale.

7.5.2. La zone a risque

La zone a risque ou zone ischémique est la région du myocarde vascularisée par
l'artére coronaire occluse. Il a été démontré que plus la région perfusée par 1’arte¢re
occluse irrigue un territoire important, plus 1’étendue de la nécrose est importante. Pour
limiter les effets de cette covariable, nous exprimons expérimentalement 1’étendue de
I’infarctus en fonction de la zone a risque ce qui élimine cette variabilit¢ entre les

individus [98-99].
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7.5.3. Le débit collatéral

Le débit collatéral fait référence aux petites artéres qui dévient le sang des artéres
coronaires obstruées vers des artéres adjacentes ou en aval dans la méme artére. Il
constitue généralement une protection contre 1’ischémie en permettant au sang d’atteindre
la zone ischémique par plusieurs voies. Ainsi, selon la vascularisation native, le sang
provenant des zones non ischémiques voisines se distribue dans la zone a risque. Ces
connections artériolaires entre ces deux zones se situent essentiellement dans la couche
sous-épicardique du myocarde, la circulation collatérale étant moins intense dans le sous-
endocarde. Au cours d’une ischémie, le sous-endocarde est le premier touché. Il est plus
sensible a I’ischémie que le sous-épicarde car il regoit moins de perfusion collatérale des
régions adjacentes. Cela peut expliquer le sens de l'onde de progression de la nécrose

(wavefront phenomenon), et pourquoi le tissu sous-épicardique est plus susceptible d'étre

sauvé [98-99].

Des études comparatives effectuées chez diverses espéces animales dont
I’intensité de la circulation collatérale est différente, a permis de démontrer un role
protecteur de cette derniére sur le myocarde ischémique. En effet, chez des espéces dont
la circulation collatérale était trés faible ou nulle (lapin, rat, porc), la nécrose devenait trés
rapidement transmurale tandis que chez les animaux possédant un réseau collatéral trés
développé (chien), la nécrose progressait plus lentement permettant ainsi de sauvegarder
une partie de la masse musculaire avec une restauration rapide de la perfusion sanguine

[98-99].
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7.6. La reperfusion myocardique

7.6.1. La reperfusion sauve le myocarde ischémique

La reperfusion myocardique est la méthode la plus efficace pour limiter les
dommages occasionnés par 1’ischémie myocardique. Elle doit étre entreprise
suffisamment t6t en raison de la nature dynamique de la nécrose. Chez le chien, la
période critique se situent aux environ 3 heures d'ischémie aprés quoi le tissu est de
moins en moins susceptible d’étre sauvé par la reperfusion [98-99]. Chez le rat, pour
sauvegarder du tissu myocarde, la reperfusion doit étre établie avant la soixanti¢me
minute d’ischémie. Chez ’homme, la période critique par reperfusion semble se situer
autour de 6 heures aprés le début de la douleur thoracique bien qu’elle ne soit pas encore

bien établie [111-112].

7.6.2. Les lésions de reperfusion

Bien que la reperfusion soit la méthode la plus efficace pour réduire les
dommages occasionnés par 1’ischémie, il existe plusieurs évidences qui démontrent que
la reperfusion est associée a des phénoménes délétéres qui en atténuent les effets
bénéfiques et que ’on appelle lésions de reperfusion [99]. Plusieurs hypothéses ont été
émises pour expliquer ces lésions dont une accumulation massive de neutrophiles dans le
myocarde ischémique, une activation plaquettaire, une surcharge calcique, une

production de radicaux libres, la présence d’apoptose, etc [99-113].



32

7.6.2.1. Adhésion des cellules inflammatoires et des plaquettes

Les neutrophiles s’accumulent rapidement dans les régions ischémiques
reperfusées, principalement durant les premiéres heures de reperfusion [203]. Cette
accumulation est associée & une nécrose en bande de contraction, nécrose caractéristique
de la reperfusion suggérant un lien entre les neutrophiles et la mort cellulaire [116-203].
Pour établir ce lien, plusieurs études ont démontré, par différents moyens, qu’une
réduction du nombre de neutrophiles circulants permettait non seulement de réduire
I’accumulation de neutrophiles dans le myocarde mais également la taille de I’infarctus

[116-204].

Diverses hypothéses ont été émises pour expliquer I’effet délétere des
neutrophiles pour le myocarde compromis par I’ischémie dont la génération de radicaux
libres, la libération de substances pro-inflammatoires dont les eicosanoides et la libération
d’enzymes lysosomiales. Malheureusement nous ne connaissons pas encore I’implication

de chacun de ces mécanismes sur le myocarde ischémique reperfuse.

Au cours de la reperfusion, il y a également des plaquettes sanguines qui
s’accumulent dans le myocarde ischémique reperfusé. Bien que les premiéres études sur
le role des plaquettes dans les lésions de reperfusion se soient révélées négatives, des
études subséquentes ont démontré qu’en présence de sténose critique, soit un
rétrécissement de la lumiére coronarienne qui n’affecte pas le débit basal, la réduction du
nombre de plaquettes circulantes diminuait la taille de 1’infarctus [114]. D’autres études
ont également suggéré un role des plaquettes dans les lésions de reperfusion [115] mais le

mécanisme par lequel les plaquettes auraient des effets déléteres reste inconnu.
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7.6.2.2. Surcharge calcique

L’hypothése d’une surcharge calcique suppose que I’excés d’ions Ca®" survenue
au cours de la reperfusion, indiqué par une intense contraction cellulaire, serait la
principale cause de mort cellulaire [113]. Durant la réoxygénation, il semble que la
mitochondrie n’utilise pas 1’énergie nouvellement acquise pour restaurer la formation
d’ATP mais pour ’absorption du Ca®* [117]. Il en résulte alors une sévére déplétion de
I’ATP, une hypercontraction cellulaire ainsi qu’une aggravation de I’altération
membranaire [118]. Une surcharge calcique peut, a pH neutre [119-120-121], activer des
enzymes lytiques, comme les phosphatases et les protéases, menant & une perturbation
des structures macromoléculaires. Finalement, 1’augmentation de la concentration de

calcium cytosolique peut déclencher les processus apoptotiques [122-123].
7.6.2.3. Production de radicaux libres

D’autres recherches mettent I’emphase sur la surproduction de radicaux libres,
molécules hautement réactives et trés instables, survenant au cours de la reperfusion
comme source de dommages cellulaires [124]. La reperfusion post-ischémique semble
conduire a un déséquilibre exacerbé de la balance entre les défenses antioxydantes et les
pro-oxydants en faveur de ces derniers. Les propriétés oxydantes des radicaux libres les
meénes A réagir avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN et
glucose). La toxicité des radicaux libres accentue la peroxidation lipidique et la libération
d’enzymes cytoplasmiques altérant ainsi davantage les membranes cellulaires [99]. Elle
peut alors conduire 3 une détérioration des fonctions mitochondriales et a la mort

cellulaire. En effet, I’apoptose initié par le stress oxydatif implique I’augmentation de la
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perméabilité mitochondriale et la libération du cytochrome c. De plus, I’inhibition de la
fragmentation de I’ADN et du clivage de PARP par les antioxydants suggéere que les
radicaux libres sont responsables de ces manifestation. La toxicité des radicaux libres
peut également activer différents facteurs ou génes impliqués dans le développement de
diverses pathologies en interagissant avec des messagers secondaires. De plus, les
neutrophiles activés contribuent & 1’accentuation de la production de radicaux libres a
travers ’activit¢ du métabolisme oxydatif impliquant le NADH oxydase [200] et le NO

synthase [201].

7.6.2.5. Apoptose

La reperfusion post-ischémique semble induire une cascade d’événements
apoptotiques menant & la mort de la cellule. Ces éveénements, initiés entres autres par les
radicaux libres, favorisent I’expression de plusieurs génes associés a I’inflammation, a la
réponse immunitaire et a 1’apoptose, lesquels sont impliqués préalablement au cours de
I’ischémie [125]. Comme P’apoptose est un processus qui dépend de la disponibilité de
I’ATP cellulaire, la réoxygénation pourrait potentialiser 1’apoptose par la restauration de
I’énergie cellulaire. De plus, certaines voies de signalisation induites par un stress, dont
celle de NF-kB/IKK, jouent un rdle important dans les lésions de reperfusion. NF-kappaB
est un facteur de transcription nucléaire qui régule 1’expression de plusieurs genes
impliqués dans I’inflammation, la réponse immunitaire, 1’apoptose, la survie cellulaire et
la prolifération. Au cour de la reperfusion, plusieurs de ces génes sont activés, dont
PICAM-1 qui joue un rdle central dans 1’adhésion des neutrophiles [126-127].

Finalement, le niveau de I’apoptose dépend de la durée de la reperfusion [128]. Ces
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études confirment que I’ischémie peut elle-méme déclencher I’apoptose; la reperfusion

accélérant le processus [129].

8. APOPTOSE

8.1. Définition

L’apoptose est un processus d’autodestruction des cellules en réponse a un signal.
On la désigne souvent comme un suicide cellulaire programmé car la cellule joue un role
actif dans sa disparition. Celle-ci s’effectue selon une séquence d’événements trés précis
qui permettent a la cellule d’étre détruite en quelques heures sans laisser de traces.
Typiquement, les cellules s'autodétruisent lorsque celles-ci ne sont plus utiles, lorsqu'elles
sont endommagées ou lorsqu'elles sont dysfonctionnelles. Ainsi, 1’apoptose est en
équilibre constant avec la prolifération cellulaire. Une apoptose inefficace, inhibée ou
suractivée est observée dans de nombreuses pathologies telles que les néoplasies, les
maladies neurodégénératives, le SIDA, les hépatites, ou l'infarctus du myocarde [130-

131].

L’apoptose met en jeu des processus qui requiert de I’énergie [132-133-134].
Ainsi, des cellules déprimées totalement ou partiellement en ATP ne meurent pas par
apoptose mais par nécrose ce qui peut expliquer pourquoi I’apoptose s’observe
principalement durant la phase de la reperfusion. Cependant, certains événements
apoptotiques ne nécessitent aucune source d’énergie, comme la fragmentation de I’ADN

[135].
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8.2. Critéres morphologiques

L’apoptose se traduit par de nombreux changements morphologiques. Il
correspond a une rétraction progressive de la cellule, avec condensation de la
chromatique et du cytoplasme, suivie d’une fragmentation de ’ADN qui aboutit a la
formation de corps apoptotiques. Ces derniers sont relargués puis phagocytés par les
cellules avoisinantes, avec peu de aucune réaction inflammatoire. En ce sens, 1'apoptose
se distingue de la nécrose (mort cellulaire accidentelle) qui aboutit a 1’éclatement de la
cellule abimée déversant ainsi le contenu cellulaire dans le tissu environnant ce qui

provoque une inflammation importante [136].

8.3. Mécanismes moléculaires

La mort cellulaire par apoptose peut étre initiée par une perturbation de
I’homéostasie intracellulaire qui sont des signaux de stress cellulaire (diminution de
I’apport en nutriments, accumulation des espéces réactives de 1’oxygéne, déséquilibre
ionique, désorganisation du cytosquelette, ADN endommagé...) ou par des stimuli
extracellulaires (TNF-a, ligand Fas) via les récepteurs de mort cellulaire (TNF-R1, Fas)
[137]. Toutes ces atteintes mentionnées aboutissent & des perturbations du potentiel

membranaire de la mitochondrie et au déclenchement de la cascade des caspases (Figure

4).
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Figure 4 : Composantes majeures de la cascade apoptotique. L’apoptose met en jeu deux voies majeures
qui percoivent et intégrent les signaux de survie et de mort et qui régulent le déclenchement des cascades
des caspases — la voie extrinséque, initiée par le récepteur de mort cellulaire via un stimulus extracellulaire,
et la voie intrinséque, initiée par la mitochondrie via un stimulus intracellulaire.

Les signaux provenant de I’environnement extracellulaire sont généralement
pergus par les récepteurs de mort. Parmi ceux-ci, notons Fas et TNF-R1 qui serviront ici
d’exemples. La liaison du ligand Fas et de la cytokine TNF-a cause la trimérisation [138]
de leur récepteur membranaire respectif (Fas ou TNF-R1) et conduit au recrutement de
plusieurs protéines effectrices (TRADD, FADD) puis a I’activation de la caspase-8 qui
déclenche I’apoptose [139] soit en activant les caspases effectrices directement, soit en

clivant Bid amorgant ainsi le sentier apoptotique mitochondrial [140-148-149].

Des signaux intracellulaires (ex: hypoxie) peuvent amorcer la cascade

apoptotique directement par le sentier mitochondrial [143-154]. La mitochondrie controle
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la cascade des caspases [147-154]. Les caspases sont des protéases a cystéine exprimées a
I’€état zymogene [141]. Pour étre actives, elles doivent étre clivées au niveau des résidus
aspartates et s’assembler en hétérotétrameéres (deux hétérodimeéres p10-p20) [142]. On
retrouve, chez I’humain, au moins 14 caspases impliquées dans I’apoptose regroupées
selon leur fonction dans la cascade de signalisation [144]: les caspases initiatrices
(caspase-2, -8, -9 et —10), responsables du déclenchement des cascades d’activation des
caspases [145] et les caspases effectrices (caspase-3, -6 et —7) qui dégradent des substrats
cellulaires spécifiques (protéines de structure, enzyme de réparation de I’ADN, protéines

cytoplasmiques) [146] .

Lors de la cascade des caspases, la mitochondrie ouvre dans sa membrane interne
des mégacanaux laissant échapper des molécules apoptogénes dont le cytochrome c, le
facteur AIF et SMAC/Diablo [150-151-152-154]. Le cytochrome c ainsi relargué dans le
cytoplasme interagit avec APAF-1 pour l'assemblage d'un complexe protéique
(apoptosome) responsable de l'activation de la caspase-9, lequel active la caspase-3 [153-
154]. La caspase-3 est responsable, entre autres, du clivage et de I’inactivation de la
PARP (Poly ADP-Ribose Polymérase), une enzyme impliquée dans la réparation de
I’ADN. Ainsi, les caspases engagent la phase terminale et irréversible de 1'apoptose en
détruisant d'importants composants moléculaires du noyau et du cytoplasme, ce qui

conduit a la mort de la cellule [154].

L’ouverture des pores de transition de perméabilité (pores PT) des mitochondries
est contrdlée par les protéines de la famille Bcl-2 [156] localisées sur la membrane

externe de la mitochondrie [154-161-162-163]. La famille Bcl-2 contient des protéines
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anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w,...) [154-159-160] et pro-apoptotiques (Bax,
Bak,...) [157-158], agissant en homodimére (ex :Bax-Bax ou Bcl-2-Bcl-2) ou
hétérodimeres (ex :Bax-Bcl-2) [164-165-166]. La sensibilité de la cellule a 1’apoptose
dépend directement de I’équilibre entre les protéines anti- et pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2. Ainsi, par exemple, lorsque Bax est surexprimé, il y a formation
d’homodiméres Bax-Bax menant & la mort cellulaire. En revanche, une surexpression de
Bcl-2 formera des dimeres Bax-Bcl-2 et des homodimeéres Bcel2-Bcel-2 qui permettront la
survie de la cellule [150-151-152-155]. Certains membres de la famille Bcl-2 semblent
étre capable de former des pores. Il a été montré que les molécules Bcl-xl (anti-
apoptotique) et Bax (pro-apoptotique) pouvaient former des canaux ioniques en s’insérant
dans la membrane lipidique mitochondriale. La formation de ces canaux semble étre

dépendant du pH environnant [167-168-169].
8.4. AKT

Plusieurs études montrent qu'il est possible d’inhiber I'apoptose grice a
Pactivation de I’AKT, une sérine/thréonine kinase impliquée dans la survie cellulaire, en
réponse a des facteurs de croissance et autres stimuli extracellulaires [170-171]. L’AKT
peut engendrer la survie cellulaire par la régulation des génes de la famille Bcl-2 ou des
caspases via des phosphorylations directes (phosphorylation de BAD, de la caspase 9).
L’AKT phosphoryle les sérines 112 et 136 de la protéine Bad, laquelle ne peut plus se
dimériser avec un partenaire anti-apoptotique tels que Bcl-xl mais, en revanche, est
séquestrée dans le cytoplasme sous la forme d’un complexe avec la protéine 14-3-3 [170-

172-173]. A Vinverse, lorsque Bad n’est pas phosphorylée, elle est recrutée a la
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membrane de la mitochondrie ou elle se dimérise avec Bcl-x1 provoquant ainsi I’apoptose
[170]. AKT régule la survie cellulaire également par l'induction transcriptionnelle de
génes impliqués dans la survie cellulaire via l'activation de NF-xB [170-174] et
I'inactivation de GSK-3 [170-175-176] ainsi que par la répression transcriptionnelle de
geénes pro-apoptotiques via la phosphorylation de facteurs de transcription séquestrés

dans le cytoplasme [171].

8.5. TNF-a

Tumor necrosis factor alpha, ou facteur nécrosant des tumeurs (TNF-a) est une
cytokine impliquée dans I’inflammation et 1’apoptose [177]. Il est libéré par les
leucocytes activés en réponse & un dommage (infection, hypoxie). Il est synthétisé sous la
forme d'un précurseur, un pro-TNF qui, sous l'influence d'une endopeptidase a zinc,
donne le TNF-a [178-179-180]. Sa libération est stimulée par plusieurs autres médiateurs
dont IL-1 [181-182]. La plupart des cellules, tels que les hépatocytes, les myocytes, les
adipocytes, possédent des récepteurs de TNF-o. La liaison du TNF-a & son récepteur

TNF-R1 déclenche la cascade apoptotique [183].
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II. OBJECTIFS ET HYPOTHESE EXPERIMENTALE

1. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Nous avons observé que les acides gras polyinsaturés oméga-3, a travers leur
métabolisme, exercent des effets bénéfiques sur les maladies cardiovasculaires.
Malheureusement, il n‘existe aucune étude comparative des effets d’une diéte dont les
rapports oméga-3/6 sont inversés sur 1’infarctus du myocarde. Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés & comparer 1’effet de deux diétes sur la taille de I’infarctus du
myocarde et certains marqueurs biochimiques. Le modéle expérimental consiste 4 nourrir
des animaux pendant 2 mois avec I’une ou 1’autre des diétes proposées : soit un rapport
oméga-3/6 5:1 ou un rapport oméga-3/6 1:5. L’apport calorique pour les deux diétes
était le méme en termes de protéines, lipides et glucides. L’infarctus du myocarde a été
provoqué par I’obstruction d’une artére coronaire pendant 40 minutes suivie d’une
période de reperfusion de 3 jours. Lors du sacrifice, nous avons prélevé le coeur pour
déterminer la taille de l'infarctus et le sang pour mesurer I’agrégation plaquettaire. Nous
avons également effectué des analyses biochimiques sur les régions ischémiques et non
ischémiques du tissu cardiaque afin de déterminer différents paramétres tels que 1’activité

de la caspase-3 et d’ Akt ainsi que la présence de TNFa et de COX-2.

2. HYPOTHESE EXPERIMENTALE

La prise de supplément en -3 devrait exercer, contrairement a la prise de supplément en
®-6, un effet protecteur sur le systéme cardiovasculaire. On s’attend, entre autres, a
observer une réduction de la taille de I’infarctus du myocarde, de I’activité plaquettaire et

de I’apoptose chez les rats qui ont consommé des w-3.
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ITI. MATERIELS ET METHODES
1. GROUPES EXPERIMENTAUX

Le protocole expérimental respecte les régles émises par le Conseil canadien sur
la protection des animaux. Nous avons utilisé 23 rats Sprague-Dawley males (nombre
impair en raison de décés de certains rats) pesant entre 50 et 100g (Charles River Canada,
Saint-Constant, Québec). Les rats sont distribués aléatoirement en deux groupes selon la
diete a recevoir pour une période de 8 semaines: diéte riche en oméga-3 (huile de
poisson) ou diéte riche en oméga-6 (huile de Soya). Les diétes contiennent 19,89 % Kcal
de protéines, 38,89 % Kcal de glucides et 41,22 % Kcal de lipides avec un rapport
oméga-3/6 de 5:1 pour la premicre diéte et un rapport oméga-3/6 de 1:5 pour la
seconde. Les rats sont hébergés dans des cages individuelles avec de la nourriture et de
I’eau disponible ad libitum. Le poids corporel des animaux et la consommation de
nourriture sont mesurés quotidiennement. La température (22°C) et I’humidité (40-50%)
de la piéce demeurent constantes tout au long de I’étude; la période de luminosité était de
12 heures (8h00-20h00). Apres 8 semaines de diéte, les rats sont soumis a une ischémie

de 40 minutes et a une reperfusion de 72 heures.









Tableau IV: Composants de la diéte riche en ®-3.
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High Omega-3 Diet

Protein CHO Fat 18:2 n-6 n-3
Ingedient a/kg % g/kg a/kg a/kg g/kg glkg g/kg
Casein 248,4000 24,84 216,108 0,4968 2,484 0,03726 0,03726 0,022356
L-Cystine 3,6000 0,36 3.6 (0] 0 0 0 0
Corn
Starch 159,1600 15,916| 0,509312 143,244 0,31832 0 0 0
Maltodextrin (Lo-Dex) 180,0000 18 0 17244 0 0 0 0
Sucrose 100,0000 10 0 100 0 0 0 0
Coconut Oil,
Hydrogenated 50,0000 5 0 0 50 0 0 0
Flaxseed
50,0000 5 0 0 50 72 72 26,3
Celiulose (Fiber) 50,0000 5 0 0 0 0 0 0
Mineral Mix, AIN-93G-
42,0000 4,2 0 9,270072 0 0 0 0
Calcium Phosphate
Dibasic CaHPO4 4,8000 0,48 0 0 0 0 0 0
itamin Mix, Teklad
0060 12,0000 1,2 0 5,04 0 0 0 0
BHQ (Antioxidant) 0,0400 0,004 0 0 0 0 0 0
Fish Qil 100,0000 10 0 0 100 1,81 4,11 32,6
otals
/kg) 1000,00  100,00] 220,2173 430,4909 202,8023 9,04726 11,34726 58,92236)
Diet % 22,02 43,05 20,28 0,904726 1,134726 5,892236
kcal/kg 4428,05 880,87 1721,96 182522
kcallg 443 0,88 1,72 1,83 n-6:n-3 0,2
kcal % 19,89 38,89 41,22
Ca:P 1,59




Tableau V: Composants de la diéte riche en w-6.
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High Omega-6 Diet
Protein CHO Fat 18:2 n-6 n-3
fingedient glkg % gkg glkg glkg glkg  akg  glkg
Casein 248,4000 2484, 216,108 0,4968 2,484 0,03726 0,03726 0,022356
L-Cystine 3,6000 0,36 36 0 0 0 0 0
Corn
Starch 159,1600 15,916} 0,509312 143,244 0,31832 0 0 0
FMaItodextrin (Lo-Dex) 180,0000 18 0 172,44 0 0 0 0
Sucrose 100,0000 10 0 100 0 0 0 0
Coconut Oill,
Hydrogenated 50,0000 5 0 0 50 0 0 0
Flaxseed
Qil 8,0000 0.8 0 0 8 1,152 1,152 4,208
Cellulose (Fiber) 50,0000 5 0] 0 0 0] 0 0
Mineral Mix, AIN-93G-
MX 42,0000 4,2 0 9,270072 0 0 0 0
Calcium Phosphate
Dibasic CaHPO4 4,8000 0,48 0 0 0 0 0 0
Vitamin Mix, Teklad
40060 12,0000 1,2 0 5,04 0 0 0 0
TBHQ (Antioxidant) 0,0400 0,004 0 0 0 0 0 0
Fish Oil 0 0 0 0 0 0 0
Soybean
Oil 142,0000 14,2 0 0 142 75544 75544 11,076
Totals
1000,00 100,00 220,2173 430,4909 202,8023 76,73326 76,73326 15,30636
22,02 43,05 20,28 7,673326 7,673326 1,530636
4428,05 880,87 1721,96 1825,22
4,43 0,88 1,72 1,83 n-6:n-3 5,0
kcal % 19,89 38,89 41,22
Ca:P 1,59
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2. PROCEDURES CHIRURGICALES

L’anesthésie des rats est induite par une solution de kétamine/xylazine (35-50
mg/kg et 5 mg/kg; injection intramusculaire) et maintenue par une ventilation a
I’isoflurane (1.5%). L’électrocardiogramme (ECG) et la fréquence cardiaque sont
continuellement observés durant la procédure chirurgicale. Une thoracotomie gauche est
effectuée au cinquiéme espace intercostal et 1’ischémie est provoquée par I’occlusion de
I’artére coronaire gauche en utilisant un fil a suture. L’ischémie est confirmée par un sus-
décalage du segment ST et par la présence d’une cyanose épicardique. Aprés 40 minutes
d’occlusion, 1’occlusion est retirée et le tissu myocardique est reperfusé. La reperfusion
est confirmée par la disparition de la cyanose épicardique. Le thorax est refermé et
I’animal est retourné dans sa cage. Un antibiotique (15,000 IU pénicilline G) et un
analgésique (2 mg/kg de Butorphanol) sont administrés aux animaux a leur retour dans la
cage. Aprés 72 heures de reperfusion, les rats sont sacrifi€s par décapitation et le cceur est

rapidement prélevé.

3. MESURE DE L’AGREGATION PLAQUETTAIRE

L’agrégation plaquettaire est mesurée par impédance sur sang complet dilué a
I’aide d’un agrégométre (Whole Blood Lumi-Aggregometer Chrono-Log). Un ml de sang
est prélevé lors de la décapitation de 1’animal dans de 1’héparine (20 U/ml) et dilué 1 :1
avec de la saline. Aprés une courte période de stabilisation (30 secondes), I’activateur
plaquettaire, ’adénosine diphosphate (40 pM) est ajouté au sang dilué. L’agrégation
plaquettaire est quantifiée en ohms (Q2) en déterminant la hauteur maximale de la courbe

obtenue en utilisant le programme Aggrolink (Chrono-Log).
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4. ESTIMATION DE LA TAILLE DE L’INFARCTUS

Le coeur est canulé via 1’aorte et lavé avec la saline puis ’artére coronaire gauche
est occluse de nouveau au méme endroit pour déterminer ’aire de la zone a risque (ZR)
par infusion de 2 ml de bleu d’Evans (0,5%) dans 1’aorte. Par la suite, le coeur est placé
dans un congélateur a —80°C durant 5 minutes, puis coupé en 4 sections transversales de
2 mm. Une tranche est conservée dans un congélateur a —80°C pour des analyses
biochimiques. Cette tranche a été préalablement sectionnée en deux parties égales, une
région ischémique et une autre non-ischémique (témoin). Les autres tranches sont
incubées durant 5 minutes & 37°C dans une solution de chlorure de triphenyltetrazolium
(TTC 1%, pH 7,4) afin de déterminer 1’aire de nécrose (I). La taille de I’infarctus est
exprimée en pourcentage de nécrose (I) de la zone a risque (ZR), et la ZR est exprimée en

pourcentage de 1’aire du ventricule gauche (VG).

5. ACTIVITE DE LA CASPASE-3

Les tissus cardiaques sont homogénéisés dans un tampon de lyse (1% Triton X-
100, 0.32 M sucrose, 10 mM/mL Tris pH 8.0, 5 mM/ml EDTA, 2 mM/ml DTT, 1 mM/ml
PMSF, 10 mg/ml Leupeptine, 10 mg/ml Pepstatine A, 10 g/ml Aprotinine). L homogénat
est incubé dans la glace durant 30 minutes, soumis a 3 cycles de gel/dégel (azote liquide,
bain & 37°C) puis centrifugé a 13,000g a 4°C durant 10 minutes. Le dosage des protéines
est réalisé par la méthode Bradford (Nous avons établi qu’il est préférable d’utiliser les la
méthode Bradford ici comme technique de dosage en accord avec les tampons utilisées

par cette technique).
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Les réactions enzymatiques ont lieu dans un tampon de réaction (50 mmol/mL
Tris pH 7.5, 5 mmol/mL MgCl,, 1 mmol/ml. EGTA, 0.1% CHAPS, 1 mmol/mL DTT) en
présence de 25 pg de protéines et un substrat flurogénique (10 mM Ac-DEVD-AMC).
Dans une série de tubes, un inhibiteur de la réaction est ajouté (800 pM DEVD-CHO)
comme témoin négatif. Les réactions se poursuivent a 37°C durant 3 heures et arrétées
par I’ajout du tampon contenant 0.4 M glycine et 0.4 M NaOH. La fluorescence est
quantifiée au moyen d’un spectrophotométre (Photon Technology International,
Lawrenceville, NJ) dont la longueur d’onde d’excitation est ajustée & 365 nm et celle de

I’émission est fixée a 465 nm.

6. IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN

Les tissus sont homogénéisés dans un tampon de lyse (50 mM Tris pH 7.5, 20
mM B-glycérophosphate, 20 mM NaF, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM Na3;VO;,, 10
mM benzamidine, 0.5 mM PMSF, 10 pg/ml Leupeptine, 5 mM DTT, 1 pM microcystin
LR, et 1% Triton X-100). L’homogénat est incubé & 4°C durant 30 minutes et centrifugé
4 10,000 g 4 4°C durant 15 minutes. Le dosage des protéines est réalisé au moyen de la
méthode Lowry (Bio-Rad) (Nous avons établi qu’il est préférable d’utiliser les la
méthode Lowry ici comme technique de dosage en accord avec les tampons utilisées par

cette technique).
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Une quantité égale de protéines est chargée dans chacun des puits d’un gel
d’électrophorése contenant 10 ou 15% de polyacrylamide (SDS-PAGE). Apres
migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose afin de
rendre les protéines accessibles a la détection par anticorps. Les protéines chargées
migrent depuis le gel vers la membrane en conservant l'organisation relative qu'elles
avaient dans le gel. Il résulte de ce "blotting" que les protéines sont exposées sur une
surface mince, ce qui facilite les étapes de détection ultérieures. Pour assurer la
spécificité de la technique, tous les sites de fixation potentiels non utilisés de la
membrane doivent étre bloqués. On parle alors de blocage de la membrane (lait dilué a
5% - 5 g pour 100 ml en présence de détergent, typiquement du Tween® 20). Apres le
blocage, une solution diluée d'anticorps primaire (1 :1000) est incubée avec la membrane
et dirigée contre ’'une des protéines suivantes : AKT (Anticorps polyclonal; 60 KDa;
lapin; New England Biolabs-#9272), P-AKT (Phosphorylation & I’intérieur du C-terminal
sur la sérine 473; Anticorps polyclonal; 60 KDa; lapin; New England Biolabs-#9271),
TNF-a. (Anticorps polyclonal; 26/17 KDa; chévre; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, Calif.-TNF-a(N-19) :sc-1350) ou COX-2 (Anticorps polyclonal; 74 KDa; lapin;
New England Biolabs-#4842). Aprés ringage de la membrane, une solution diluée
d’anticorps secondaires (1 :5000) se liera a pratiquement tout anticorps primaire (anti-
lapin IgG-HRP de Santa Cruz Biotechnology, Calif-#7074; dindon anti-chévre IgG-
HRP :sc-2033 de Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Calif)). L’anticorps
secondaire est couplé a une peroxydase et le produit de la réaction émet une
luminescence proportionnelle a la concentration en protéine. Aprés ringage des anticorps

secondaires non-liés, la membrane est préte pour la détection des sondes marquées et
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lides a la protéine d'intérét. Une trousse de chimioluminescence (Perkin Elmer,
Mississauga, Ont.) est utilisée pour visualiser les bandes, et ’analyse quantitative est
effectuée a I’aide d’un numériseur d’images (Kodak ImageStation 440CF). La protéine
d’intérét est identifiée approximativement grice 4 un marqueur de poids moléculaire
(RPN800-Armersham Biosciences) chargé dans 1’un des puits en méme temps que les
échantillons. Aprés quantification, les membranes sont placées dans un tampon
permettant la dissociation de 1’anticorps de son antigéne (0.1 M glycine, 1% SDS, pH
2.0, 1 heure a la température ambiante). Cette étape est utilisée pour déterminer le
rapport pAKT/AKT sur la méme préparation. Afin de comparer différents gels, nous
avons décidé d’utiliser la moyenne obtenue sur chaque gel du groupe oméga-6 comme
étant 100%. Par la suite toutes les valeurs ont été exprimées par rapport a ce 100%. Ainsi
il nous était possible de comparer différents gels d’autant plus que les mesures ne

pouvaient ce faire sur un méme gel.

7. STATISTIQUE
L’analyse statistique est réalisée par un test t de Student pour comparer les
résultats des deux groupes expérimentaux (diéte @-3 versus diéte @ -6). Les différences

sont considérées comme significatives pour p<0.05.
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IV. RESULTATS
1. POIDS CORPOREL ET CONSOMMATION D’ENERGIE

Aucune différence de poids corporel et de consommation de nourriture durant les
8 semaines de traitement n’a été observée entre les animaux ayant regus une diéte
enrichie en acides gras polyinsaturés ®-3 (huile de poisson) et ceux ayant regus une dicte
enrichie ®-6 (huile de Soya). (Figure 5 et Figure 6). Ces parametres sont donc similaires

dans les deux groupes au moment de procéder a la chirurgie.
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Figure 5. Poids corporel (en gramme) des animaux ayant recu 1’une ou I’autre des diétes enrichies en
acides gras polyinsaturés (diéte enrichie en @-3 versus di¢te enrichie en ®-6) durant les 8 semaines qui
précédent le protocole chirurgical. On ne dénote aucune différence significative entre les deux groupes.
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Figure 6. Consommation de nourriture sous forme d’une di¢te enrichie d’w-3 ou d’une diéte enrichie d’@-
6 durant les 8 semaines qui précédent le protocole chirurgical. Aucune différence significative dans la
consommation de nourriture n’est observée entre les deux groupes.

2. TAILLE DE L’INFARCTUS ET AIRE DE LA ZONE A RISQUE

La taille de I’infarctus (I) est exprimée en pourcentage de la zone a risque (ZR).
La Figure 7 montre qu’une consommation quotidienne en @-3 pour une période de 8
semaines réduit significativement la taille de I’infarctus (I/ZR) aprés 72 heures de

reperfusion (* p=0,0377).

L’aire de la zone a risque (ZR), exprimée en pourcentage de ’aire du ventricule

gauche (VG), est comparable entre les deux groupes expérimentaux (Figure 8).
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Figure 7. La taille de Dinfarctus (I), exprimée en pourcentage de la zone a risque (ZR), est
significativement réduite chez les rats nourris avec une diéte riche en ©-3 (n=11) comparativement a ceux

nourris avec une diéte riche en @-6 (n=12) aprés 72 heures de reperfusion (* p=0,0377).
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Figure 8. L’aire de la zone 4 risque (ZR), exprimée en pourcentage de I’aire du ventricule gauche (VG), est
semblable chez les rats nourris avec une diéte riche en @-3 (55,5 + 2,1 pour n=11) et ceux nourris avec une
digte riche en -6 (48,3 + 3,4 pour n=12) aprés 72 heures de reperfusion.
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3. AGREGATION PLAQUETTAIRE

Les effets d’une diéte enrichie en -3 sur I’agrégation plaquettaire sont présentés
a la Figure 9. Aprés une ischémie de 40 minutes suivie 72 heures de reperfusion, le taux
d’agrégation plaquettaire est significativement plus élevé (p<0,05) chez les animaux
nourris avec une diéte riche en ®-3 (13,1 + 0,9Q pour n=5) comparativement a celui des

animaux nourris avec une diéte riche en ©-6 (8,8 * 3,4Q pour n=5).
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Figure 9. Le taux d’agrégation plaquettaire (en Ohms) dans le sang des rats nourris avec une diéte riche en
®-3 (n=5) est significativement plus élevé comparé a celui des rats nourris avec une di¢te riche en -6

(n=>5) aprés 72 heures de reperfusion (* p=0,0461).
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4. EXPRESSION DE COX2 ET DE TNF-a

L’expression de 1’enzyme COX-2 du tissu cardiaque est légérement plus faible
chez les animaux nourris avec la diéte riche en ®-3 (72 £ 27% pour n=6) que chez les rats
nourris avec la diéte riche en -6 (100 + 39% pour n=5) (Figure 10). Toutefois cette

différence n’est pas significative.

La Figure 11 montre que I’expression tissulaire cardiaque de la cytokine pro-

inflammatoire TNF-o. est similaire entre les groupes.
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Figure 10. L’expression de ’enzyme cyclo-oxygénase-2 (COX-2) dans le tissu cardiaque est semblable
chez les deux groupes : rats nourris avec une diéte riche en @-3 (n=6) et ceux nourris avec une diéte riche
en -6 (n=5). Elle est exprimée & 100% chez le groupe w-6.
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Figure 11. L’expression de la cytokine TNF-a est semblable dans le tissu cardiaque des rats nourris avec
une diéte riche en -3 (n=6) et ceux nourris avec une diéte riche en ©-6 (n=5). Elle est exprimée a 100%
chez le groupe »-6.
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5. ACTIVITE DE LA CASPASE-3

L’activité de la Caspase-3 dans la zone normale (zone non-ischémique) du tissu
cardiaque, présentée a la Figure 12, ne révele aucune différence entre les animaux des
groupes ®-3 (96,8 + 38,9% pour n=6) et oméga-6 (100,0 * 45,0% pour n=4). Cependant,
la Figure 13 montre que son activité est réduite de maniére significative (p=0,0051). dans
la zone a risque (zone ischémique) du tissu cardiaque des animaux nourris avec une diéte
enrichie en ®-3. La consommation de cette di¢te a diminué ’activité de la Caspase-3 a
37,1 + 9,3%, comparativement 2 100 £+ 14,8% pour le groupe nourri avec la diéte riche

en omega-6.
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Figure 12. L’activité de la Caspase-3 dans la zone normale (zone non-ischémique) du tissu cardiaque des
rats nourris avec une diéte riche en ®-3 (n=6) est réduite comparativement a ceux nourris avec une diéte
riche en ©-6 (n=4). Elle est exprimée & 100% chez le groupe w-6.
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Figure 13. L’activité de la Caspase-3 dans la zone a risque (zone ischémique) du tissu cardiaque des rats nourris
avec une diéte riche en -3 (n=6) est réduite comparativement a ceux nourris avec une diete riche en @-6 (n=4) *
p=0,0051). Elle est exprimée a 100% chez le groupe ©-6.
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6. ACTIVITE DE L’AKT

La Figure 14 montre que, dans la zone ischémique, I’activation de I’AKT (exprimée par
le rapport de la forme phosphorylée comparée a la quantité totale de la protéine AKT) est
significativement supérieure chez les animaux ayant recu un supplément nutritionnel en ®-3
(512,9 + 159,5 pour n=5) comparé & ceux ayant regu un supplément nutritionnel en -6 (100 *

24,2 pour n=5).
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Figure 14. L’activation de la protéine I’AKT présent dans le tissu cardiaque ischémique des rats nourris avec une
diete riche en ©-3 (n=5) est significativement plus élevée comparativement a ceux nourris avec une diéte riche en ®-

6 (n=5) (* p=0,0337). Elle est exprimée a 100% chez le groupe ®-6.
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V. DISCUSSION

1. POIDS CORPOREL ET CONSOMMATION D’ENERGIE

Dans cette étude, nous avons démontré qu’une consommation quotidienne d’une diete
riche en acides gras polyinsaturés -3 (huile de poisson) ou w-6 (huile de Soya) pour une période
de 8 semaines n’engendre, entre les deux groupes, aucune différence significative sur le gain de
poids corporel (Figure 4). Ces résultats contrastent avec plusieurs études qui observent que les
acides gras polyinsaturés -6, retrouvés dans I’huile de Soya, induisent un gain de poids chez la
souris et le rat [184-185]. Il semble que les ©-6 ont tendance 4 augmenter la taille des adipocytes
[186] ou le nombre des cellules adipeuses [187] et a amplifier I’activité des enzymes
lipogéniques hépatiques [188]. Au contraire, les ®-3, particuliérement ceux présents dans les
huiles de poisson, tendent & favoriser la perte de poids [189-190], en freinant la différentiation
des pré-adipocytes en adipocytes [191]. Hye-Kyeong Kim et son équipe ont observé que I’ajout
du DHA & concentrations variables a des cultures de cellules pré-adipocytes ont eu pour effet de
réduire le nombre de pré-adipocytes viables en induisant leur mort par apoptose et de réduire
I’accumulation de graisse dans les pré-adipocytes. Donc, plus il y a de DHA, moins la graisse
s’accumule [192]. Les résultats contradictoires obtenus au cours de notre étude peuvent
s’expliquer par la durée de I’étude, qui est de 8 semaines. Selon les normes en vigueur pour le
Conseil canadien de protection des animaux, il est important de laisser les rats s’habituer sur une
période de 4 semaines lors d’un changement de di¢te. Ainsi nous avons choisi d’utiliser deux
mois pour s’assurer de la stabilité des changements. Nos résultats contradictoires peuvent aussi
s’expliquer par le profil en acide gras polyinsaturés des diétes, lesquels affecteraient la régulation

métabolique du poids corporel. En effet, les dictes -3 et @-6 utilisées pour notre étude
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contiennent 20,3% de lipides (Tableau IV), ce qui est le double de la diéte normale chez le rat,
laquelle se compose généralement 10% de lipides. Les dittes ©-3 et ®-6 se différencient
uniquement par le rapport lipidique @-3/ ®-6 (0,2 pour la diéte -3 et 5,0 pour la di¢te w-6),
lequel est de 1/5 pour notre étude. Dans une diéte normale, ce méme rapport est d’environ 1/10.
De plus, dans une diéte normale, le taux en ®-3 est de 0,2 g/kg, ce qui faible si I’'on compare a
celui de notre diéte riche en ®-3 (58,9 g/kg) et de notre riche en -6 (15,3 g/kg). Il ne semble pas
avoir de norme pour la teneur en ®-3 dans une diéte normale. Comme nous avons décidé
d’utiliser des diétes riches en lipides, il est donc normale d’obtenir une plus grande teneur en -3
dans nos diétes que dans la diéte normale. Afin de s’assurer ’absence de déficience nutritive chez
les rats ayant regu une diéte riche en lipides (©-3 ou ©-6), nous avons nourris une série de rat
avec une diéte normale (non montré). Nos résultats révélent aucun probléme de croissance chez
les rats nourris avec nos diétes riches en lipides (non montré). Le profil lipidique des diétes riches
en gras peut varier énormément selon les études puisqu’il n’existe aucune norme quant a la teneur
en certains lipides que doit contenir ces diétes. Par exemple, Jen et ses collégues ont utilis¢ des
dietes contenant 65,4% de lipides (400 g/kg en huile de poisson ou 330 g/kg en huile de soya)
[224], alors que nos diétes en contiennet 20,3% (32,6 g/kg en huile de poisson ou 11,1 g/kg).
Cependant, Pellizzon affirme que « les types des acides gras polyinsaturés utilisés, la quantité de
lipides dans les diétes et la durée de 1’étude sont seulement quelques facteurs qui peuvent affecter
les résultats » [187-190]. Il est vrai que les acides gras polyinsaturés exercent une variété d’effets
au sein de I’organisme, de nouvelles recherches en ce sens devront étre €laborées pour mieux

comprendre le phénomeéne.

Nous avons décidé d’utiliser une diéte riche en lipides parce que cette diéte est plus

représentative de la diéte nord-américaine et que nous pensions qu’une forte concentration de
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lipides accentuerait les différences entre les groupes. Or selon nos résultats, la taille moyenne de
I’infarctus dans le groupe -6 est similaire a la taille de I’infarctus que 1’on obtient avec notre
diéte standard [218] suggérant que I’augmentation de lipides, n’a pas d’effet majeur sur la taille
de I’infarctus. Toutefois pour valider cette hypothése, une nouvelle étude devrait étre entreprise
pour comparer les effets d’une diéte normale et notre diéte oméga-6. C’est une des limites de

notre étude.

Si la composition en acides gras de la diéte peut affecter le poids corporel, elle peut
également affecter I’appétit. Certaines études font le lien entre les acides gras polyinsaturés et la
leptine. La leptine est une hormone produite et sécrétée dans la circulation sanguine par les
adipocytes. Son action essentielle est de couper 1’appétit en se fixant sur des récepteurs au niveau
de ’hypothalamus, causant ainsi une perte de poids corporel chez le rat [193-194]. 1l a été
confirmé, chez I’humain, que la concentration de leptine dans le sang est liée au pourcentage de
graisses dans le corps et au poids corporel [195-196]. Par ailleurs, il semble donc qu’une
consommation d’@-3 stimule la production de la leptine, d’ou une perte d’appétit [197]. Or, nos
résultats ne révélent aucune différence significative entre les deux groupes concernant I’appétit
(Figure 5). La durée de 1’étude et le profil en acides gras polyinsaturés des diétes pourraient jouer
un rdle dans I’appétit via la sécrétion de la leptine. Des études en ce sens seraient tres

intéressantes.

2. TAILLE DE L’INFARCTUS ET AIRE DE LA ZONE A RISQUE
Notre étude démontre ’effet bénéfique d’une consommation d’acides gras polyinsaturés
®-3 d’origine marine sur la taille de I’infarctus du myocarde chez le rat. En effet, nos résultats

révélent une réduction significative d’environ 22 % de la taille de I’infarctus chez les rats nourris
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avec une dicte enrichie aux ®-3 par rapport a ceux nourris avec la diéte enrichie aux -6 (Figure-
6). Lorsqu’on utilise la di¢te standard de 1’animalerie, la taille d’infarctus de nos groupes témoin
est de I’ordre de 50%, ce qui est similaire a celle retrouvée dans le groupe ®-6. Ainsi les m-6 ne
semblent pas avoir un effet négatif par rapport a notre di¢te standard et suggérent que les ®-3 ont
plutdt des effets positifs. Pour confirmer ou infirmer la validité du traitement aux ®-3, il aurait été
souhaitable de mesurer les proportions lipidiques dans les membranes des tissus cardiaques chez
les groupes a I’étude afin de vérifier si les -3 sont bien incorporés dans les membranes
lipidiques. Une étude de Oskarsson et al nous montre des résultats similaires chez un autre
modéle animal, le chien. Ils ont obtenu une taille de I’infarctus de 29 +/- 7% pour le groupe
contrdle et de 13 +/- 3% pour le groupe ayant re¢u I’huile de poisson (p < 0.05) [223]. Quant a la
taille de I’infarctus (I/ZR) chez les rats nourris avec la diéte, elle est d’environ 50%, ce qui
similaire a celle observée, chez les rats de notre étude, qui on été nourris avec enrichie aux ®-6.
L’hypothése que les acides gras -3 protégent le cceur a été exposée suite a 1’observation du
faible taux d’incidence des maladies ischémiques coronariennes chez les Inuits du Groenland et
les Japonais [37]. Une forte consommation de EPA et DHA altére le rapport ®-6/ ®-3 dans les
membranes phospholipidiques des cardiomyocytes causée par une diminution des w-6 au profit
des ®-3 [198]. Ce remplacement s’effectue dans I’ensemble des membranes tissulaires [37]. Bien
que le rapport ®-6/w-3 idéal soit de 1 :1. Plusieurs scientifiques propose plutt un rapport égale a
5 [42] pour satisfaire la totalité de 1’organisme, ce qui correspond & celui utilisé pour notre étude.
11 semble toutefois exister des effets distincts sur les fonctions physiologiques du cceur selon que
I’on utilise les AGPI isolés (EPA et/ou DHA) ou les huiles riches en AGPI (huile de poisson).
Sergiel et ses collégues révelent que I’effet anti-ischémique de 1’huile de poisson alimentatire
n’est pas observé avec ’EPA ou le DHA seul. Cet effet semble relié a la teneur en EPA dans les

phospholipides membranaires [202]. En effet, I’acide arachidonique est diminuée de fagon plus
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importante par le DHA que par 'EPA alimentaire. Dans le groupe EPA, le DHA membranaire est
plus faible que dans le groupe DHA, mais les acides éicosapentaénoique et docosapentaénoique
sont plus élevés. Ces variations de la composition en acides gras des membranes modifient donc
le fonctionnement cardiaque. Il convient maintenant de déterminer les conditions alimentaires
optimales pour favoriser 1'accumulation d'EPA [202]. L’effet protecteur des -3 sur les maladies
cardiovasculaires tient compte de plusieurs mécanismes dont le métabolisme des eicosanoides,
I’inflammation, la dysfonction endothéliale, les cytokines, et ’expression génique [217]. Les ®-3
peuvent inhiber les médiateurs lipidiques issus de I’AA, lesquels possédent des propriétés
vasocontrictrices et pro-agrégante comme le TXA,. Ils peuvent aussi inhiber la synthése et la
libération des cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a et IL-1 libéré au cours de l’ischémie,
diminuant ainsi la réponse inflammatoire, laquelle est une caractéristique de 1’infarctus du

myocarde.

3. AGREGATION PLAQUETTAIRE

De nombreuses études mettent en relief ’action antihémostatique et antithrombotique des
acides gras ®-3 a longue chaine d’origine marine (EPA, DHA). Cependant, I’effets des ®-3 sur
la fonction plaquettaire et sur le thrombose demeurent controversés. Bien que Dyerberg et al aient
démontré que les huiles de poissons réduisent 1’agrégation plaquettaire par I’intermédiaire du
métabolisme des eicosanoides, des études subséquentes ont obtenues des résultats contradictoires
[199]. C’est notamment le cas de notre étude ou I’on observe un taux d’agrégation plaquettaire
significativement plus élevé que nous avons obtenus chez les rats nourris avec une diéte riche en
®-3 que chez ceux nourris avec une diéte riche en -6 apres 72 heures de reperfusion (Figure 8).
Il est possible que les plaquettes les plus réactives provenant des animaux avec la di¢te ® -6

soient déja emprisonnées dans le tissu cardiaque ou ailleurs alors que les plaquettes circulantes
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soient celles qui sont les moins réactives. A 1’opposé les plaquettes des animaux avec la diéte ©-3
ne sont pas activées et donc représentent vraiment toute la population plaquettaire. Pour répondre
a cette hypothése, le nombre de plaquettes accumulées dans le myocarde devrait &tre mesuré afin
de déterminer si une différence existe entre les groupes. De plus, I’agrégation plaquettaire devrait

étre mesurée avant le début de 1’ischémie afin de déterminer si une différence existe a 1’état basal.

4. EXPRESSION DE COX-2 ET DE TNF-a

Notre étude a tenté de démontrer les effets bénéfiques des acides gras -3 d’origine
animale sur I’inflammation engendrée par un infarctus du myocarde et ce a travers 1’analyse du
taux de la COX-2 et de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a chez les tissus cardiaques. En ce
qui concerne la cytokine TNF-a, nos résultats n’indiquent aucun changement significatif (Figure
10). Pourtant, bon nombre de chercheurs s’accordent pour dire que les @-3 inhibent la synthése et
I’action de TNF-a. et autres cytokines pro-inflammatoires (ex : IL1 et IL-6) [64-205-220], dont
les mécanismes impliquent probablement les médiateurs inflammatoires que sont les
eicosanoides [206]. De plus, Tashiro ef al révélent que les ®-6 augmentent la synthése de TNF-a
et de I’IL-6 alors que les -3 réduisent leur production [221]. Toutefois, il peut s’avérer qu’a un
certain rapport -6/ @-3 les effets bénéfiques des ©-3 soient inconstants. En effet, il semble que,
dans certaines situations, une diéte composée d’huile de poissons peut agir comme un
« antagoniste » de 1’agent anti-inflammatoire PGE2 de la séric -6, engendrant ainsi des effets
opposés a ceux prévus préalablement [207]. De plus, certains métabolites de la série des -6, tels
que I’acide linoléique gamma, agissent en tant qu’agent anti-inflammatoire [210]. Ainsi, ces
observations peuvent expliquer en partie ’effet « neutre » de nos résultats sur le contenu en TNF-

a cardiaque.
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On sait que la COX-2 est une enzyme principalement exprimée aux sites inflammatoires
et qui produit les eicosanoides pro-inflammatoires [208]. Il semble que les effets bénéfiques des
©-3 anti-inflammatoires rapporté par différents chercheurs inhiberaient la production des ces
médiateurs pro-inflammatoires [34]. Denkins et al révélent que les ®-3 et les ©-6 régulent
I’expression de ’ARNm de COX-2 et la production de PGE2. AA augmente significativement
’expression de I’ARNm de COX-2 et la production de PGE; dans les cellules 70W stimulé par
®-6. Par contre, ’expression de I’ARNm de COX-2 est diminuée dans les cellules incubées avec
EPA et DHA. Donc, I’effet bénéfique des -3 semble lié a I’inhibition de I’activité de COX-2 et,
par conséquent, 2 la réduction des niveaux de production PGE; [222]. Comme pour la cytokine
TNF-a, nos recherches ne montrent aucun changement significatif dans le taux de la COX2 chez
les rats nourris aux -3 durant 8 semaines (Figure 9). Toutefois, la présence d’une protéine ne
nous donne pas d’informations sur son activité. Or il est possible que ’activité de COX-2 soit
plus faible dans le groupe ®-3 que dans le groupe ©-6, ce qui reste devraient étre vérifié lors

d’études futures.

5. ACTIVITE DE LA CASPASE-3 ET DE AKT

La Figure 12 nous montre une réduction significative de ’activité de la Caspase-3 dans la
zone & risque (zone ischémique) du tissu cardiaque chez les rats nourris avec une diéte enrichie
en ®-3 suite 4 une ischémie de 40 minutes et une reperfusion de 72 heures. 1l est intéressant de
constater 1’effet bénéfique d’une supplémentation en @-3 sur I’infarctus du myocarde. Des études
sur le cancer démontrent que les @-3 induisent un arrét du cycle cellulaire et I’apoptose par
|’activation des protéines phosphatases qui implique la protéine Bcl-2. Cette derniere régule la

libération du cytochrome c de la mitochondrie aboutissant éventuellement a Dactivation de
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I’enzyme apoptotique caspase-3 [210]. Or, le mécanisme moléculaire des ®-3 sur le phénoméne
de I’apoptose suite a une ischémie/reperfusion n’est pas totalement compris et doit intégrer un
grand nombre de voies de signalisation dont celles affectant I’activation des MAPKs.
L’activation des MAPKs inclue celle des cascades de ERK % p38 MAPK et JNK, des protéines
aux fonctions biologiques diverses. [211-212-213-214]. L’activation de ces différentes cascades
peut conduire a la translocation nucléaire des MAPKSs, qui phosphorylent et activent des facteurs
de transcription spécifiques jouant [219].Une étude de Shizukuda et Buttrick démontre que
I’apoptose a été induite a travers la stimulation du récepteur de TXA?2 (eicosanoides de la famille
des oméga-6) qui active PKC, lequel supprime I’activation de I’AKT [215]. La protéine AKT est
la clé de voite de la prolifération et de la survie cellulaire. Son activation par phosphorylation
met en ceuvre plusieurs mécanismes pour contrer le processus de 1’apoptose. Nos résultats
révélent une activité significativement plus élevée chez les rats nourris aux -3 (Figure 13).
Selon Akbar, I’altération de la membrane par les ©-3 affecte la voie de signalisation de
PI3K/AKT en facilitant la translocation et I’activation de AKT & la membrane puisqu’ils ont la
capacité d’augmenter la phosphatidylsérine, un phospholipide majeur des membranes cellulaires

[216].
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VI. CONCLUSION

Plusieurs études effectuées sur un modéle animal ont mis en évidence I’effet bénéfique de
la consommation des poissons sur les maladies cardiovasculaires. L'ensemble de ces études
suggérent que les acides gras polyinsaturés de la famille des ©-3 exercent a travers leur
métabolisme, une action préventive sur certains facteurs de risque impliqués dans les maladies
cardiovasculaires, dont la coagulation et D’agrégation plaquettaire, la tension artérielle,
I’hypertriglycéridémie, 1’arythmie ventriculaire et I'inflammation. Les résultats du présent
mémoire montrent que I’ajout des acides gras polyinsaturés de la famille -3 ou de la famille @-6
4 la ration des rats, et ce durant 8 semaines, n’influence en rien le poids corporel et la
consommation en énergie de I’animal. Cependant, nos résultats indiquent qu’une diéte riche en
®-3 réduit significativement la taille de ’infarctus du myocarde suite a une ischémie de 40
minutes suivie de 72 heures de reperfusion. Certains paramétres, tels que I’activité de la caspase-

3 ainsi que celle de Akt dans la zone a risque, viennent renforcer notre hypothése de départ.

La présente étude semble justifier I’intérét grandissant pour les w-3 & longue chaine pour
contrer les maladies cardiovasculaires. Malgré les vertus qu'on leur préte, bon nombre
d’interrogations demeurent en suspend. Une recherche plus approfondie de l’influence des
rapports alimentaires d’acides gras essentiels (@-6/ ®-3) sur I’infarctus du myocarde chez
différents modéles animales reste pertinente et comtemporaine. Néanmoins, il reste beaucoup de
travail & faire pour évaluer tous les mécanismes dans lesquels sont impliqués les @-3 dans les

maladies cardiovasculaires.
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