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Résumé

Une mort cellulaire par apoptose impliquant un processus inflammatoire est observée dans
le systeme limbique, suite a un infarctus du myocarde. Les oméga-3 et ses métabolites, en
plus de leurs propriétés bénéfiques pour le systetme cardiovasculaire, réduisent
I’inflammation, contrairement aux oméga-6 qui sont plus pro-inflammatoires. Comme le
métabolisme de ces deux acides gras essentiels impliquent les mémes enzymes, le ratio
alimentaire oméga-3/6 aurait donc des impacts importants sur 1'état inflammatoire et ainsi
indirectement sur l'apoptose. Conséquemment, cette étude a pour but d'évaluer l'effet de
différents ratios oméga-3/6 sur la taille de I’infarctus, I’inflammation et 1’apoptose dans le

systeme limbique suite a un infarctus du myocarde.

Des rats Sprague-Dawley ont été aléatoirement distribués dans trois groupes contenant des
ratios 1:1, 1:5 et 5:1 oméga-3/6. Ils ont été nourris pendant 2 semaines, suivie d’une
occlusion de I’artére coronaire gauche descendante pendant 40 minutes et d’une période de
reperfusion (15 min et 24 h). De hauts ratios d’oméga-3 (5:1 et 1:1) diminuent
significativement la taille de I’infarctus de 32 % et augmentent 1’activité d’Akt, impliquée
dans la voie cardioprotectrice RISK, comparativement au ratio 1:5. Ils diminuent aussi la
concentration plasmatique de TNF-a. Dans le systéme limbique, I’activité de la caspase-3
est augmentée dans la région CAl, apres 15 min, et dans les régions du CAl et du gyrus
dentelé (Gd), apres 24 h, avec la diéte 1:5 en comparaison aux dietes 1:1 et 5:1. L’activité
enzymatique de la caspase-8 est augmentée dans le Gd, alors que dans le CAl, il y a une

activité plus importante de la caspase-9 aux temps de reperfusion étudiés.

Conclusion: Les di¢tes élevées en oméga-3/oméga-6 réduisent la taille de l'infarctus,
I’inflammation et diminuent I’apoptose dans le systéme limbique aprés un infarctus du

myocarde.

Mots-clés : Ratio oméga 3/6, dicte, infarctus du myocarde, apoptose, systeme limbique,

inflammation
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Abstract

Apoptosis occurs in the limbic system by a mechanism involving inflammation after a
myocardial infarction. Omega-3 are essential fatty acids known for their benefits in
cardiovascular health and to reduce inflammation, whereas, omega-6 and their metabolites
are more inflammatory. Since these two essential fatty acids are metabolized by the same
group of enzymes, the resulting competition would affect the inflammation and thus
indirectly the apoptosis. Therefore, the aim of this study is to evaluate the effect of different
omega-3/6 ratios on the infarct size, inflammation and apoptosis in the limbic system after

myocardial infarction.

Male Sprague-Dawley rats were divided randomly between three diet groups containing
1:5, 1:1 and 5:1 omega-3/6 ratios. Rats were fed for two weeks followed by a left anterior
descending coronary occlusion for 40 min and by reperfusion time (15 min or 24 h). Infarct
size was significantly reduced by 32% and Akt activity, implicated in RISK
cardioprotection pathway, enhanced by the 5:1 and 1:1 in comparison to the 1:5 diet ratios.
They also reduced TNF-a plasma concentration. In the limbic system, caspase-3 enzymatic
activity was doubled in CA1 after 15 min and in CA1 and dentate gyrus (Dg), after 24 h, in
the 1:5 compared to 1:1 and 5:1 groups. Caspase-8 enzymatic activity was increased in Dg
and capase-9 was enhanced in the CA1 at both reperfusion time in the 1:5 against the 1:1

and 5:1 groups.

Conclusion: High omega-3 dietary ratio helps to reduce infarct size, inflammation and to

prevent apoptosis in the limbic system.

Keywords : Omega-3/6 ratio, Diet, Myocardial infarction, Apoptosis, Limbic system,

Inflammation
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Introduction

Chapitre 1. Infarctus du myocarde

Selon la Fondation des maladies du coeur, le nombre de crises cardiaques survenant
chaque année est estimé a 70 000 au Canada. Plus de 17 000 Canadiens et Canadiennes
succombent chaque année a une crise cardiaque aussi appelée infarctus du myocarde (IM)
[1]. D’un point de vue biologique, I’IM correspond a la mort des cardiomyocytes a la suite
d’une ischémie, c'est-a-dire un déséquilibre entre I’apport et la demande en oxygene et en
nutriment [2]. La cause la plus fréquente de I’IM est 1’occlusion d’une artére coronarienne
par un thrombus. Ce thrombus provient majoritairement de la rupture ou de 1’érosion d’une

plaque d’athérosclérose [3].

D’un point de vue clinique, le diagnostic de I'IM se base sur I’apparition de
symptomes d’ischémie comme une modification de [’électrocardiogramme (ECG) et
I’augmentation des niveaux plasmatiques de biomarqueurs, par exemple la troponine [2].
Les symptomes courants d’ischémie causés par un IM sont une douleur soudaine a la
poitrine, a 1’épigastre ou a la machoire et un inconfort au bras gauche [4]. Le diagnostic
doit étre fait le plus rapidement possible afin de réduire le temps d’intervention. En effet,
plus les traitements sont prodigués rapidement, plus le pronostic en sera amélioré [5]. Parmi
les traitements pharmacologiques de 1I’'IM, on retrouve les nitrates, 1’aspirine, les béta-
bloqueurs ainsi que les thérapies thrombolytiques. De plus, il est possible de limiter les
dommages de l'ischémie, suite a un blocage d’une artére coronaire, en pratiquant une
angioplastie coronaire transluminale percutanée. Le procédé dilate une artére coronaire
obstruée a 1’aide d’un ballonnet [6] et interrompt les dommages induits par l'ischémie en

rétablissant la circulation sanguine.

La suite de ce chapitre se consacre aux déterminants de I’IM et ses conséquences

cellulaires.
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1.1. Ischémie

Dans des conditions aérobiques normales, le cceur soutire 60 a 80 % de son énergie
par I’oxydation des acides gras (AG). L’énergie restante soit, de 20 a 40 %, est acquise par
la glycolyse aérobique a partir du glucose. Apres seulement 8 secondes d’ischémie, dans le
cytoplasme, le manque d'oxygene entraine une glycolyse anaérobique [7]. Entre 80 et 90 %,
de I’énergie est alors obtenue par glycolyse anaérobique utilisant les granules de glycogéne
[8]. La cellule myocardique utilise également ses réserves de créatine phosphate pour
pallier la forte demande énergétique. Aprés uniquement 30 secondes d’ischémie, les
réserves de créatine phosphate sont épuisées a 90 %; apres 3 minutes, elles le sont

enticrement [9].

Dans les minutes suivantes, les concentrations cellulaires d’adénosine triphosphate

(ATP) diminuent ce qui entraine un ralentissement de la contraction des myofibrilles. La

pompe sodium-potassium Na™/K™ ATPase ralentit et provoque une augmentation des
concentrations cytoplasmiques de sodium et une diminution des concentrations de

potassium [10, 11]. L’accumulation de sodium intracellulaire favorise I’entrée d'ions

calciques par I’échangeur Na'/Ca™ [12] et modifie le potentiel membranaire. Les
modifications du potentiel membranaire expliquent ainsi les changements caractéristiques
sur un ¢lectrocardiogramme de I’IM [13]. Par ailleurs, 1’ischémie induit une accumulation
de lactate par la glycolyse anaérobique, de phosphates inorganiques ainsi que de créatine.
En somme, un important gradient osmotique s’installe favorisant 1’entrée d’eau dans la
cellule [13]. Plus le temps en condition d’anoxie s’accroit, plus il y a une accumulation de

lactates et de protons qui provoque la réduction du pH intracellulaire.

Apres 15 minutes d’ischémie, les concentrations en ATP sont réduites de 35 % [14].
On observe des cardiomyocytes oedémateux avec de faibles concentrations intracellulaires
de glycogene. Plus précisément, les myofibrilles sont relachées, le noyau montre une faible
condensation de la chromatine et la membrane du réticulum sarcoplasmique est intacte. Un

oedéme mitochondrial et une réduction des granules sont aussi présents sans toutefois
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apercevoir de granules anormales [15]. Ces lésions sont appelées réversibles puisqu’a ce
point aucune séquelle permanente n’est induite. Si la circulation sanguine est rétablie, les

cardiomyocytes retrouveront leur état d’origine [16].

Aprées 20 a 25 minutes, les premieres cellules meurent par nécrose [17]. La nécrose
est un indicateur des Iésions irréversibles. Le rétablissement de la circulation sanguine doit
donc se faire avant les 20 a 25 premicres minutes d’ischémie afin d’éviter tout dommage

irréversible.

Les étapes menant a la mort des cardiomyocytes débutent par I’accumulation de
déchets et la baisse du pH intracellulaire induisant une dysfonction mitochondriale. Des
densités amorphes sont retrouvées dans la matrice mitochondriale, composées de lipides, de
protéines dénaturées et de calcium [15]. L’atteinte s’étend également au noyau, car une
margination de la chromatine est présente. Ultimement, 1’accumulation de déchets
intracellulaires méne aux bris de la membrane mitochondriale et de la membrane des
lysosomes. Conjointement avec ce bris, I’augmentation de calcium permet 1’activation des
protéases qui alteére les protéines contractiles suivie de 1’activation de phospholipases. Pour
conclure, le clivage des protéines incorporées dans la membrane meéne a la mort cellulaire

par lyse cellulaire [10, 18].

Apres 40 minutes d’ischémie totale, plus de 90 % de I’ATP intracellulaire a été
utilisé et environ 50 % des cellules sont atteintes de maniere irréversible [17]. Le processus
d’ischémie induit des atteintes au tissu myocardique de plus en plus importantes a travers le
temps et vers la sixiéme heure d’ischémie, trés peu de myocarde peut étre sauvé [9]. En
plus des atteintes myocardiques, une occlusion prolongée de 3 a 6 heures peut provoquer

une atteinte aux vaisseaux et induire une hémorragie interstitielle [19].

D’aprés une perspective macroscopique, I’IM suit une trajectoire appelée « vague

de front ». C’est-a-dire qu’il débute dans la région endocardique pour progresser vers la
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région épicardique, jusqu’a 1’obtention d’un infarctus transmural entre la troisiéme et

sixieme heure d'ischémie [19, 20].

Les connaissances sur le déroulement macroscopique, microscopique et moléculaire
de I'IM sont issues d’études réalisées majoritairement chez le chien [14, 21, 22]. La
particularité de ce modele est qu’il comprend une importante circulation collatérale, tout
comme I’homme adulte avec maladie athérosclérotique. La circulation collatérale désigne
des vaisseaux, appelés anastomoses, interreliants des artéres coronariennes entre elles. Les
vaisseaux collatéraux sont issus d’un vaisseau de plus faible calibre qui lors d’une
occlusion ou d’une sténose vont recevoir un apport sanguin, permettant d'irriguer une partie
de la région ischémique [23]. Cette circulation, appelée collatérale, est un important
déterminant de la taille de I’IM. Plus il y a de vaisseaux collatéraux, plus lors d’une
occlusion le processus d’ischémie peut étre prévenu par une circulation sanguine adéquate
[24, 25]. De plus, la circulation collatérale est plus importante dans la région
subépicardique qu'endocardique [26]. L'évolution de l'infarctus serait donc grandement

influencée par la circulation collatérale [27].

D’autre part, la taille de I’'IM peut étre modulée par le niveau auquel 1’occlusion se
produit. En fait, il existe une relation linéaire entre la portion occluse appelée zone a risque
et la zone infarcie [28]. Plus la région ischémique est grande, plus un nombre important de
cardiomyocytes sera en ischémie, induisant alors de plus importants dommages. La zone a

risque est donc un autre déterminant important de la taille de l'infarctus.

1.2. Reperfusion

Le moyen le plus efficace pour réduire la taille de I’IM et de rétablir une fonction
cardiaque acceptable est de reperfuser les régions ischémiques ou autrement dit permettre
un retour sanguin dans les régions ischémiques [29]. L’évolution des lésions cellulaires

réversibles a irréversibles permet de mieux comprendre I’importance critique de rétablir la
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perfusion sanguine du myocarde ischémique le plus rapidement possible. L’efficacité du
processus de reperfusion est donc inversement proportionnelle a la durée de I’ischémie.
Comme I’IM tend a suivre une trajectoire de 1’endocarde vers 1’épicarde, les cellules en

pourtour de la zone infarcie qui sont non-nécrosées bénéficieront du rétablissement sanguin

[30].

La reperfusion permet aux déchets, tels que les lactates, d’étre évacués par la
circulation sanguine. Elle permet ¢galement de rétablir le pH, les concentrations d’eau,

d’¢électrolytes et d’ ATP intracellulaire [13].

1.2.1. Lésions de reperfusion

Les effets bénéfiques du rétablissement de la circulation sanguine sont cependant
contrebalancés par les 1ésions de reperfusion. Elles se définissent par un ensemble de
phénomeénes qui agresssent les cardiomyocytes viables au moment de la reperfusion et qui
précipitent leur mort. On estime que les 1ésions de reperfusion seraient responsables de prés

de 50 % de la taille de I'IM [29].

Le concept de Iésions de reperfusion est un sujet contesté puisque certains
prétendent que la reperfusion accentuerait uniquement I’apparition des changements
morphologiques des lésions irréversibles [31, 32]. Il existe toutefois de nombreuses
¢vidences concluantes de I’existence des ces Iésions. Celles-ci proviennent d’études
démontrant une réduction de I’IM lors d’administration de traitements pharmacologiques au

moment de la reperfusion [29].

La premiere hypothése pouvant expliquer les lésions de reperfusion implique
I’oxygene. En condition physiologique, la respiration cellulaire produit une faible quantité
de radicaux libres qui est neutralisée rapidement par les antioxydants cellulaires de nature

enzymatique et non-enzymatique. Au cours de la reperfusion, une augmentation importante



17

de radicaux libres sous forme d’espéces réactives de 1’oxygene est observée [33]. Parmi

ceux-ci on retrouve I’anion superoxyde O2-, le radical hydroxyde OH- et le peroxyde
d’hydrogéne, H202. A I’exception du H202, ils possédent un électron non-pairé qui rend
la molécule instable et trés réactive. Les especes réactives de 1'oxygeéne (ROS) peuvent
induire des dommages aux membranes lipidiques, aux protéines et également a I’ADN [34].
Il semble que cette surproduction induit un dommage cellulaire lors de la reperfusion
puisque 1’administration d’antioxydant au moment de la reperfusion permet de réduire la
taille de I'IM [35, 36]. Les radicaux libres influenceraient le myocarde ischémique dans les
premiéres minutes de la reperfusion et ne seraient pas impliqués dans la suite des
évenements. Toutefois, 1I’implication des radicaux libres dans les Iésions de reperfusion
restent trés controversé, car plusieurs études n’ont démontré aucun effet protecteur des

piégeurs des radicaux libres dans I'IM [7, 37, 38].

La seconde hypotheése pouvant expliquer en partie les lésions de reperfusion

implique le calcium. Lors de la reperfusion, il se produit un changement rapide de la
distribution des électrolytes dont une augmentation du Ca™ intracellulaire [39]. Ceci est le
résultat du transporteur Na't/H™ qui réduit les concentrations de H™ intracellulaire,
augmentées par 1’ischémie, en important des ions Na™. Pour contrer 1’augmentation de

Nat, I’échangeur Ca™"/Na™ favorise I’entrée de Ca™™. Le calcium peut induire des 1ésions
en provoquant la contraction soutenue des myofibrilles ce qui fragilise le cytosquelette et
peut causer la rupture de la membrane cytoplasmique [40]. Le calcium, en combinaison
avec les ROS, peuvent induire 1’ouverture de pores non spécifiques dans la membrane
mitochondriale (mPTP). La breéche prolongée abolit la chaine respiratoire et induit
I’affaissement de la membrane mitochondriale [41]. L’ouverture de ces pores déclenche le
processus d’apoptose, processus qui sera discuté dans les sections suivantes. Pour terminer,
I’ajout d’antagoniste des canaux calciques au moment de la reperfusion permet de réduire

la taille de I'IM sous-entendant un réle du calcium dans les 1ésions de reperfusion [42].
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1.2.1.1. Inflammation

L’inflammation observée au moment de la reperfusion pourrait étre un autre
protagoniste dans la survenue des lésions de reperfusion [29]. Lors de la reperfusion, les
cellules 1ésées liberent des substances ou débris qui provoquent une réponse inflammatoire.
Les Toll Like Receptors (TLR) qui sont présents dans les cellules du tissu myocardique et
des vaisseaux sanguins seraient impliqués. Ces récepteurs reconnaissent les motifs ou
modeles moléculaires associés aux agents pathogenes par la liaison a leurs ligands. Par
exemple, les débris cellulaires et molécules libérées lors de 1ésions telles que les HSP (Heat
Shock Protein) et la fibronectine sont des signaux de danger et activent les TLR. Une fois
activés, ils induisent la production de cytokines pro-inflammatoires et activent les cellules
inflammatoires [43]. Confirmant I'implication des TLR dans les 1¢sions de reperfusion, une

déficience en TLR4 réduit la taille de 1'IM dans un mode¢le d’ischémie-reperfusion [44].

En parall¢le, les débris cellulaires activent les protéines du complément induisant
une réponse inflammatoire innée. Le systéme du complément est composé de protéines
sous forme de précurseurs de zymogenes appelés C1 a C9. Elles circulent dans le sang sous
forme inactive. L’activation de ce systeme se déroule dans le myocarde par la voie
classique. La liaison de C1 avec un débris cellulaire ou un anticorps induit 1’activation de
C4, C2 et C3. La protéine C3 active ensuite les molécules effectrices du systéme du
complément, C5 a C9. Celles-ci forment un complexe appelé MAC (Membrane Attacking
Complex). Le complexe s’insere dans les membranes et perturbe la perméabilité
membranaire en formant un pore. Une perméabilit¢ augmentée peut induire la lyse
cellulaire. Par ailleurs, les portions clivées des protéines du complément sont des
anaphylatoxines. Elles comprennent le C3a, le C4a et le C5a qui sont de puissants
chimioattractants [45]. L’inhibition de 1’activation du complément soit par 1’administration
d’anticorps contre C5a ou de récepteurs solubles du complément humain de type 1 (sCR1)

s’est montrée efficace pour réduire la taille de I'IM [46-48].
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La voie des TLR, la cascade du complément ainsi que la présence de ROS
déclenchent I’inflammation post-IM par 1’activation du systéeme NF-kB. NF-kB est un
facteur de transcription nucléaire qui régule 1’expression de nombreux geénes pro-
inflammatoires dont ceux des cytokines. NF-kB est inactif sous forme de dimere dans le
cytosol et associé¢ avec les protéines inhibitrices de kB (IkB). Son activation ce produit
lorsque I'enzyme IxB kinase phosphoryle IkB dissociant NF-kB des protéines inhibitrices
IxB. NF-«B transloque au noyau et lie le promoteur de plusieurs génes ce qui amorce leur
transcription [43]. De plus, ’administration d’inhibiteur d’IxB par adénovirus pendant la

reperfusion réduit la taille de I'IM [49].

Le processus inflammatoire se déroulant dans le myocarde ischémique libére une
pléiade de cytokines pro-inflammatoires par la voie NF-xB dont I’IL-1f, I'I[L-6, I'IL-8 et le
TNF-a [50]. L’'IL-1p et le TNF-a ont un effet ionotrope négatif. L’IL-6 joue un role dans le
développement de I’hypertrophie cardiaque [51] alors que I’'IL-8 est chimioattractante et
favorise la migration des leucocytes vers la zone infarcie [52]. Ces cytokines peuvent
induire la mort cellulaire par le phénomene d’apoptose. L’implication des cytokines dans
I’apoptose sera expliquée en détail dans la section suivante. Il semble cependant qu’elles ne
seraient pas impliquées dans les lésions de reperfusion. Effectivement, I’inhibition de la
cytokine TNF-a ne réduit pas la taille de 1'IM dans notre mode¢le chez le rat [53]. De plus,
I’administration de pentoxifylline, un inhibiteur de la synthése des cytokines, n’induit
aucun changement dans la taille d’infarctus sous-entendant que les cytokines ont peu

d’effet dans I’IM reperfusé [54].

Les cytokines en combinaison avec les protéines du complément sont des
substances chimioattractantes dirigeant les cellules immunitaires vers le centre ischémique.
En outre, elles augmentent I’expression des molécules d’adhésion VCAM, ICAM, E-
sélectine et P-sélectine sur les cellules endothéliales et les leucocytes permettant
I'extravasion du sang vers le stroma [55]. Les neutrophiles dirigés par les substances

chimioattractantes roule tout d’abord sur la paroi endothéliale par I’interaction de P-
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sélectine et d' E-sélectine provenant de 1’endothélium avec PSGL-1 et ESL-1 sur les
neutrophiles. Par la suite, les molécules d’adhésions ICAM-1 de I’endothélium se lient a
CD11/CD18 sur les neutrophiles. Au niveau des jonctions endothéliales, PECAM-1 permet
I’extravasation des neutrophiles vers le tissu myocardique [52]. L’accumulation de
neutrophiles dans la zone infarcie est trés rapide et se déroule dans les premieres minutes
de reperfusion. Une seconde phase débute aprés 24 heures de reperfusion [41, 56]. Les
neutrophiles se localisent principalement au pourtour de I'IM avant de migrer vers les
régions centrales de l'infarctus [57, 58]. Ils sont de 2 a 6 fois plus présents dans le myocarde

ischémique en comparaison avec le myocarde non-ischémique [59].

De¢s leur arrivée, les neutrophiles libérent des enzymes protéolytiques, des radicaux
libres dérivés de 1'oxygene et des métabolites de 1’acide arachidonique (AA) ce qui les rend
déléteres pour le tissu myocardique [60-61]. Des effets néfastes des neutrophiles peuvent
étre également induits par la réduction de la circulation sanguine et leur accumulation dans
les vaisseaux [58, 62]. Il existe une controverse entourant le réle des neutrophiles dans les
1ésions de reperfusion. L’utilisation d’anticorps dirigés contre des molécules d’adhésion
s’est montrée efficace dans certain cas pour réduire la taille de 1'IM [63, 64]; alors que cette
intervention n'avait aucun effet dans d'autres études [65]. Toutefois, dans des conditions
expérimentales permettant une intervention positive sur les Iésions de reperfusion,
lI'induction d'une leucopénie a permis la réduction de la taille de 1'IM démontrant le role

potentiel des neutrophiles dans les 1ésions de reperfusion [66, 67].

11 faut néanmoins se rappeler que 1’inflammation est un processus nécessaire pour la
guérison. L’inhibition trop importante du processus inflammatoire peut mener jusqu’a un
retardement dans la cicatrisation [68]. La cicatrisation débute par une phase inflammatoire,
décrite précédemment, qui permet l’arrivée des leucocytes au site de D’infarctus. Ils
ingérent, ensuite, les détritus cellulaires et laissent la place au processus de 1’angiogenése.
De nouveaux vaisseaux sont formés dans la région cicatricielle ce qui favorise I’arrivée de

nutriments et de cellules [69]. Les fibroblastes et les cellules endothéliales proliférent afin
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que les fibroblastes produisent du collagéne remplacant le myocarde nécrotique par du tissu

cicatriciel [43].

1.2.1.2. Apoptose

La mort par nécrose est souvent mentionnée dans le processus d’IM, mais il
implique également un phénoméne de mort cellulaire par apoptose. En fait, il est estimé que
86 % des cardiomyocytes meurent par apoptose et que seulement 14 % meurent par nécrose
aprés un infarctus [70]. La nécrose peut étre causée par un stress mécanique ou chimique.
Elle se décrit par la mort cellulaire par lyse. Les organelles de la cellule nécrotique gonflent
suite a ’augmentation de la perméabilité membranaire et a la difficult¢ de controler les
échanges ioniques de la membrane cellulaire. La cellule libére alors son contenu cellulaire,

ce qui provoque un important processus inflammatoire [71].

En opposition, 1’apoptose se définit par une mort cellulaire programmeée. D’un point
de vue morphologique, une cellule en processus d’apoptose subit une condensation du
noyau, un repliement sur elle-méme, un bourgeonnement membranaire, pour se terminer
par la fragmentation cellulaire en plusieurs compartiments appelés corps apoptotiques. Ces
corps apoptotiques sont ensuite phagocytés. Elle nécessite la présence d’ATP et la synthése
protéinique [72]. Il existe principalement deux voies d’activation de I’apoptose : la voie

intrinséque et la voie extrinseque.

Tout d’abord, la voie intrinséque peut-&tre activée par de nombreux facteurs dont
I’hypoxie, le stress oxydatif ou un manque de facteurs de croissance. Cette voie est régulée
par les protéines de la famille Bcl-2. Cette famille de protéines est divisée en trois classes;
les protéines anti-apoptotiques dont Bcl-2 et Bcl-XL, les protéines pro-apoptotiques dont
BAX et BAK, et les protéines BH-3 dont BIM et BID. Le domaine d’homologie des Bcl-2
(BH) permet de distinguer ces trois classes protéiniques [73]. Les protéines de la famille

Bcl-2 possedent un domaine transmembranaire leur permettant de s’incorporer dans la



22

membrane mitochondriale. Les protéines pro-apoptotiques BAX et BAK ont la capacité de

former un pore intracellulaire qui peut étre inhibé par les protéines anti-apoptotiques [74].

A la suite d’un stimulus activant la voie intrinséque de 1’apoptose, les protéines
BH-3 seraient activées. Ces protéines peuvent, selon une premiére hypothése, aller
directement activer les protéines pro-apoptotiques cytosoliques pour permettre leur
insertion dans la membrane mitochondriale augmentant ainsi sa perméabilité. Le second
mécanisme proposé€ implique une liaison entre les protéines BH-3 et les protéines anti-
apoptotiques, cette fois-ci les protéines pro-apoptotiques sont ancrées dans la membrane
mitochondriale. La liaison des protéines anti-apoptotiques aux protéines BH-3 libére les
protéines pro-apoptotiques permettant alors la formation d’un pore dans la membrane

mitochondriale [75].

L’augmentation de la perméabilité membranaire mitochondriale est un élément
déclencheur de la voie intrinséque, car cela permet la libération du cytochrome c [76]. Le
cytochrome ¢ déclenche 1’activation de la voie des caspases lors de la formation de
I’apoptosome composé du cytochrome ¢, d’APAF-1, d’ATP et de la caspase-9 [77]. La
caspase-9 fait partie de la famille des protéases cystéines spécifiques a 1’aspartate. Les
caspases existent sous forme de zymogéne, c’est-a-dire de proforme inactive. La caspase-9
fait partie des caspases initiatrices qui posseédent un long prodomaine leur permettant de
s’associer a leur activateur spécifique et a d’autres caspases. La caspase-9, recrutée dans
I’apoptosome, se dimérise et par changement conformationel s’active. Par la suite, la
caspase-9 clive les caspases effectrices 3, 6 et 7. Celles-ci dégradent les composantes
cellulaires et activent d’autres caspases culminant a la dégradation compléte de la cellule et

la formation de corps apoptotiques [78, 79].

En plus du cytochrome c, I’augmentation de la perméabilit¢ mitochondriale libére
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, EndoG et AIF. En condition physiologique, les inhibiteurs de

I’apoptose (IAP), séquestrent les caspases activées pour empécher le déclenchement de
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I’apoptose. Cependant lorsque la voie intrinseéque est activée et que la perméabilité
mitochondriale est suffisamment réduite pour libérer un ensemble de protéines,
Smac/DIABLO se lie alors a IAP, levant I’inhibition des caspases déja actives [80].
Omi/HtrA2 en plus d'inhiber également les IAPs, peut les dégrader. Ajoutons que EndoG et
AIF favorisent la fragmentation de I’ADN [81] et induisent 1’apoptose par une voie

indépendante des caspases [82].

Parall¢lement, la voie extrinséque peut provoquer 1’apoptose par la liaison des
cytokines pro-inflammatoires tel que le TNF-a a son récepteur. La superfamille des
récepteurs associ€és aux activateurs pro-apoptotiques ou death receptors (DR)
comprennent Fas, TNFR-1 et DR (3-6). Ils sont situés a la surface de la cellule et peuvent
étre activés par les ligands, TNF-a, LTa, Fas-ligand, Apo3-ligand et TRAIL. L'interaction
du récepteur-ligand recrute les protéines adaptatrices FADD et TRADD. Le récepteur de
mort, la protéine adaptatrice, la pro-caspase-8 et la pro-caspase-3 forment le complexe
DISC (death inducing domain) qui permet 1’auto-activation de la caspase-8 par changement
conformationel [83, 84]. Cette caspase initiatrice clive et active les caspases effectrices 3, 6
et 7. Le processus apoptotique enclenché par 1’activation des caspases effectrices ne peut

étre interrompu [78].

La caspase-8, de plus, clive BID qui est une protéine pro-apoptotique de la famille
de Bcl-2. Une fois clivée, tBID devient active et entraine la libération du cytochrome c. La
protéine tBID forme alors le lien entre la voie extrinséque et intrinséque [85]. La régulation
de I’apoptose peut se faire directement sur le DR. II existe des protéines capables de lier la
portion intracellulaire des DR empéchant la signalisation nécessaire a 1’activation des
caspases. En plus des IAP qui inhibent les caspases, la protéine FLIP possede la capacité de

lier le DISC ce qui empéche I’activation de la caspase-8 [86].
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Figure 1. Voie intrinséque et extrinséque de ’apoptose. La voie extrinséque
(gris) implique 1’activation de la caspase-8 via la liaison d'un ligand au DR tel que TNF-a a
son récepteur TNFR-1. La voie intrinséque (noir) permet la libération du cytochrome ¢ sous
la régulation des protéines de la famille Bel-2. La formation de I’apoptosome constituée du
cytochrome c, d'APAF-1, d'ATP et de la pro-caspase-9 active la caspase-9. Les deux voies
activent les caspases effectrices 3, 6 et 7 et sont régulés par des inhibiteurs de 1'apoptose

(blanc).

Lors d’un IM, une longue période de reperfusion est associée avec 1’augmentation
du nombre de cellules apoptotiques. Une période d’ischémie prolongée est plutdt associée a
une augmentation du processus de mort par nécrose [87]. Ces deux types de mort cellulaire

différent également par leur distribution dans le myocarde ischémique. En bordure de la



25

région hypoperfusée, il est possible d'observer davantage un phénomene d’apoptose alors
que la nécrose est observée dans la région centrale [88]. C’est uniquement lors de la
reperfusion qu’on peut noter 1’apoptose suggérant son implication dans les Iésions de

reperfusion [89].

Plusieurs traitements dirigés contre [’apoptose se sont montrés efficaces pour
réduire la taille de 1'IM et améliorer la fonction cardiaque dont 1’ajout d’inhibiteur de

caspases [90, 91] et la modulation de la voie mitochondriale par la surexpression de Bcl-2

[92, 93].

1.3. Cardioprotection

Murry et coll. furent les premiers a décrire que de 1égéres occlusions induites avant
la reperfusion réduisait la taille de I'IM, phénomeéne que I'on appelle pré-conditionnement.
Plus précisément, 1’occlusion successive a quatre reprises pendant seulement 10 minutes
interrompue par 20 minutes de reperfusion n’induit pas d’effet délétére cumulatif au tissu
cardiaque. Au contraire, cela atténue la baisse d’ATP en comparaison avec une seule
occlusion [94-95]. Le pré-conditionnement est la méthode expérimentale de choix pour
induire une réduction spectaculaire de la taille de I'IM. Toutefois, son application est limitée
en clinique puisqu’elle nécessite la connaissance du moment exact ou le patient va faire un
IM. 1l ne peut alors étre utilisé que lors de traitements spécifiques tels que la greffe d’une

artére coronarienne par chirurgie [96].

Paralle¢lement au pré-conditionnement qui s'instaure avant l'ischémie prolongée, la
présence de bréves périodes d'ischémie au début de la reperfusion permet de réduire
significativement la taille de I'IM. Cette réduction, bien que moins spectaculaire que celle
induite par le pré-conditionnement, atténue également la dysfonction endothéliale et
I',edéme tissulaire. Dans ce cas-ci, il est possible d'appliquer ce genre de protocole chez les

patients, bien que certaines contraintes ¢éthiques subsistent. Le post-conditionnement peut
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¢galement impliquer une intervention pharmacologique qui débute au moment de la
reperfusion [97] et qui peut induire une diminution de la taille de I'IM par l'activation de
voies de cardioprotection trés bien décrites dans la littérature, comme la voie de la
Reperfusion Injury Kinase Signalling (RISK) [98] ou une seconde voie indépendante de
RISK la Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE) [99], voir figure 2.

Voie Reperfusion Injury Kinase Signalling Voie Survivor Activating Factor Enhancement
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Figure 2. Les voies cardioprotectrices: Reperfusion Injury Kinase Signalling (RISK) et
Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE). L'activation des kinases Akt et Erk1/2
dans la voie RISK par des récepteurs couplés aux protéines G influencent l'activité
apoptotique lors d'un IM en inhibant la voie intrinséque (noir) de I'apoptose. Egalement la
liaison de TNF-a a son récepteur TNFR-2 activant la voie SAFE induit la dimérisation de
STAT-3 modifiant I'expression des protéines apoptotiques BAD, BAX et anti-apoptotique
Bcl-2.
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1.3.1. Voie de Reperfusion Injury Kinase Signalling (RISK)

De nombreux traitements induisent une cardioprotection par la voie de RISK dont
I’administration d’insuline like growth factor 1IGF-1 [100], d’opioide [101], de statine [102]
et de pioglitazone [103]. IIs ont tous en commun I’activation d’un groupe de kinases pro-
survies soit les kinases Akt et Erk1/2 Lorsqu’activées au moment de la reperfusion, ces
kinases conférent une puissante cardioprotection, figure 2 [104, 105]. Originellement, la
voie RISK n’impliquait qu’Akt et Erk1/2. Toutefois, actuellement, les kinases PKG, PKC et
GSK-3 seraient activées par cette méme voie cardioprotectrice [106] et auraient un réle a

jouer dans cette cardioprotection.

L’activation d'Akt et d'Erk1/2 serait causée par une libération de ligands endogenes
suivant I’ischémie dont 1’adénosine, les opioides et la bradykinine et par la liaison
respective de ces ligands a leurs récepteurs couplés aux protéines G [107]. L’effet
cardioprotecteur de la voie RISK est associ¢, du moins en partie, a ses activités anti-
apoptotiques. En effet, la voie RISK phosphoryle et inhibe les protéines pro-apoptotiques
BAX et BAD. Plus précisément, la kinase Akt inhibe le changement conformationel de
BAX empéchant son insertion dans la membrane mitochondriale [108]. Elle peut également
inhiber BAD par phosphorylation soit directement [109] ou indirectement par p70S6k
[110]. La protéine kinase Akt peut aussi phosphoryler la pro-caspase-9 ce qui I’inactive
[111]. De plus, la voie RISK a été associ¢e a I’inhibition de l'activité de la caspase-3 et a

I’augmentation de 1'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 [112].

Par ailleurs, la voie RISK modulerait 1’ouverture du pore interne de la membrane
mitochondriale (mPTP). L’ouverture du mPTP a été observée dans la période de

reperfusion [113]. Elle serait enclenchée par une augmentation du pH intracellulaire et du
Ca™™ caractéristique de 1’ischémie-reperfusion. L’ouverture du mPTP provoquerait la

libération du cytochrome c, déclencheur de la voie intrinseéque de I’apoptose [114, 115]. Le

déroulement exact de I’inhibition du pore demeure inconnu bien que de nombreuses
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hypotheses aient été¢ émises. Par exemple, une cible cellulaire en aval de la voie RISK, la
glycogene synthase kinase 3 (GSK-3), a été liée a I’inhibition de la perméabilité du pore
mitochondrial [116]. Egalement, Akt en phosphorylant eNOS, accroit la production du
monoxyde d’azote (NO) qui, a son tour, inhibe 1’ouverture du mPTP [117]. Pour terminer,
la voie RISK, via PKG, activerait I’isoforme epsilone de PKC qui a la capacité d’empécher
I’ouverture du mPTP [118]. Ainsi, la voie RISK semblent pouvoir affecter I’ouverture du

mPTP de nombreuses manieéres.

1.3.2. Voie de Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)

La voie cardioprotectrice SAFE implique l'interaction du TNF-a avec son second
récepteur TNFR-2, figure 2. Paradoxalement a I’effet pro-apoptotique du TNF-a liant le
récepteur TNFR-1 [119], une faible concentration en TNF-a induit une cardioprotection
qui, selon Lecour et collaborateurs, impliquerait le facteur de transcription STAT-3 [99,
120, 121]. Ce dernier est activé apres transphosphorylation de deux Janus kinases
juxtaposés suivant la liaison d’un ligand au récepteur [122]. Ainsi, la liaison de TNF-a sur
son récepteur TNFR-2 permet la dimérisation de STAT-3 et sa translocation au noyau.
Appuyant 1’effet de STAT-3 dans la cardioprotection, celui-ci est activé pendant I’ischémie-
reperfusion et I’inhibition de la voie JAK/STAT augmente les dommages lors d’un IM

[123].

La cardioprotection induite par STAT-3 serait subséquente a une réduction de
I’apoptose. D’ailleurs, ce facteur peut moduler Bcl-2, Bel-XL et Fas [99]. 11 inactive BAD
par phosphorylation [120], augmente I'expression de Bcl-2, anti-apoptotique, et diminue
I'expression de BAX, pro-apoptotique [124]. Il améliore, en plus, le potentiel membranaire
interne et la respiration mitochondriale [120]. La description de la voie SAFE est récente et
de nombreuses ¢tudes seront nécessaires afin de mieux comprendre le processus de

cardioprotection qu’elle entraine [99, 119, 121].
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Chapitre 2. Dépression post-infarctus du myocarde

Selon I’Organisation mondiale de la santé, un épisode dépressif est caractérisé par
une baisse de moral, d’énergie et d’activité. La capacité d’amusement, les intéréts et la
concentration du patient sont réduits. L’individu ressent une fatigue marquée lors d’effort
minime. Le sommeil est habituellement troublé et I’appétit réduit. La sévérité de 1’épisode
varie selon le nombre de symptomes [125]. Une dépression est décrite comme majeure
lorsqu’un épisode dépressif de forte gravité survient une ou plusieurs fois de suite. Elle est
d’une durée minimale de deux semaines et se définit par une humeur dépressive et ou une
perte d’intérét, de plaisir dans les activités quotidiennes [126]. Au Canada, environ 11 %
des Canadiens souffriront d’une dépression majeure dans leur vie alors que chaque année,
environ 4 % des Canadiens en sont atteints [126]. Le suicide est la principale cause de
mortalité suivant une dépression majeure et environ 15 % des dépressifs majeurs y

succombent [127].

Les symptomes de la dépression semblent étre associés a une prévalence accrue des
maladies cardiovasculaires. En effet, selon les résultats de I’étude longitudinale du National
Health Examination Follow-up Study chez 2 832 Américains, la dépression accroit les
risques des maladies cardiovasculaires ischémiques fatales et non-fatales [128]. La
prédisposition des individus dépressifs aux maladies coronariennes a été appuyée par les
résultats de nombreuses études [129-131]. De plus, le risque relatif de développer une
maladie coronarienne chez les patients dépressifs est proportionnel a la sévérité¢ de la
dépression et indépendant des facteurs de risques tels que le tabagisme, 1’obésité,
I’hypercholestérolémie et bien d’autres [132]. Il est possible d’ajouter que la dépression
accroit les risques de mortalité attribués aux maladies coronariennes a la fois chez des
individus avec ou sans diagnostic de maladie cardiovasculaire. Chez ces mémes sujets, la
dépression majeure augmentait de 2 fois le risque de mortalité cardiovasculaire par rapport
a une dépression mineure [133]. En somme, la dépression amplifie le risque d’€tre atteint et

de succomber a une maladie cardiovasculaire [134].
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Inversement, les individus avec une maladie cardiovasculaire sont plus a risque
d’éprouver une période de dépression. En fait, a la suite d’un IM, environ 60 % des patients
vont présenter des symptomes de dépression. Parmi ces derniers, 15 a 22 % développeront
une dépression majeure [135]. Ces épisodes de dépression influenceront négativement la
qualité de vie de I’individu et sa compliance aux thérapies médicales et a la réhabilitation
[136]. 1l est important de souligner que la dépression majeure post-IM accroit le risque de
mortalité pendant les 6 a 18 mois suivants I’IM [137, 138]. Plus spécifiquement, ce risque
est augmenté de 3 a 4 fois dans les 6 mois suivants I’'IM [138]. L’association entre la
dépression majeure et 1’apparition de mortalité cardiovasculaire reste observable 10 ans

suivant I’IM [139].

Afin de mieux comprendre I’interaction entre la dépression et 1I’IM, des traitements
psychologiques et pharmacologiques ont été effectués chez les patients atteints de
dépression. En premier lieu, I’amélioration du support social post-IM permet de renverser
le risque ¢élevé de mortalité chez les individus dépressifs [140]. D’un autre coté, les
traitements pharmacologiques, dont la prise d’antidépresseurs tels que la sertraline réduit
les risques de mortalité cardiovasculaire et les risques de subir un nouvel IM [141].
Egalement, la prise d'antidépresseurs comme la fluoxétine et la nortiptyline, pendant 12
semaines, dans les 6 premiers mois suivants 1’IM, augmente la survie dans les 9 ans apres
I’incident ischémique chez des patients [142]. Toutefois, une récente étude avec
I’antidépresseur sertraline nommée Sertraline Antidepressant Heart Attack Randomized
Trial (SADHART) réfute le bénéfice de [’administration d’antidépresseurs en ne
démontrant aucune corrélation entre la prise de sertraline chez les patients post-IM avec

une dépression majeure et la réduction de mortalité [143].

La problématique entourant la dépression post-IM est liée a son diagnostic [144].
Ceci pourrait étre provoqué par la difficulté de reconnaitre les symptomes de dépression
[138, 144]. Egalement, il a été suggéré que les médecins peuvent étre réticents & I’idée de

traiter la dépression, car elle est considérée par plusieurs comme une phase normale et
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transitoire provoquée par la peur de mourir et ’hospitalisation [145]. Ajoutons que le risque
d’interaction médicamenteuse et les effets secondaires affectant le systéme cardiovasculaire
reliés a la prise d'antidépresseurs tricycliques compliquent le tout [146, 147]. Ainsi malgré
le fait que plusieurs études appuient les bienfaits des traitements psychologiques ou

pharmacologiques apres 1’IM [139, 141-143], peu de patients les recoivent.

2.1. L’étiologie de la dépression

Dans le but de mieux comprendre la relation entre la dépression et les maladies
coronariennes telles que 1’IM, une description de 1’étiologie de la dépression est requise. Il
faut tout d’abord spécifier que de nombreux points d’interrogation subsistent dans ce

domaine et que plusieurs hypothéses semblent apporter une partie de la réponse [148].

La premicere hypothése appelée monoaminergique se base sur [’effet des
antidépresseurs a moduler les concentrations de neurotransmetteurs [149]. En aigu, c’est-a-
dire quelques heures apres I’administration d’antidépresseurs, on observe une augmentation
de la disponibilit¢ de dopamine et/ou de sérotonine par inhibition du recaptage ou libération
accrue de neurotransmetteurs. Toutefois, 1’effet antidépresseur c'est-a-dire la réponse
clinique n’est observé qu’aprés plusieurs jours, voire méme semaines, de traitements. En
fait, I’effet thérapeutique maximal est atteint aprés 6 a 8 semaines et chaque drogue est
efficace chez 60 a 70 % des patients [150]. Conséquemment, I’hypothése monoaminergique

ne semble pas expliquer totalement 1’étiologie de la dépression.

Par la suite, la seconde hypothése suggere que des altérations dans la plasticité
neuronale seraient impliquées dans la dépression. Celle-ci est appuyée par l'observation de
modifications structurelles et moléculaires chez les patients dépressifs [151]. D’ailleurs, des
¢tudes post-mortem chez des patients souffrants de dépressions majeurs ont démontré un
rétrécissement des régions du cortex préfrontal et de I’hippocampe [152-155]. De plus, les

modifications dans la densité et la forme des neurones et des cellules gliales dans le cortex
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préfrontal ont été observées chez ces mémes patients [156]. Ces changements peuvent étre
en partie causés par un débalancement entre la neurogénése et la mort cellulaire [157].
Ainsi, le manque de facteurs neurotrophiques diminuant la neurogenese pourrait y

contribuer.

En lien avec la réduction du volume de régions cérébrales, cette méme seconde
hypotheése propose qu’un manque de facteurs neurotrophiques serait responsable de ces
changements. Dans ce sens, nombreuses ¢études se sont intéressées au facteur
neurotrophique Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), car celui-ci est exprimé de
maniére abondante dans les régions affectées par la dépression [148]. IIs ont observé que
les concentrations sériques et cérébrales de BDNF, dans I’hippocampe, sont réduites chez
les patients dépressifs [158] et dans des modéles de dépression animale [159]. De plus,

plusieurs classes d’antidépresseurs augmentent les concentrations cérébrales de BDNF

[160-162].

Les neurones nécessitent l’interaction entre un facteur neurotrophique et son
récepteur afin de proliférer, migrer, se différencier, mais aussi pour maintenir le
fonctionnement et D’intégrit¢é neuronale a [’dge adulte. Un manque de facteurs
neurotrophiques meéne ultimement a 1’apoptose neuronale [163]. L’apoptose semble
effectivement étre impliquée dans la dépression, car dans différents modeles de dépression,
au moins 10 génes impliqués dans la mort cellulaire par apoptose sont modifi¢s [164]. De
plus, une étude clinique post-mortem chez des patients dépressifs majeurs a rapporté la
présence d’apoptose et de fragmentation d’ADN, chez 11 des 15 patients, dans les régions

de I’hippocampe, du subiculum, du corps godronné (Gd), du CA1 et du CA4 [165].

En accord avec ces observations, dans le modéle d’IM chez le rat utilisé dans le
présent mémoire, la présence d’apoptose a été observée dans diverses régions cérébrales
[54, 166-168]. Dans ce méme modele, des symptomes de dépression accompagnés d’une

augmentation des marqueurs apoptotiques, plus précisément dans le systéeme limbique, ont
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¢été constatés [168]. Le systéme limbique regroupe un ensemble de régions cérébrales dont
le gyrus cingulaire, 1’amygdale, le thalamus, I’hypothalamus et I’hippocampe. Cet
ensemble de régions joue un role dans les émotions, les réponses autonomiques, motrices et
cognitives liées a la mémoire et a la motivation [169] appuyant le réle des modifications de

la plasticité neuronale dans la dépression.

Soulignons davantage I’implication de I’apoptose dans la dépression en mentionnant
que de nombreux antidépresseurs ont des propriétés anti-apoptotiques [170]. D’ailleurs,
dans notre modele d’IM, nous avons démontré que 1’administration de 1’antidépresseur
sertraline, en plus de réduire les symptomes de dépression, réduisait I’apoptose dans les

régions du systéme limbique [168].

2.2. Hypotheses

L’interrelation entre le coeur et le cerveau émergeant du cerveau vers le ceeur est
depuis longtemps connue et bien étudiée [171]. La dépression post-IM sous-entend une
nouvelle relation partant cette fois du coeur vers le cerveau. Bien que les modifications des
monoamines, de la plasticité cérébrale et de 1’apoptose sont soulevées comme pouvant étre
impliquée dans la dépression, la cause de ces modifications reste nébuleuse [148]. Deux
principales hypothéses seront discutées dans la section suivante afin d’expliquer la relation
entre I’IM et la dépression soit I’hypothese impliquant les cytokines et I’hypothése de I’axe

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA).

2.2.1. L'hypothése impliquant les cytokines

Les cytokines sont des protéines produites en réponse a un antigéne étranger ou a
une atteinte cellulaire. Ces molécules de signalisation intercellulaire régulent le
mouvement, la prolifération, la différenciation des cellules immunitaires, dont les

lymphocytes [172]. Les cytokines peuvent étre classées en trois catégories. La premiére
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inclut les cytokines pro-inflammatoires qui aident au déclenchement de la réponse
immunitaire : ’IL-1, I’IL-6 et le TNF-a. Le second englobe les cytokines I1L-4, 1L-10, IL-3,
qui bloquent ou temperent la réponse immunitaire, catégorie dite anti-inflammatoire.
Finalement, les cytokines hématopoiétiques incluant I’IL-3, I’IL-5, G-CSF sont impliquées
dans la stimulation et la différenciation des cellules progénitrices et constituent le troisiéme

groupe [173].

Les cytokines sont des molécules hydrophiles avec un poids moléculaire d’environ
13 a 15 kDa. Elles passent difficilement la barriere hématoencéphalique (BHE) par
diffusion transépithéliale [174]. La BHE a d’ailleurs pour rdle de réguler les échanges entre
le sang périphérique et le cerveau. Elle est constituée de cellules épithéliales cérébrales
fortement rattachées les unes aux autres par des jonctions serrées et des jonctions
adhérentes. Seules les molécules lipophiles avec un poids moléculaire inférieur a 400 Da
peuvent traverser librement la BHE par diffusion [175]. Par conséquent, il a été surprenant
d’observer qu’une infusion avec des lipopolysacharides provoquant une réponse
inflammatoire périphérique induit une augmentation des cytokines cérébrales ainsi que des

effets comportementaux similaires a la dépression [176-178].

Plusieurs mécanismes ont été proposés afin d’expliquer comment les cytokines
atteignent le systéme nerveux central produisant les effets comportementaux notés. Tout
d’abord, en similitude avec le passage des nutriments, les cytokines périphériques
pourraient traverser la BHE a I’aide de transporteurs a influx saturable [173]. Ce
mécanisme a d’ailleurs été démontré pour les cytokines pro-inflammatoires IL-1 o/p, IL-6
et TNF-a [179]. Par la suite, étant donné¢ que la BHE est incompléte prés de certaines
régions cérébrales circum-ventriculaires, les cytokines pourraient y traverser librement.
Parallélement, une augmentation de la perméabilité de la BHE permettrait le passage des
cytokines [173]. Dans ce sens, certaines cytokines dont I’IFN-y et le TNF-a peuvent
augmenter la perméabilité paracellulaire, c'est-a-dire entre les cellules ¢épithéliales

microvasculaires, impliquant un mécanisme de redistribution des protéines formant les
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jonctions serrées [180]. Finalement, il est proposé qu’une liaison des cytokines avec leurs
récepteurs associés a des nerfs afférents, par exemple le nerf vague, puisse transmettre un
influx nerveux au cerveau [181]. D’ailleurs, chez la souris, une vagotomie réduit les
symptomes dépressifs provoqué par I’'IL-1p [182]. Ce mécanisme n’expliquerait cependant
pas entierement les effets des cytokines sur le systéme nerveux central, car la vagotomie
abolit qu’une portion des réponses médiée par I’IL-1B et le LPS [183]. En somme, les
cytokines emprunteraient vraisemblablement de nombreuses voies pour traverser la BHE

dont une voie rapide impliquant des nerfs afférents ou une voie lente humorale [184].

Appuyant I’hypothése que les cytokines seraient responsables des symptomes
dépressifs, l'altération des niveaux de cytokines chez les patients dépressifs ont été
observées. Dans les faits, les cytokines pro-inflammatoires, dont I’IL-1, I’IL-6 et le TNF-a,
sont augmentées chez les patients dépressifs majeurs [185, 186], alors que les cytokines
anti-inflammatoires sont réduites chez ceux-ci [187]. Bien que quantitativement faible, les
niveaux de cytokines mesurés dans le systéme nerveux central sont reconnus pour étre

suffisants et étre une cause probable des symptdmes de dépression [188].

De plus, il est intéressant de remarquer que dans divers modéles animaux,
I’administration de cytokines pro-inflammatoires et d’inducteurs de ces cytokines provoque
des symptomes associés a la dépression. Par exemple, ces animaux traités démontrent des
activités physique et sociale réduites ainsi que de I’anhédonie [189, 190]. Il est intéressant
de noter que dans ces mémes modeles les cytokines anti-inflammatoires telles que 1'IL-10
ou I'lGF-1 semblent réguler 1’intensité et la durée de ces symptomes dépressifs [191-193].
Ces ¢tudes soulignent I’importance de la balance entre les cytokines pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires dans la dépression. Paralléelement, on observe chez 1’homme des
modifications neuropsychiatriques dont la dépression majeure avec l'administration des
cytokines IL-2 et IFN-a2 [194, 195]. Les symptomes dépressifs peuvent étre présents chez
environ 50 % des patients traités a I’IFN-a2 [196]. Chez ceux-ci le traitement aux

antidépresseurs tels que la paroxétine est efficace pour prévenir la dépression [197, 198].
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Outre les antidépresseurs, il est possible de réduire les symptomes dépressifs en inhibant
directement les cytokines. Par exemple, I’infliximab, inhibiteur de TNF-o administré chez
des patients atteints du syndrome de Cushing réduit les symptdmes de dépression avant

méme 1’amélioration de la maladie [199].

L’un des mécanismes pouvant expliquer les effets comportementaux causés par
I’administration de cytokines serait une modification des concentrations de
neurotransmetteurs. D'ailleurs, I’IL-1 active le systéme noradrénergique en augmentant les
catabolites de la noradrénaline [200]. L’augmentation des catabolites de la noradrénaline est
¢galement observée chez les patients dépressifs, appuyant cette hypothése [201]. En ce qui
attrait a I’IL-2, elle diminue les concentrations de dopamine dans le noyau accumbens qui,
rappelons-le, fait partie du systéeme limbique [202]. L’IFN-a réduit les concentrations de
dopamine et de noradrénaline dans le cortex, I’hypothalamus et la médulla [203].
Egalement, I'IFN-a et 1’TL-2 activent I’enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase dégradant le
tryptophane précurseur de la sérotonine [204]. Pour terminer, I’IL-1, I'IL-6 et le TNF-a
modulent le systétme sérotoninergique [205]. En somme, les cytokines influencent les
concentrations cérébrales de noradrénaline, de dopamine et de sérotonine pouvant ainsi
expliquer en partie les modifications des neurotransmetteurs associées aux symptomes

dépressifs.

Par la suite, ’augmentation des prostaglandines cérébrales pourrait étre un second
mécanisme impliqué dans les effets comportementaux dépendants des cytokines [206]. Les
cytokines pro-inflammatoires peuvent déclencher la transcription de différents geénes dans
les cellules de la BHE. Plus spécifiquement, 1’IL-1f accroit la transcription de NF-xB et de
COX-2. Cette derniere est ’enzyme limitante pour le métabolisme des phospholipides
membranaires en PGE2 [207]. Puisque la PGE2 est liposoluble, elle est capable de diffuser
a travers la BHE et d’activer la voie HPA (discuté dans la section suivante) [174, 208]. Par
ailleurs, la PGE2 peut induire de maniere dose-dépendante la mort cellulaire par apoptose a

travers I’activation des caspases dans les cellules du cortex cérébral de rats [209]. Ainsi,
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I’augmentation de I’expression de COX-2 par les cytokines pourrait augmenter les

concentrations de PGE2 induisant 1’apoptose, phénomeéne reli¢ a la dépression.

L’IM implique un important processus inflammatoire. Il se produit d’ailleurs au site
de lésion une libération de cytokines diffusant dans la périphérie, mais également dans
I’hypothalamus [50, 210]. Les cytokines augmentent dés les trente premiéres minutes apres
I’IM par un mécanisme impliquant des nerfs afférents en provenance du cceur [210].
Comme ces cytokines influencent le systeme cérébral et peuvent induire I’apoptose, il est
possible d’émettre I’hypothese que les cytokines soient & 1’origine de 1’apoptose observée

dans le systéme limbique dans notre mod¢le d’IM chez le rat [53, 168].

De manie¢re directe, les cytokines sont connues pour induire l’apoptose via
I’activation de DR déclenchant la voie extrinséque de 1’apoptose [83]. Egalement, de
manicre indirecte, les cytokines le peuvent via I’augmentation de PGE2. D'ailleurs, des
résultats antérieurs de notre laboratoire ont démontré une augmentation de 1’apoptose apres
I’IM dans les régions de I’amygdale et de I’hippocampe [54], correspondant a des régions
ou la proportion des récepteurs de PGE2 sont ¢élevés [211]. De plus, le fait d'inhiber COX-
2, I’enzyme limitante dans la production de PGE2, dans notre modele d’IM prévient

I’apoptose dans I’amygdale [212].

Les cytokines pro-inflammatoires seraient vraisemblablement impliquées dans le
mécanisme d’apoptose suivant un IM étant donné que 1’administration de pentoxifylline, un
inhibiteur de la synthése des cytokines, réduit 1’apoptose dans le systéme limbique 3 jours
apreés I'IM [54]. Ajoutons que ’administration du récepteur soluble TNFR1 humanisé,
bloquant la cytokine pro-inflammatoire TNF-a, réduit I’apoptose apres 15 min et 72 heures
de reperfusion dans les régions de I’hippocampe et de 1’amygdale [53]. En plus des
médicaments avec des propriétés anti-inflammatoires, ’antidépresseur (Sertraline) ou
I’agoniste des récepteurs a I’adénosine A2A (CGS 21680) réduisent I’apoptose dans le

systeme limbique [168, 213]. Ainsi, plusieurs classes de médicaments peuvent moduler



38

'apoptose observée dans le systéme limbique aprés un IM dans notre modele d'IM chez le

rat.

Pour conclure, les cytokines semblent avoir un réle a jouer dans la dépression post-
IM. Cependant, I’implication directe de cette voie reste a étre déterminée sachant que les
cytokines modulent I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien discuté dans la section

suivante [208].

2.2.2. L’hypothese de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

La réponse physiologique du corps face a un stress de nature diverse débute par
I’activation de zones corticales et associatives du systeme limbique cérébral. Un influx
nerveux est alors envoyé aux neurones de I’hypothalamus déclenchant 1’activation de I'axe
HPA. La corticolibérine (CRH) est ensuite synthétisée par les neurones du noyau
paraventriculaire de I’hypothalamus et relachée dans le systéme sanguin appelé porte
faisant le lien vers I’hypophyse. Ainsi, une fois arrivée a ’hypophyse, ’hormone CRH
conjointement avec la vasopressine déclenche la libération de 1’hormone corticotrope
(ACTH) par les cellules endocrines de I’hypophyse. ’ACTH se retrouve libérée dans la
circulation sanguine ou elle est amenée a se lier aux récepteurs situés dans la région
corticale de la surrénale. L’interaction ACTH-récepteur induit la synthése de
glucocorticoides dont le principal chez 1’homme est le cortisol [214-217]. Les
glucocorticoides agissent sur de nombreux tissus et organes par des récepteurs nucléaires
qui sont les récepteurs aux glucocorticoides (GR) et les récepteurs aux minéralocorticoides
(MR) [218]. Lorsque les concentrations de glucocorticoides sont élevées, 1’axe HPA est
régulé par une boucle de rétroaction négative. En fait, la liaison glucocorticoides-GR inhibe
la production de CRH de I’hypothalamus et d’ACTH des cellules endocrines de
I’hypophyse [215, 216].
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La réponse physiologique du corps face au stress permet au corps de se préparer a
réagir face au stimulus. Lorsque 1’axe HPA est bien régulé, ce phénomeéne permet de
maintenir I’homéostasie. Cependant, une activation prolongée ou mal régulée de I’axe HPA
peut avoir des conséquences dommageables ou méme létales [215]. D’ailleurs, une forte
activation de I’axe HPA par des événements stressants est bien connue comme ’un des
déclencheurs les plus efficaces de la dépression [219]. A la suite d’événements douloureux
subis a bas age, des modifications de I’axe HPA surviennent, se répercutant a 1’age adulte.
Plus précisément, les niveaux de cortisol sont anormalement élevés aprés un test a la
dexaméthasone (agoniste des récepteurs GR) et CRH, signifiant une hyperactivité¢ de ’axe
HPA chez ces adultes [220, 221]. Ajoutons que I’hyperactivité¢ de I’axe HPA présent chez
les patients atteints du syndrome de Cushing, adénome de I’hypophyse provoquant une
hypersécrétion d’ACTH et de cortisol en réponse a la glande surrénale, se traduit trés
fréquemment par des symptdmes de dépression [222, 223]. Ces observations soulignent que

I’hyperactivité de I’axe HPA pourrait étre 1’un des facteurs déclencheurs de la dépression.

En plus de précéder 1’épisode dépressif, I’hyperactivité de 1’axe HPA est
fréquemment observée chez les patients atteints de dépression. Les concentrations de
cortisol sont anormalement ¢levées dans le sang et 1’urine de ces patients [224, 225]. De
plus, la boucle de rétroaction négative semble étre inefficace chez plusieurs patients
dépressifs [226, 227] et la sensibilité aux glucocorticoides est réduite [228]. De maniére
intéressante, le déréglement de 1’axe HPA chez les dépressifs peut étre rétabli par les

antidépresseurs efficaces [229].

Il est proposé que I’hyperactivité¢ de 1’axe HPA serait impliquée dans la dépression
et ceci par le fait que les glucocorticoides influencent certaines régions cérébrales [230]. En
effet, a de fortes concentrations, les glucocorticoides intensifient la sensibilité de la région
CA1 de I’hippocampe aux agents neurotoxiques tels que le glutamate ou ’anoxie [231,
232]. Parall¢lement, dans la région CA3 de I’hippocampe, des concentrations de

glucocorticoides ¢levées causent une atrophie des dendrites apicales des cellules
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pyramidales. Ainsi, les neurones regoivent une portion restreinte de 1’information rentrante
[233]. Par la suite, la région Gd est aussi modulée par les glucocorticoides. Celle-ci avec la
région périventriculaire est une source de nouveaux neurones dans le cerveau adulte. Une
portion de ceux-ci peut s’incorporer dans la région CA3 [234]. Par ailleurs, de fortes
concentrations de glucocorticoides diminue la survie des neurones immatures de la région
Gd et réduit, en plus, la capacité des neurones immatures a exprimer le phénotype mature
[235]. Ainsi, ’hypersécrétion de glucocorticoides induirait des dommages cérébraux. Ceux-
ci pourraient étre une cause de la dépression, car I’inhibition de GR chez des patients

dépressifs majeurs psychotiques permet de réduire les symptomes [236].

Plusieurs hypotheses ont été soulevées afin d’expliquer I’hyperactivité de la voie
HPA présente chez les dépressifs. En premier lieu, les événements stressants survenus en
bas age pourraient affecter de maniére permanente le fonctionnement de 1’axe HPA [220,
221]. Par la suite, un déréglement dans la fonction des GR pourrait en étre la cause. Ce
dernier peut étre causé par les cytokines, car elles influencent la translocation des GR a la
membrane. Elles modulent aussi I’interaction récepteur-glucocorticoides et la liaison du GR
a I’élément de réponse situé sur I’ADN [237]. D'autre part, la prédisposition héréditaire
pourrait jouer un role dans la dépression. Ainsi, des polymorphismes dans le GR ont été

corrélés a la survenue de la dépression majeure [238].

Dans la dépression post-IM, une sensibilité accrue aux glucocorticoides a été
associée a la présence de symptomes dépressifs. Selon les auteurs, puisque les
glucocorticoides sont de puissants inhibiteurs de la réponse inflammatoire, 1’augmentation
de sensibilité pourrait expliquer les infections latentes chez les patients dépressifs post-IM
[239]. Cependant, dans une seconde €tude, la personnalité de type D (détresse) chez des
patients post-IM étant plus a risques de comorbidités, était corrélée avec une mauvaise
régulation de 1’axe HPA [240]. Des études subséquentes seront nécessaires pour évaluer

I’implication des dérégulations de 1’axe HPA dans la dépression post-IM.
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Chapitre 3. Acides gras essentiels

Les acides gras (AG) font partie de la famille des lipides et sont des molécules
organiques constituées d’acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe saturée ou
insaturée. Un AG insaturé possede au moins une double liaison dans sa chaine carbonée.
On parle d’AG monoinsaturé ou polyinsaturé, lorsque celui-ci contient respectivement une

ou plusieurs doubles liaisons [241]. Il existe quatre sous-familles d’AG polyinsaturés; les
oméga-3 (m-3), les oméga-6 (®-6), les oméga-7 (®-7) et les oméga-9 (®-9). Dans
I’ensemble, uniquement les AG polyinsaturés de type -3 et -6 sont essentiels, car ils ne

peuvent Etre synthétisés par les mammiferes. Ils doivent ainsi se retrouver obligatoirement

dans I’alimentation [242].

La principale source d’oméga-3 provient du phytoplancton présent a la surface des
océans et qui, par photosynthese, fixe 1’énergie sous forme de chaine carbonée insaturée ®-
3. De ce fait, comme il est le principal nutriment des poissons, ces derniers deviennent une
excellente source d’m-3 [243]. Toutefois, la proportion d’acides gras essentiels (AGE) -
3 retrouvée dans les poissons varie selon leur habitat. Par exemple, les poissons d’eau salée
contiennent davantage d’®-3 que les poissons d’eau douce ou ceux dans les étangs

artificiels nourris au mais [244].

On retrouve également des sources d’®-3 d’origine végétale telles que les graines et

I’huile de lin, I’huile de canola et les légumes verts a feuilles. En ce qui a trait aux ®-6,
I’apport alimentaire de ces AGE provient en majorité des céréales, des ceufs, des graisses
animales, des huiles végétales de tournesol et de s€same. Finalement, I’apport alimentaire
en -7 et ®-9 origine respectivement des huiles d’olive et de palme [243]. Rappelons que
ces AG sont non essentiels et peuvent étre synthétisés a partir de I’acétylCoA produit

commun du métabolisme des glucides, lipides et acides aminés [243, 245, 246].
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3.1. Structure et nomenclature

La structure des AG est constituée de chaines droites sans ramification formées de
nombre impair d’atomes de carbone avec ou sans double liaison séparée par un carbone
[247]. Les AG différent entre eux non seulement par leur nombre de carbone, mais
¢galement par I’orientation spatiale des doubles liaisons (cis ou trans). La conformation cis
signifie que la chaine carbonée est d’un méme c6té de la double liaison. Alors que dans la

conformation trans, elle est de part et d’autre [241, 246, 247].

Les AG peuvent tout d’abord étre classifiés selon la longueur de leurs chaines
carboxyliques. Par exemple, les AG avec une chaine de 2, 3 ou 4 atomes de carbone sont
dits volatiles. Ceux a chaine courte possédent entre 6 a 10 atomes de carbones. Les AG a
chaine ont moyenne entre 12 et 14 carbones, alors que les AG a chalne longue en
contiennent 16 ou plus. De maniére plus précise, la notation biochimique des AG se fait
comme suit; n : m (endroit de la double insaturation) ou n est le nombre de carbones de la
chaine carboxylique et m le nombre d’insaturation ou double liaison. Entre parenthése ont

retrouve la position du carbone ou des carbones sur lesquels on retrouve 1’insaturation. La

Acide gras alpha-linolénique 18:3 (3,6,9)

0
H —9 —6 /—?/
Acide gras linoléique 18:2 (6,9)
0
H B T 6

position est déterminée en relation au méthyle terminal [241].

Figure 3. Structure et nomenclature des acides gras alpha-linolénique (ALA) et
linoléique (LA). A partir du méthyle terminal la premiére double liaison ou insaturation

rencontrée détermine le type d’acide gras oméga.
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Une seconde nomenclature sera utilisée dans ce mémoire; la nomenclature oméga
(®). 11 faut tout d’abord noté que I’extrémité du méthyle terminal est appelée le carbone
oméga (®). A partir de celui-ci, les carbones sont numérotés. L’ apparition de la premiére
insaturation détermine le type d’AG m-( ) également représenté par n-( ) [241, 245]. Ainsi,
les AG ®-3 possédent une premicre insaturation entre le 3€ et le 4€ carbone a partir du

méthyle terminal. Parallélement, les AG ®-6 comprennent I’ensemble des AG avec une

premiére insaturation entre le 6€ et le 7€ carbone a partir du méthyle terminal [241, 248].
On peut d’ailleurs observer les composés les plus simples des deux familles ®-3 et -6,

c’est-a-dire avec la plus courte chaine carbonée, dans la figure 2, qui sont respectivement

I’acide alpha-linolénique (ALA) et I’acide linoléique (LA) .

3.2. Métabolisme des oméga-3 et oméga-6

Une fois ingérés, les AG vont soit étre dégradés par B-oxydation pour libérer de
I’énergie ou étre stockés dans les graisses selon les besoins énergétiques. La B-oxydation

permet la formation d’ATP via la formation de NADH, FADH?2 et d’acétylCoA c'est-a-dire

2 carbones reliés au coenzyme A. En comparaison avec les glucides et les protéines, le
métabolisme des AG fournit deux fois plus d’énergie a poids égal [245]. En plus d’étre une

forme de stockage, certains AG sont nécessaires pour le bon fonctionnement de divers
organes. Mentionnons ici la nécessité¢ des AG m-6 pour maintenir la perméabilité de la peau
dans la couche ¢épidermique [249]. Les -3 a longues chaines sont également
indispensables dans diverses régions cérébrales et dans la rétine de 1’ceil afin de permettre
le bon fonctionnement et la maturation [250, 251]. Les ®-3 et ®-6 a longues chaines sont

aussi nécessaires en tant que précurseur des prostaglandines et leucotriénes, comme nous le

verrons plus loin [244].
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Lorsque ces AG a longue chaine ne sont pas retrouvés dans 1’alimentation, il est
nécessaire de les synthétiser. Le corps utilise cependant toujours en premier lieu les AG
facilement accessibles c’est-a-dire ceux qui proviennent directement de 1’alimentation
avant d’en synthétiser de nouveaux. Ce principe est assuré par 1’inhibition des enzymes de

la biosynthése des AG, les ¢longases et les désaturases en présence d’AG essentiels [252].

Tout d’abord, a partir de ’acétylCoA, produit commun de la dégradation des

glucides, des AG et des acides aminés, le corps peut uniquement synthétiser des AG non-
essentiels ®-7 et -9 (figure 3) [243, 245]. L’enzyme ¢€longase ajoute deux carbones a la
fois (le malonylCoA) sur 1’acétylCoA pour former les AG saturés 16 :0 et 18 :0. Par la
suite, I’enzyme A9 désaturase enléve les hydrogénes au niveau du 9ieme carbone a partir du
groupement carboxyle. Ce processus ajoute ainsi une insaturation cis en position ®-9 et ®-
7 formant les AG monoinsaturés 16:1 et 18:1 . Les mammiféres possédent également les
désaturases A5 et A6 [253]. Conséquemment, ils peuvent insérer une double liaison cis

additionnelle dans la chaine carbonée a condition qu’elle ne soit pas plus éloignée de 9

carbones de I’extrémité carboxyle. Cette incapacité explique pourquoi il nous est

impossible de synthétiser le plus simple composé des AG ®-3 I’acide alpha-linolénique
(ALA) et celui des ®-6, I’acide linoléique (LA) parce qu’ils ont des doubles liaisons sur le

12€ carbone et le 15€ carbone (figure 2) [247].

En opposition, la synthése des AG polyinsaturés ®-3 et -6 nécessite 1’apport
alimentaire d’ALA et LA (figure 3). L’enzyme A6 désaturase est I’enzyme limitante de
cette réaction, car elle seule peut débuter la synthése [254]. Apres cette étape clé, une
succession d’élongation et de désaturation, par les élongases et désaturases A5 et A6, forme
ultimement les AG polyinsaturés a longues chaines de la famille des ®-3: D’acide
eicosapentaénoique (EPA) et 1’acide docosahexaénoique (DHA). Aussi, ces mémes
enzymes synthétisent les AG polyinsaturés a longues chaines de la famille des ®-6 soit

I’acide dihomo-y-linolénique (DGLA) et I’AA [243, 255].
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16:1 n-7 18:2 n-6 18:3 n-3
Acide Linoleique (LA) Acide Alpha-linolénique (ALA)

Delta ﬁ Désaturase I
16:2 n-7 18:3 n-6 18:4 n-3
i Acide Dihomo-y-linolénique
20:21n-9 18:2n-7 20:3 n-6 20:4 n-3
I I Acide Arachildonique (AA) Acide Eicosapentaénoique
PDelta 5 Désaturase 1
i I ) ]
20:3n-9 18:3n-7 20:4 n-6 20:5 n-3
22:3n-9 20:3n-7 22:4 n-6 22:5n-3
24:31-9 22:3n-7 24:4 n-6 245 n-3
i Delta % Désaturase
24:4 n-9 22:4 n-7 24:5 n-6 24:6 n-3
20:3 n-6 22:6 n-3

Acide Docosahexaénoique (DHA)

Figure 4. Synthése des acides gras essentiels oméga-3, oméga-6 et non essentiels
oméga-7 et oméga-9. A partir de 1’Acétyl CoA, seuls les AG non essentiels ©-7 et -9
insaturés (gris) peuvent étre synthétisés. Une succession d’¢élongation (---) et de
désaturation (voie en italique) forment ensuite les -7 et ®-9 polyinsaturés. La présence
dans I’alimentation de LA et d’ALA est nécessaire pour la synthése des acides gras
essentiels ®-3, M-6 polyinsaturés. L'enzyme ¢€longase et les désaturases A-5 et A-6 sont

communs pour la formation des acides gras essentiels et non-essentiels.
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Les AG directement obtenus par I’alimentation ou synthétisés a partir des
précurseurs seront incorporés dans les membranes par estérification du groupement
carboxyle puis sont ajoutés au groupement hydroxyle en position sn-2 du glycérol des
phospholipides membranaires [245]. A la suite de stimuli variés, ces AG polyinsaturés
membranaires peuvent étre relachés par les enzymes de la superfamille des phospholipases

A2 (PLA2). Elles ont la capacité d’hydrolyser spécifiquement le lien esther sn-2 des

phospholipides libérant les AG a 20 carbones ®-3 ou -6 nommés les eicosanoides [256].

Ensuite, les eicosanoides seront métabolisés et entreront dans la formation des

prostaglandines ou des leucotri¢nes.

La voie des prostaglandines est enclenchée par [’enzyme prostaglandine
endopéroxyde synthase (PGH synthase) mieux connu sous le nom de cyclooxygénase
(COX) due a son activité cyclo-oxygénase qui forme le composé intermédiaire
endopéroxyde (PGQ) et son activité peroxydase qui finalise la réaction en formant le PGH
[257-259]. 1l existe deux principales isoformes de I’enzyme COX appelés COX-1 et COX-
2. COX-1 est exprimé constitutivement, alors que COX-2 est induite par des stimuli
inflammatoires tels que les cytokines et les facteurs de croissance [260]. Ces enzymes
catalysent la formation des prostaglandines de type 2 (PG2) et de type 3 (PG3) a partir de
I'AA et de 1'EPA [243]. Les enzymes COX-1 et COX-2 requiérent une certaine
concentration d’hydroperoxyde pour effectuer la réaction. COX-1 nécessite prés de 10 fois
plus d’hydroperoxyde pour s’activer que la COX-2 [261, 262]. Lors du métabolisme de
I’AA, la réaction produit en elle-méme suffisamment d’hydroperoxyde pour le
fonctionnement des deux COX. Bien que le métabolisme de I’EPA par COX-1 et COX-2
puisse atteindre les mémes concentrations maximales en métabolite qu’avec I’AA, la
vitesse de réaction n’atteint que 10 % pour COX-1 et 35 % pour COX-2 de celle avec I’AA
[263]. La faible production d’hydroperoxyde lors du métabolisme de I’EPA en serait
responsable. De plus, la molécule d’EPA entre difficilement en contact avec le site actif de

COX-1[264].
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Par la suite, les prostaglandines produites par les COX pourront étre métabolisées
par les enzymes de synthése terminale des prostaglandines. Ainsi la thromboxane synthase
(Txs), la prostacycline synthase (PGIs), la prostaglandine D synthase (PGDs) et la
prostaglandine E synthase (PGEs) produisent respectivement le thromboxane A (2 ou 3), le
PGI (2 ou 3), le PGD (2 ou 3) et le PGE (2 ou 3) [257]. Ces enzymes sont exprimées
spécifiquement dans divers tissus et cellules selon leurs propriétés. Par exemple, la TxA
formée par les plaquettes induit 1’agrégation plaquettaire et la constriction des vaisseaux
sanguins. Inversement, la PGI synthétisée par les cellules vasculaires inhibe 1’agrégation
plaquettaire et cause une vasodilatation [245, 257]. La PGD est produite par les mastocytes
et provoque une vasodilatation lors d’allergie et d’inflammation [265]. La PGE agit quant a
elle sur plusieurs organes, dont les os pour la formation osseuse, dans le systéme

reproducteur male et femelle et méme au cerveau dans I’induction de la fievre [259, 266].

D’un autre c6té, les eicosanoides libérés par la PLA2 peuvent étre métabolisés par

les enzymes lipoxygénase 5, 12 ou 15 (5-LOX, 12-LOX ou 15-LOX). La 5-LOX débute la
formation des leucotriénes par le leucotriene A4. Le leucotriecne A4 peut ensuite étre
hydrolysé pour donner le leucotriene B (LTB) ou suivant plusieurs réactions biochimiques
pour donner les leucotrienes C (LTC), leucotrienes D (LTD) et leucotrienes E (LTE) [245,
267]. L’ensemble de ces molécules bioactives a une fonction pro-inflammatoire via
I’activation du systéme immunitaire [267]. En opposition, les lipoxines sont formées par les
enzymes 12-LOX et 15-LOX et forment des métabolites anti-inflammatoires [268].
Derni¢rement, les résolvines et les protectines, de nouveaux métabolites hautement anti-
inflammatoires, provenant de I’EPA ou du DHA métabolisé par I’enzyme COX-2 acétylé
par I’aspirine suivie des enzymes LOX, ont été découverts [269]. Finalement, tout comme
la voie des prostaglandines, la formation des leucotriénes et des lipoxines sera de divers
types selon I’AG de départ. A partir de I’AA, les enzymes 5-LOX, 12-LOX et 15-LOX
synthétiseront respectivement les leucotriénes et les lipoxines de type 4. Si ces mémes

enzymes utilisent I’EPA, elles synthétiseront les leucotrieénes et les lipoxines de type 5 [243,

270, 271].
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3.3. Ratio oméga-3/oméga-6

Au cours du métabolisme des AG, les mémes enzymes sont utilisées tout d’abord

pour la synthése des AG a longues chaines, puis pour la formation des prostaglandines et
leucotrienes. De ce fait, il existe une compétition entre les ®-3 et les -6 pour leur
métabolisme respectif [255, 272]. Une premiere compétition s'effectuerait au niveau des
¢longases et des désaturases. D’ailleurs, la synthése des ®-3 a longues chaines (EPA) ainsi
que celle des -6 (AA) est influencée par le ratio ®-3/®-6 [273-276]. 1l semblerait
toutefois que le métabolisme des ®-3 en DHA serait davantage influencé par I’apport
quantitatif que par le ratio [277]; ceci pouvant s’expliquer par la double action de la A-6

désaturase pour son métabolisme [278]. Cependant, cette compétition bien que présente

aurait de faibles effets biologiques, car I’efficacité des enzymes de synthése des AG chez
I’homme serait minime [279] et qu’une alimentation variée fournit les ®-3 et -6 a longues

chaines tout en inhibant leur synthese [252].

Ainsi, la compétition entre les ®-3 et les -6 se situerait davantage au niveau de

I’incorporation et de la libération des AG membranaires, du métabolisme par les COX,
LOX et des enzymes terminales des prostaglandines [255, 280]. Rappelons que I’EPA est

difficilement métabolisé¢ par la COX-1 et en moindre mesure par la COX-2 par rapport a
I’AA. Un ratio plus élevé en ®-3/m-6, par conséquent, réduit la formation des dérivés de

I’AA, c'est-a-dire des prostaglandines de type 2 et des leucotriénes de type 4, par simple

compétition, en plus de nuire a la vitesse de réaction des COX [262].

Actuellement, la diéte Nord-américaine est débalancée vers I’®-6 avec un ratio de
1:15-20 ®-3/®-6 contrairement au ratio originel de 1:1 (®-3/®-6) chez les animaux et
vraisemblablement ’homme [248, 281, 282]. Un intérét grandissant est porté au ratio ®-

3/®-6, d’autant plus que les dérivés des -3 (EPA, DHA) en comparaison a ceux des ®-6
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(AA) ont des propriétés physiologiques différentes et influencent de nombreux systémes

physiologiques [248, 283-286].

3.4. Propriétés des oméga-3 et oméga-6

Tout d’abord, on reconnait aux AGE, compte tenu de leurs nombreuses
insaturations, la propriété d’accroitre la fluidité membranaire en réduisant le point de fusion
[247, 287]. 1l est proposé que la fluidité membranaire augmentée facilite le déplacement
des protéines dans la bicouche lipidique et le rassemblement fonctionnel des protéines en
microdomaine [288, 289]. Les microdomaines ont pour role de faciliter les processus

biologiques tels que la signalisation cellulaire, I’adhésion cellulaire et le trafic membranaire
[290]. Conséquemment, 1’incorporation membranaire des ®-3 et -6 pourrait moduler ces

processus biologiques. D’ailleurs, le DHA, I’AG avec le plus grand nombre d’insaturations,
semble étre I’AG qui induit les changements les plus marqués des propriétés membranaires
et joue un role important au niveau cérébral [291]. Plusieurs études complémentaires seront
néanmoins nécessaires pour bien comprendre 1’effet des AGE sur les processus biologiques

associés aux fonctions membranaires [289].

Par la suite, une fois intégrés dans les membranes, les AGE métabolisés en dérivé

eicosanoide ont la propriét¢ de moduler I’intensité et la durée de la réponse inflammatoire

[271]. D’une part, les -6 et plus particuliecrement 1’AA, sont associés a un état pro-
inflammatoire. Il faut cependant mentionner que la PGE2, métabolite des ®-6, posséde des
propriétés pro-inflammatoire et anti-inflammatoire. Aussi certains métabolites des -6 sont
anti-inflammatoires dont le LTB4 [292]. Bien qu’ils ne soient pas impliqués uniquement

dans les processus pro-inflammatoires, les -6 en comparaison avec les ®-3 semblent
I’étre davantage. D’ailleurs, nombreuses études observent une réduction des marqueurs pro-

inflammatoires tels que les cytokines IL-1fB, IL-6 et TNF-ao en augmentant les ®-3 par
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rapport au ®-6 [293-295]. Ainsi, les ®-3 ont la propriété de réduire I’inflammation. Il est
suggéré que cet effet serait subséquent a la faible efficacit¢ de ses métabolites pro-

inflammatoires contrairement a ceux des m-6. Par exemple, le LTB35, issu des ®-3, est un

agent chimioattractant moins actif que le LTB4, issu des ®-6 [296]. De plus, la découverte
récente des résolvines et protectines fortement anti-inflammatoires, étant strictement des

métabolites des ®-3, appuie le rdle anti-inflammatoire attribué a ceux-ci [297].

Finalement, les AGE ont la propriét¢ de moduler I’expression génique via
I’interaction avec des récepteurs nucléaires [255, 298, 299]. Parmi ces récepteurs, il y a la

famille des Peroxisome proliferators-activated receptors (PPAR) qui a pour ligand les ®-3

et les ®-6. Le tandem PPAR - ligand provoque la formation d’un dimere avec le récepteur
de type rétinoide X (RXR) et régule de nombreux génes possédant un élément de réponse a
PPAR (PPRE) dont ceux impliqués dans le métabolisme lipidique et 1’inflammation [300].
L'activation de PPARa par les AGE favorisent I’oxydation lipidique [301]. Par contre, en
interagissant avec PPARY, ils résuident I’inflammation via un blocage de NF-kB [292]. Les
®-3 peuvent aussi inhiber NF-«kB directement en prévenant la dégradation de IxB
(I’inhibiteur de NF-kB) [302]. Par conséquent, ils ont la propriété d’empécher le facteur de
transcription NF-kB d’induire I’expression génique de plusieurs cytokines, chemokines et
molécules d’adhésion [303]. Pour terminer, les AGE modifient I’expression de génes du
métabolisme des triglycérides, des acides gras et du cholestérol en modulant I’activité du
Sterol regulatory element binding proteins (SREBP). Des études supplémentaires seront

toutefois nécessaires pour en déterminer le mécanisme [304].
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3.4.1. Maladie cardiovasculaire

L’hypotheése proposant un effet bénéfique des -3 dans les maladies
cardiovasculaires a vu le jour avec les premicres études épidémiologiques chez les Inuits
[305]. Malgré plusieurs facteurs de risque, ces peuples ont un taux anormalement bas de
mortalité cardiovasculaire. Il a été proposé que ces bénéfices seraient attribuables a
I’alimentation des Inuits qui est majoritairement constituée d’animaux marins et contient
donc un ratio élevé en M-3/®-6 contrairement aux autres Nord-Américains [306, 307]. Par
la suite, il existe une corrélation inverse entre la mortalité associée a des maladies

cardiovasculaires et la consommation de poisson ou de supplément d’®-3 chez les Nord-

Américains [308-310]. Subséquemment, un ensemble d’effets bénéfiques des ®-3 reliés a
la santé cardiovasculaire a ¢été découvert dont des effets hypotriglycéridémiant,

hypotenseur, anti-inflammatoire, anti-athérosclérotique et méme anti-arythmique [311].

En premier lieu, une concentration sérique de triglycérides élevée est un facteur de
risque pour les maladies cardiovasculaires. Il est intéressant d’observer que les ®-3
permettent de diminuer les niveaux de triglycérides chez ’homme sain ou avec une
hypertriglycémie [312, 313]. Ceci serait attribuable aux propriétés de I’EPA et du DHA a
réduire la synthése et la sécrétion des very low density lipoprotein (VLDL) associé¢e aux
triglycérides et a augmenter la clairance des triglycérides hépatiques. Aussi, puisqu’ils
réduisent la lipogenése hépatique, augmentent la B-oxydation des AG et accroissent
I’activité des lipoprotéines lipases, ils peuvent abaisser les niveaux de triglycérides
sanguins [314]. Le mécanisme sous-jacent impliquerait la modulation de 1’expression
génique des protéines controlant la formation des VLDL (transportant les triglycérides au

foie) et celles controlant le métabolisme lipidique par les voies PPAR et SREBP [315, 316].
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Poursuivons avec un second facteur de risque des maladies cardiovasculaires,
I’hypertension, qui peut aussi étre modulée par les ®-3. En fait, il a été rapporté que les ®-3
ont un effet hypotenseur autant chez 1’homme [317-322] que dans divers modeles
d’hypertension animale [323-327]. Les protéines de poissons contribueraient aussi a cette
baisse [323]. Car certaines protéines peuvent inhiber I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ACE). Elles peuvent donc induire une réduction de la production
d’angiotensine II, un vasoconstricteur, et accroitre le métabolisme de la rénine,
vasodilatatrice [328]. Finalement, les protéines du poisson contiennent une quantité
d’arginine importante. Celui-ci est l'acide aminé a partir duquel le NO, un vasodilatateur

jouant un role central dans I’hypertension, est métabolisé [329].

L’effet anti-inflammatoire des ®-3, décrit précédemment, peut également contribuer
aux bienfaits dans les maladies cardiovasculaires [330]. Cette propriété serait impliquée
dans [Deffet anti-atherosclérotique des -3 puisque I’inflammation joue un role
prépondérant dans I’évolution de la pathologie [331]. Dans ce sens, un supplément d’®-3
permet effectivement de diminuer la propagation et méme d’accroitre la régression de cette
maladie apreés 2 ans [332]. De plus, les -3 ont la capacité de stabiliser la plaque
athéromateuse [333]. Le mécanisme impliquerait la réduction de I’agrégation plaquettaire

par les ©-3 [334].

En dernier lieu, ’effet anti-arythmique des ®-3 dépendrait de 1’état pathologique
cardiovasculaire, car les ®-3 peuvent également étre pro-arythmique [335]. Il est supposé
que l’effet anti ou pro-arythmique des -3 serait causé par la modulation des canaux
ioniques dont les canaux sodiques dépendant du voltage, les canaux potassiques sortants et
les canaux calciques de type L [336]. En somme, les ®-3 contribuent de nombreuses fagons

a améliorer la santé cardiovasculaire permettant globalement a réduire la mortalité

cardiovasculaire.
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3.4.1.1. Infarctus du myocarde

Dans I’'IM, les ®-3 n’ont aucun effet sur 1’incidence [337], mais selon plusieurs

études, ils réduisent la survenue d’un second IM et la mort de cause cardiovasculaire chez
les patients avec ou sans IM [338-341]. Deux grandes études, la GISSI-prevenzione et
I’étude DART, ont évalué¢ I’effet respectif de supplément quotidien ou de deux portions de
poissons par semaine chez des patients avec un IM apres de 3 a 5 ans ou 2 ans suivant I’'IM.

Ils ont toutes deux démontré une diminution de la mortalit¢ de toutes causes et de la
mortalité cardiovasculaire en relation avec la prise des ®-3 [339, 340]. Appuyant ces

résultats, la mort toutes causes confondues peut étre prédite chez les patients avec un IM

par les concentrations sanguines d’EPA et de DHA [342].

En plus de réduire les risques de mortalité aprés I’IM, un supplément d'®-3 avant la
survenue de I'IM semblent diminuer la taille de 1'IM chez ’homme estimée par la créatine
phosphate et le lactate déshydrogénase [343, 344]. De plus, plusieurs voies d’administration
dont I’infusion veineuse d’®-3 [345], I'infusion péricardique [346] ou 1’augmentation de
I’apport alimentaire d’®-3 avant I'IM permet de réduire efficacement la taille de I'IM dans

divers modéles expérimentaux [347-349]. Le mécanisme sous-jacent impliquerait une

augmentation des HSP 72 qui est associée a la cardioprotection et possiblement, suite a
I’incorporation membranaire des ®-3 modifiés par 1’oxydation lors de 1’ischémie-
reperfusion [345]. Une seconde étude propose qu’un mécanisme commun entre le
préconditionnement et les M-3 serait responsable de la diminution de la taille d’infarctus
sans toutefois préciser le mécanisme [348]. Pour conclure, les ®-3 sont incontestablement
bénéfiques dans les maladies cardiovasculaires et plus précisément dans 1I’'IM. Un

supplément d’®-3 est d’ailleurs recommand¢ aux patients apres la survenue d’un IM [350].
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3.2.2. Maladie neurodégérérative et dépression

Les AG ®-3 a longues chailnes sont retrouvés en grande majorité dans les

membranes rétiniennes et neuronales. L’absence de concentration adéquate d’m-3 et plus

particulierement de DHA, lors du développement cérébral, chez le nouveau-né, entraine des
déficits du développement et des fonctions cognitives [351]. En plus d’étre indispensables

pendant la période périnatale et natale, l'altération des concentrations membranaires des
-3 a été observée dans plusieurs maladies neurodégénératives et psychiatriques a 1’age

adulte. En effet, de faibles concentrations sériques ont été rapportées chez les patients

souffrant d’Alzheimer [352] et chez les dépressifs [353]. De plus, dans la population saine,
un ratio M-3/®-6 plasmatique faible est associ¢ a davantage de symptomes dépressifs

[354].

Il semblerait que 1’altération des niveaux d’®-3 membranaire serait plus qu’une

observation coincidant avec la pathologie, car le supplément d’®-3 améliore 1’état clinique

des patients souffrant d’Alzheimer ainsi que les symptomes des patients dépressifs [355].
D’ailleurs, une étude récente de Lespérance et coll. a évalué I’effet de suppléments de
1,05 g d’EPA et de 150 mg de DHA par jour pendant 8 semaines par rapport a un placébo

d’huile de tournesol chez des patients atteints d’épisode de dépression majeure. Ils ont
observé une tendance générale a I’amélioration des symptdmes avec les suppléments d’®-3
et un bénéfice significatif chez les dépressifs majeurs sans désordres d’anxiété [356] Plus
particulierement dans la dépression, les ®-3 auraient une efficacité significative en tant
qu’antidépresseur [357]. Une étude mentionne un effet similaire des ®-3 a celui de la
fluoxétine. Les ®-3 permettraient aussi de réduire de maniére cumulative la dépression,
lorsque combinés avec la fluoxétine [358]. Cependant, aucun effet cumulatif n’a pas été

observé avec les -3 et la sertraline [359].
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Nombreux mécanismes ont été proposés afin d’expliquer I’influence des ®-3 dans

les pathologies neurodégénératives et psychiatriques. Une premicre hypothese souleve les
propriétés anti-inflammatoires de ceux-ci, sachant que les cytokines peuvent induire la
dépression et que I’inflammation est fortement présente dans I’ Alzheimer [360, 361]. Une

seconde hypothése propose une modulation de la neurotransmission monoaminergique
[362] car, selon des études de déplétion en -3, 1'absence de ces AG peuvent diminuer la
présence des récepteurs dopaminergiques D2 et augmenter la présence des récepteurs
sérotoninergiques SHT2 dans le cortex frontal [363]. Pour continuer, les ®-3 pourraient
améliorer ces pathologies par un mécanisme de neuroprotection possiblement anti-
apoptotique. En fait, le DHA facilite I’activation et la translocation d’Akt, une protéine anti-
apoptotique en maintenant les concentrations de phosphatidyles sérines membranaires [364,
365]. Par ailleurs, la neuroprotectine D, métabolite du DHA, en plus d’inhiber la réponse
inflammatoire, accroit les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 [366, 367]. 1l faut ajouter que
les métabolites des ®-3, DHA et EPA, sont des ligands de PPAR [368] qui régulent
I’expression de plusieurs génes impliqués dans la prolifération, la différentiation et
I’apoptose. Les ®-3 pourraient alors influencer 1’expression génique au niveau cérébral de

manicre directe ou indirecte pour produire les effets bénéfiques observés dans les maladies

neurodégénératives et dans la dépression.

3.2.2.1. Dépression post-infarctus du myocarde

Dans la dépression post-IM, les ®-3 auraient aussi un impact puisque chez les
patients dépressifs avec un syndrome coronarien aigu, les concentrations plasmatiques et
membranaires des érythrocytes sont significativement plus basses en ®-3 que chez les
patients non dépressifs [369-371]. Egalement, les patients post-IM ont un ratio plus faible
des AG a longues chaines ®-3/®-6 dans le sérum que chez les dépressifs [372]. Bien que

peu d’études se soient intéressées aux ®-3 dans la dépression post-IM, les bénéfices des m-
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3 dans I’'IM et dans la dépression soulignent le potentiel pharmacologique d’un supplément

dans la pathologie et la nécessité d’études subséquentes [373].

Chapitre 4. Les hypothéses

L’IM implique un important processus inflammatoireé. L’ischémie-reperfusion
provoque la libération de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation sanguine [50],
mais également au niveau cérébral, notamment dans le systeme limbique [210]. Ces
cytokines, lorsqu’elles interagissent avec les DR, peuvent induire la mort cellulaire par
apoptose [72]. Réduire I’inflammation, soit en inhibant la syntheése des cytokines par la
pentoxifylline ou par le blocage de la cytokine TNF-o diminue significativement les
marqueurs d’apoptose dans le systéme limbique aprés un IM [53, 54]. Ainsi, I’inflammation

serait un mécanisme probable expliquant I’apoptose dans le systeme limbique.

Les -3, en plus d’avoir plusieurs effets bénéfiques cardiovasculaires dont la
capacité de réduire la taille de 1'IM, ont la propriété d’étre anti-inflammatoire en opposition
aux -6 [330]. Puisqu’une compétition existe entre les deux AGE ®-3 et ®-6 pour la
synthése et la formation des métabolites [255], la modification du ratio ®-3/®-6 va
influencer la disponibilité¢ de chacun et donc I’effet cardiovasculaire et inflammatoire des
®-3. Ainsi, le but de cette étude est d’évaluer 1’effet de différents ratios m-3/®-6 (5:1, 1:1
et 1:5) sur la taille de 1'IM, I’inflammation et I’apoptose dans le systéme limbique dans un
modele d’ischémie-reperfusion chez le rat. Nous supposons que la compétition entre les ®-
3 et les ®-6 va faire en sorte que les ratios élevés en -3 vont réduire davantage la taille de
I'IM et ’inflammation. De ce fait, nous proposons que les ratios €levés en ®-3 doivent

¢galement réduire la présence d’apoptose dans le systeme limbique apres un IM.
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Abstract

Aims Changes in dietary omega-3/6 ratios affect anti/pro-inflammatory equilibrium. As
reperfused myocardial infarction (MI) is an inflammatory pathology that alters cell integrity
in different tissues, such as the hippocampus and amygdala, we hypothesized that
adjustment of dietary omega-3/6 ratios may have a significant impact on these
modifications. This study was designed to investigate the effects of 3 dietary omega-3/6
ratios (5:1, 1:1 and 1:5) on infarct size, cardio-protective mechanisms, inflammation and
apoptosis in the limbic system of a reperfused MI model.

Methods and Results Male Sprague-Dawley rats were fed on 1 of 3 diets containing
different omega-3/6 ratios for 2 weeks. Then, myocardial ischemia was induced by left
anterior descending coronary artery occlusion for 40 min, followed by reperfusion. Cardio-
protective mechanisms were studied in the myocardium at 15 min of reperfusion along with
myocardial infarct size after 24 h of reperfusion. Apoptosis was evaluated in the
hippocampus.

Infarct size was significantly reduced by 32% in groups 5:1 and 1:1 vs. group 1:5. Akt
activity was higher in groups 5:1 and 1:1 compared to group 1:5. Caspase-3 enzymatic
activity doubled in area CA1 and the dentate gyrus (DG) in group 1:5 compared to groups
1:1 and 5:1. Also, caspase-8 enzymatic activity was increased in the DG at 24 h, and
caspase-9 was enhanced in CA1 at 24 h in group 1:5 vs. groups 1:1 and 5:1.

Conclusion These results suggest that high omega-3/6 ratios reduce infarct size and help to

inhibit apoptosis in the limbic system after MI.
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1. Introduction

In recent decades, diets in industrialized countries have changed considerably, causing
significant increases in cardiovascular pathologies. The most significant nutritional
modification that has contributed to this situation is increased fat intake, which is now
twice that of our ancestors (40 vs 20% of total calories) [1]. Although cholesterol has been
implicated as a major player in cardiovascular diseases, various populations, such as
Alaskan Eskimos, present consistently high serum cholesterol but with an almost total
absence of cardiovascular diseases [2]. Examination of these populations indicates that the
consumption of omega-3 fatty acids is elevated in comparison to other populations with
higher rates of coronary heart disease [3]. Reduced dietary omega-3 intake in non-Inuit
populations and its role in anti-inflammatory signaling point to certain molecules as
potential candidates for increased cardiovascular disorders. In contrast to omega-3, pro-
inflammatory omega-6 consumption has grown, resulting in a shift of the omega-3/6 ratio
from 1:1.5 to 1:16 in the average North American diet over the last 200 years [1, 4]. Both
omega-3 and omega-6 are metabolized by the same desaturation/elongation pathway, and
thus competition for metabolic enzymes between these 2 families of fatty acids has
significant consequences for health [5, 6]. The shift in this ratio toward pro-inflammatory
diets can lead to additional myocardial damage in response to other pro-inflammatory
insults.

Reperfused myocardial infarction (MI) provokes an inflammatory response, which may
amplify cardiovascular damage. To attenuate it, 2 signalling pathways are evoked to induce

cardio-protection at the onset of reperfusion: the reperfusion injury salvage kinase (RISK)
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pathway and the survivor-activating factor enhancement (SAFE) pathway. The RISK
pathway represents a series of protein kinases, such as Akt, which converge on
mitochondrial permeability transition pores (mPTPs), whereas the SAFE pathway involves
the activation of STAT-3 and gene transcription, independently of Akt [7-9]. The activation
of these pathways at the onset of reperfusion is recognized to afford protection to the
myocardium after ischemia.

Recently, we observed that MI may also alter the integrity of cells present in the limbic
system due, in part, to the release of pro-inflammatory cytokines and invoking increased
apoptosis in these regions [10]. Although it is not clearly established, some evidence
indicates that apoptosis in the limbic system may contribute to post-MI depression [11], a
condition that reduces quality of life and survival [12].

Therefore, because changes in dietary omega-3/6 ratios may modulate the balance between
pro- and anti-inflammatory mechanisms, this study was designed to investigate the effects
of 3 dietary omega-3/6 ratios (5:1, 1:1 and 1:5) on infarct size, cardio-protective

mechanisms, inflammation and apoptosis in the limbic system after M1.
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2. Methods

2.1. Experimental design

Male 3-month-old Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant, QC, Canada)
were handled in compliance with recommendations of the local Animal Care Committee,
and the investigation conformed fully to Canadian Council on Animal Care guidelines. The
animals were housed individually under constant conditions (temperature of 21-22°C and
humidity of 40-50%). They were maintained under a 12-h dark-light cycle which began at
8:00 h. Chow pellets and tap water were available ad [libitum. After 3 days of
acclimatisation, the animals were randomly distributed in 3 diet groups giving 5:1, 1:1 or
1:5 omega-3/6 ratios for 2 weeks before MI induction. Fifty percent of the animals in each
diet group were sacrificed after 15 min of reperfusion, and the remaining 50%, after 24 h of

reperfusion.

2.2. Diets

Chow pellets rich in lipid (22% protein, 42.9% carbohydrate, 20.3% fat, by weight) were
supplied by Harlan Teklad (Madison, WI, USA). The respective diets varied only in
soybean oil, flaxseed oil and fish oil content respectively of 0 g/kg, 100 g/kg and 50 g/kg
for group 1:5 (TD.06035), 63 g/kg, 58 g/kg and 29 g/kg for group 1:1 (TD.08484) and 142

g/kg, 0 g/kg and 8 g/kg for group 5:1 (TD.06034).
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2.3. Surgical procedure

Anesthesia, induced by ketamine-xylazine (50 mg/kg and 5 mg/kg i.m., respectively), was
maintained with isoflurane (1%). The animals were intubated and placed under a respirator.
ECG and heart rates were monitored with electrodes placed on their paws. A left
thoracotomy was undertaken, and the left anterior descending coronary artery was occluded
with a 4.0 silk suture and plastic snare. Ischemia was assessed by ST segment alterations
and ventricular subepicardial (Epi) cyanosis. After 40 min of ischemia, the thread was
removed to permit reperfusion. The thorax was closed, and the rats were then injected with
antibiotic (15,000 IU penicillin G) and analgesic (2 mg/kg of butorphanol) [13].

After the reperfusion period, the animals were sacrificed by decapitation to prevent
modification of the biochemical pathways by anesthesia. The brain and heart were rapidly
removed and placed in a dish kept on crushed ice. The dentate gyrus (DG), areas CA1 and
CA3 as well as the lateral and medial amygdala were excised from the limbic system, snap-
frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C. Plasma, extracted by centrifugation (3,000g
for 15 min at 4°C) from blood samples, was kept at -80°C for analysis of plasma tumour

necrosis factor-alpha (TNF-a) concentrations.

Infarct size and heart dissection

Infarct size and area at risk (AR) were measured in the 24-h reperfusion time group, as
described previously [13, 14]. Briefly, after sacrifice, the hearts were removed, and the left
anterior descending coronary artery was occluded at the same site. The hearts were then

washed with saline by retrograde perfusion. Evans blue (0.5%) was injected in the aorta by
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canulation to measure the AR. The hearts were frozen (-80°C for 5 min), sliced into 4
transverse sections of 2 mm and placed in 2,3,5-triphenyltetrazolium at 37°C for 10 min.
The area of necrosis (I) was expressed as a percentage of the AR (I/AR). AR was
represented as a percentage of the left ventricular (LV) area (AR/LV).

Fifty percent of the animals in each diet group were sacrificed after 15 min of reperfusion.
Their heart tissues were not stained, to avoid alteration of enzymatic activity under
biochemical analysis. Instead, the ischemic area (AR) was separated from the non-ischemic
area of the myocardium (area not at risk, ANR). Each region was divided into Epi and
subendocardial (Endo) areas, defined as the upper and lower part of the myocardium. Heart

tissues were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

2.4. Biochemical analysis

Western blotting: Akt, STAT-3 and caspase-9

Western blot analysis was performed as described previously [13]. Briefly, tissues were
homogenized by sonification in lysis buffer (1% Triton X-100, 0.32 M Sucrose, 10 mM
Tris (pH 8.0), 5 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 pg/mL Leupeptin, 10 pg/mL
Pepstatin A, 10 ug/mL Aprotinin). The tissue homogenates were incubated for 30 min at
4°C and centrifuged at 10,000g for 15 min. Protein concentrations of the supernatant were
quantified by the Lowry method. Aliquots of 100 pg protein were loaded into
polyacrylamide gels (10-15%), and migrated at 150 V for 75 min in a mini-gel apparatus
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Proteins were transferred to Protran

nitrocellulose membranes (Mandel, Montreal, Quebec, Canada) with a Trans-Blot semi-dry
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transfer cell (Bio-Rad Laboratories). Non-specific sites were blocked by 1-h incubation in
5% dry milk powder into TBS-T (10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NacCl and 0.05% Tween
20). The membranes were incubated overnight with primary antibody (1/1,000 phospho-
Akt, caspase-9, STAT-3 or 1/5,000 Akt diluted in 5% dry milk powder TBS-T). After TBS-
T washing, the membranes were incubated for 45 min with secondary antibody (1/5,000
anti-rabbit IgG horseradish peroxydase). A chemiluminescent reagent was added prior to
exposure on scientific imaging film (PerkinElmer Life Sciences, Mississauga, Ontario,
Canada). Band intensities were analysed with Kodak 1D v.3.5.5 Scientific imaging
software. The same membranes were stripped in stripping buffer (0.1 M glycine, 1% SDS,

pH 2.0, 1 h at room temperature) and re-used with primary antibody for ratio determination.

Caspase-3 and -8 activities

Caspase-3 and -8 activities were measured according to the caspase-3 protocol described
previously [13]. Briefly, tissues were homogenised by sonification in lysis buffer and
incubated for 30 min on ice. The tissue homogenates were centrifuged at 4°C for 10 min.
Enzymatic reactions were undertaken in reaction buffer with 25 mg of protein and attested
by the Bradford method and fluorescent substrate (Ac-DEVD-AMC or Ac-IETD-AMC,
respectively for caspase-3 and -8) (40 mM). Reactions were studied after incubation in the
dark for 3 h at 37°C and stopped with the addition of 0.4 M NaOH and 0.4 M glycine
buffer. Fluorescence was quantified by spectrofluorometry (Photon Technology
International, Lawrenceville, NJ, USA) at an excitation wavelength of 365 nm and

emission wavelength of 465 nm for caspase-3 or 430 nm for caspase-8.



67

Plasma TNF-a concentrations
Plasma TNF-a levels were analysed with Duoset ELISA development kits (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA, rat TNF-o/TNFSF1A, Catalogue No. DY510) according to the

manufacturer’s specifications.

2.5. Statistical analysis
The data are reported as mean (+ standard error of the mean). One-way ANOVA was
performed on data with predefined constraints: first comparison: 1:1 vs. 5:1; second

comparison: 1:1 and 5:1 vs. 1:5. p< 0.05 was considered as significant.



68

3. Results

Food consumption and weight gain were similar between groups (data not shown)
throughout the experiments, indicating that the different food compositions had no

influence on body weight.

3.1 Infarct size

Infarct size, expressed as a percentage of the AR, was significantly reduced by
approximately 30% in the high omega-3 diet groups (groups 5:1 and 1:1) compared to
group 1:5. No significant difference was observed in infarct size between groups 5:1 and

1:1. The AR, expressed as a percentage of the LV (Figure 1), was similar among groups.
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Figure 1: Infarct size, assessed by necrosis area (I) expressed as a percentage of the area at
risk (AR), is significantly reduced in groups 1:1 and 5:1 vs group 1:5. No difference is
observed between groups 5:1 and 1:1. AR, expressed as a percentage of the left ventricle
(LV), is similar between groups (n = 8-9 in each group; * F(1,23) = 4,83, p = 0.038 vs.

group 1.5).
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3.2 Cardio-protective pathways

The RISK pathway was evaluated by Akt activity. Assessed by Western blotting, Akt
activity was similar in groups 5:1 and 1:1, but significantly enhanced in both of these
groups compared to group 1:5 in the Endo region (Figure 2). No significant difference was
apparent in Akt activity in the Epi region between groups as well as in STAT-3 activity

(SAFE pathway) in both regions.

- . N — -
-— | e o
*
|
3_125- —_—
S
£ 100-
2% —_
S T 754
s 0
0 £
g
x5 9507
R
o 25-
a
- 0 T T
5:1 1:1 1:5

Figure 2: Akt activity at 15 min of reperfusion in the subendocardium expressed as a ratio
of the ischemic area (AR) over the non-ischemic area (ANR) assessed by Western blotting.
Activity is significantly enhanced in groups 1:1 and 5:1 vs. group 1:5 (n = 5-6 in each
group; Endo: * F(1,14) = 10,21, p = 0.007 vs. group 1:5). Inset: Representative Western
blot results on phospho-Akt (pAkt;top) and Akt (bottom) in the subendocardium of the area

at risk (AR).
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3.3 Limbic system apoptosis

After 15 min of reperfusion, caspase-3 activity was significantly reduced in CAl in the
high omega-3 diet groups (5:1 and 1:1) vs. low omega-3 group 1:5 (Figure 3A). After 24 h
of reperfusion, caspase-3 activity in both CA1 and the DG was attenuated in groups 5:1 and
1:1 vs group 1:5 (Figure 3B). No difference was seen in CA3 and the amygdala (data not

shown).
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significantly reduced in CA1 of groups 5:1 and 1:1 vs. group 1:5 (n = 5-7 in each group; *
F(l1,15) = 6,12, p = 0.026 vs. group 1:5). No difference is detected in the dentate gyrus
(DG). B: After 24 h of reperfusion, caspase-3 activity, assessed in vitro, is significantly
reduced in CA1 and the DG in groups 5:1 and 1:1 vs. group 1:5 (n = 5-8 in each group;
CAl: * F(1,15) = 6,81, p = 0.02 vs. group 1:5, DG: * F(1,16) = 7,60, p = 0.014 vs. group

1:5).
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Because significant results were obtained for caspase-3 activity in CAl and the DG, further
analysis of capase-8 (Figure 4) and caspase-9 activities was conducted (Figure 5). After 15
min and 24 h of reperfusion, high omega-3 groups 5:1 and 1:1 vs. low omega-3 group 1:5
showed significant caspase-8 activity reduction in the DG (Figure 4). Similarly, after 15
min and 24 h of reperfusion, caspase-9 activity in CA1 was significantly decreased in high

omega-3 groups 5:1 and 1:1 vs. low omega-3 group 1:5 (Figure 5).
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Figure 4: After 15 min and 24 h of reperfusion, caspase-8 activity, assessed by in vitro
spectrofluorescence, is significantly reduced in the dentate gyrus in groups 5:1 and 1:1 vs.
group 1:5 (n =4-7 in each group; 15 min: * F(1,16) = 10,12; p = 0.006 vs. group 1:5, 24 h:

*F(l,16) = 12,29; p = 0.003 vs. Group 1:5).
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Figure 5: After 15 min and 24 h of reperfusion, caspase-9 activity is significantly reduced
in CA1 in groups 5:1 and 1:1 vs. group 1:5 (n =5 in each group; CAl at 15 min: * F(1,12)

=6,17; p =0.029 vs. group 1:5; CAl at24 h: * F(1,11) = 5,31, p = 0.042 vs. group 1:5).

3.4 Plasma TNF-a concentrations

Plasma TNF-o concentrations were significantly increased after 24 h of reperfusion in
group 1:5 compared to the other groups (Figure 6). No significant difference was noted
between groups after 15 min of reperfusion, indicating that plasma TNF-a elevation was

delayed in comparison to reperfusion onset (data not shown).
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Figure 6: After 24 h of reperfusion, plasma TNF-o concentrations are significantly
elevated in group 1:5 vs. groups 1:1 and 5:1 (n = 8 in each group, F(1,21) = 4,88, p =

0.038 vs group 1:5).
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4. Discussion

The novel finding of this study is that consumption of high omega-3/6 ratios reduces infarct
size, inflammatory cytokine TNF-a levels and helps to attenuate apoptosis in the limbic
system after M1.

Both omega-3 and omega-6 are metabolized by the same desaturation/elongation pathway,
and thus competition for metabolic enzymes between these 2 families of fatty acids has
significant consequences for health [5, 6]. The initial conversion of a-linolenic acid to
18:4m-3 by the action of A6-desaturase is the rate-limiting reaction of the pathway [6, 15].
The affinity of A6-desaturase for a-linolenic acid is greater than for linoleic acid, but the
greater cellular pools of linoleic than a-linolenic in industrialized countries result in greater
conversion to omega-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) [16]. For this reason, it is
important to consider dietary omega-3/6 ratios rather than simple omega-3 supplementation
to assess their effects on cardiovascular diseases [17]. Another aspect that we have taken
into account is to select a total lipid content which represent 20% of the diet and 40% of
calories per day, reflecting lipid levels of Western diets.

The data obtained in the present experiments demonstrate that high omega-3/6 ratios reduce
myocardial infarct size by 30% compared to the 1:5 ratio. The present results are difficult to
reconcile with those of previous studies since we are using omega-3/6 ratios instead of
omega-3 addition. Meanwhile, it is not surprising that our higher omega-3/6 ratios had a
better influence on infarct size since omega-3 is known to be cardio-protective. For

example, Abdukeyum et al. reported 35% infarct size diminution after MI in rats fed a 10%
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lipid diet containing 7% fish oil and 3% olive oil in comparison to diets high in PUFAs (5%
sunflower oil, 5% olive oil) and omega-6 (7% beef tallow, 3% olive oil) [18]. Also, in a rat
MI model, Zhu et al. observed a 15% decrease in infarct size after 8 weeks on a diet
containing 12% fish oil. However, no significant differences were detected after 1 week of
feeding [19]. In the present investigation, rats were fed with the diets for 2 weeks, and we
detected significant differences, interring that minimal dietary duration could be around 2
weeks.

Two different cardio-protective pathways have been evoked to explain the reduction of
reperfused MI. First, the RISK pathway involves Akt activation through
phosphatidylinositol 3-kinase. Activation of the RISK pathway is associated with the
recruitment of anti-apoptotic signaling systems, such as phosphorylation and inhibition of
the pro-apoptotic proteins BAX and BAD [20-24], suppression of caspase-3 [25] and
increased levels of the anti-apoptotic protein Bel-2 [25]. Also, it has been reported that the
RISK pathway contributes to cardio-protection by mPTP inhibition[26]. Although the
mechanism by which the RISK pathway suppresses mPTP opening is unclear, it has been
proposed that GSK-33 phosphorylation dampens mPTP opening and, thus, interferes with
the influx of small molecules into the mitochondria which ultimately release pro-apoptotic
components, such as cytochrome C [25, 28]. In some circumstances, although the RISK
pathway is inhibited or not active, cardio-protection is still apparent [7-9] and involves
STAT-3, a determinant of SAFE cardio-protection [7]. In our model, RISK pathway
activity, assessed by Akt activity, is elevated on the higher omega-3 diets compared to the

1:5 omega-3/6 diet, whereas no difference is observed in the SAFE pathway. To our
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knowledge, we are the first to show directly that omega-3 dietary enrichment reduces
infarct size coincidently with RISK pathway activation. However, a previous study suggests
a common cardio-protective mechanism between omega-3 and ischemic pre-conditioning,
and thus the RISK pathway, since the combination of both interventions does not afford
additional protection compared to pre-conditioning alone [18]. The intracellular signalling
pathway that leads to Akt activation after omega-3 ingestion needs further investigation.
According to the literature, omega-3 has many other properties, such as anti-inflammatory
effects, that may account for the infarct size reduction [29]. To test the influence of higher
omega-3 consumption on inflammation, we measured the plasma levels of TNF-a, a pro-
inflammatory cytokine that is released after MI. Diminution of TNF-a with the higher
omega-3 diets has also been reported by other investigators [17, 30], but is not observed
universally [31]. Two hypotheses could explain this plasma TNF-o reduction: a decrease in
infarct size or alteration of TNF-a release/synthesis. However, the design of our study did
not allow us to distinguish between these possibilities.

We have previously reported the occurrence of apoptosis in the limbic system after MI.
Two pathways have been proposed to explain this programmed cell death: the first involves
cerebral blood flow reduction resulting in intrinsic pathway activation whereas in the
second, production of pro-inflammatory cytokines may be responsible for extrinsic
pathways activation [32]. Previous studies in our laboratory revealed that inhibiting
cytokine synthesis with pentoxifylline reduces apoptosis in the limbic system 3 days post-
MI [14]. Also, pharmacological treatment with an anti-depressant (sertraline) or an A2A

agonist decreases apoptosis in the limbic system [11, 13]. Consistently with the present
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report, blocking the Tumor-Necrosis-Factor-Receptor I (TNFR1) in our rat myocardial
model also diminishes markers of apoptosis in the limbic system [10]. These findings
indicate a possible link between reduced plasma TNF-o concentrations and apoptosis
inhibition seen in the limbic system.

In CAl, a region in the hippocampus that is sensitive to hypoxia [33], intrinsic apoptosis
pathway activity is diminished with high-ratio omega-3/6 diets, which could be explained
by the decrease in infarct size in these groups. Indeed, the early increase in caspase-9
activity in CA1 indicates rapid activation of this pathway after MI in the region.

Another potential explanation for the anti-apoptotic properties of omega-3 is that
docosahaexanoic acid (DHA) is a precursor of neuroprotectin D, a substance that induces
pro-survival signals down-regulating apoptosis [34]. Systemic DHA administration, after
middle cerebral artery occlusion, helps in neuroprotectin D production [35] and may, thus,
reduce apoptosis by altering the intrinsic pathway.

In the DG, caspase-8 activity was enhanced after 15 min of reperfusion in the higher dietary
omega-3 groups whereas no change in caspase-3 activity was detected. Since caspase-3 is
downstream in the extrinsic pathway compared to caspase-8, this result indicates that
extrinsic pathway activation is at the beginning of the apoptosis cascade. These data are
similar to those reported earlier [10].

In the amygdala, no differences between the different diets were observed, suggesting that
the apoptosis usually detected in these regions is not sensitive to omega-3 modulation.
Further analysis is needed to understand this apparent discrepancy. Since apoptosis was not

encountered on the first day after reperfusion onset in CA3, it was not surprising that no
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difference was noted in the different diet groups. Whether the diminution of apoptosis may
attenuate depressive behaviour after MI needs further study.

No additional benefits were observed in infarct size, plasma TNF-a concentrations and
apoptosis markers with the higher omega-3/6 ratio (5:1) compared to 1:1. As proposed by
Simopoulos [17], our data indicate that the original 1:1 ratio seems to be ideal; no
additional benefits accrue with the 5:1 diet. However, it remains to be determined if lower
omega-3/6 diets have effects on myocardial infarct size or post-MI apoptosis in the limbic
system. Also, it is still unclear if omega-3 supplementation, without any change in EFA

dietary ratio, may have the same outcome.
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Chapitre 6. Discussion

Cette étude dévoile qu’une di¢te alimentaire comprenant des ratios ®-3/®-6 de 5:1

ou 1:1 en comparaison avec un ratio de 1:5 réduit la taille de l'infarctus, I’inflammation et
aide a prévenir I’apoptose dans le systeme limbique aprés un IM dans un modéle

d’ischémie-reperfusion chez le rat. A la différence des études précédentes qui ont évalué
I’effet de suppléments d’huile de poisson ou d’®-3 a la diete [347, 374, 375], nous avons
conservé l'apport calorique total en ®-3/®-6 stable dans chacune des dictes pour déterminer
le ratio d'®-3/®-6 optimal. Puisqu’il existe une compétition entre les AGE ®-3 et ®-6,
I’ajout d’un supplément d’huile de poisson n’aura pas le méme impact selon la présence des
®-6 dans I’alimentation [255]. Pour un méme supplément d’®-3, la proportion d’®-6
influence son intégration membranaire et certainement son métabolisme ayant ainsi un
impact physiologique. De ce fait, I’utilisation de di¢tes avec un ratio ®-3/®-6 alimentaire
déterminé tient compte du métabolisme et caractérise mieux la réelle proportion. Le choix
des ratios employés se base sur I’hypothése que le ratio idéal serait de 1:1 chez I’homme
selon les études anthropologiques et épidémiologiques [282]. De plus, afin de mieux

représenter la teneur en lipide de la di¢te nord-américaine une dicte riche en lipides a été

utilisée, c’est-a-dire contenant 20 % de lipides soit 40 % des calories ingérées [376].

Nous avons, tout d’abord, observé une diminution significative de 32 % de la taille

de I'IM avec les ratios ¢élevés en M-3/®-6 (5:1 et 1:1) en comparaison a la diéte plus €levée
en M-6 (1:5). Nos résultats sont en accord avec la littérature démontrant une réduction de la
taille d’infarctus avec des di¢tes riches en m-3 [348, 377]. Ces résultats peuvent cependant
soulever une question sachant que la di¢te nord-américaine contient un ratio de 1:15 ®-
3/m-6 et que nous avons utilis€¢ un ratio de 1:5 a titre comparatif. Comme la diéte riche en

-6 1:5 correspond déja a une augmentation de la consommation des ®-3 par rapport a la
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di¢te nord-américaine, pourrait-il déja y avoir une amélioration de la taille d’infarctus?
Nous avons mesuré une taille d’infarctus d’environ 45 % de la zone a risque avec le ratio
1:5 ®-3/m-6. Lorsque 1’on compare les résultats antérieurs de taille d’infarctus chez les rats
soumis a la dicte recommandée usuelle de Charles River 5075-US c'est-a-dire contenant
une faible proportion de lipides (4,5 %) et peu d’®-3, aucune différence notable n’est
présente. En effet, la taille d’infarctus observée varie d’environ 45 a 50 % de la zone a
risque selon les études [54, 166, 168, 213]. Ainsi, bien que le ratio 1:5 ®-3/®-6 par rapport
a la di¢te nord-américaine contienne plus d’®-3, il semble nécessaire de viser un ratio

alimentaire plus élevé que 1:5 pour obtenir un bénéfice cardioprotecteur.

La nouveauté de cette étude provient de notre intérét a approfondir le mécanisme
cardioprotecteur en nous penchant sur les deux principales voies connues de
cardioprotection: RISK et SAFE. Nous sommes d’ailleurs les premiers a associer une
activité accrue de la protéine Akt impliquée dans la voie RISK a la réduction de Ia taille
d’IM dans une étude nutritionnelle. Deux études vont dans le méme sens que nos

observations. La premiere de McGuinness et coll. démontre une augmentation des HSP 72
lors d’infusion d’®-3 dans un modele ischémie-reperfusion chez le lapin. La présence de
HSP 72 est un marqueur de 1’état préconditionné du cceur associ¢ a une cardioprotection
[345]. Une seconde étude d’Abdukeyum et coll. propose qu’un mécanisme commun existe
entre les ®-3 et le préconditionnement ischémique [348]. Comme le préconditionnement
ischémique induit une cardioprotection par la voie RISK [106], il serait possible que les ®-

3 soient cardioprotecteurs via une activation de cette voie.

Un autre lien intéressant entre les -3 et la voie cardioprotectrice RISK se fait au

niveau de la mitochondrie. Une étude récente d’O’Shea et coll. décele une augmentation de

la résistance du canal mPTP a s’ouvrir dans le myocarde sain, correspondant & une

meilleure capacité a capter le calcium lors de supplémentation en ®-3. Ceci n’était
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cependant pas retrouvé dans le myocarde infarci. Une limite de cette étude est que le

supplément a ¢ét¢ administré aprés 1’ischémie [378]. Il est tout de méme intéressant
d’observer une modulation du mPTP par les ®-3. Ainsi puisque la voie RISK converge vers
le pore mitochondrial mPTP [106], il serait possible que les ®-3 influencent la

fonctionnalité du pore mPTP soit via Akt ou par une interaction plus directe.

Par ailleurs, un autre mécanisme possible permettant d’expliquer la réduction de la
taille d’infarctus par les ®-3 serait inhérent a leurs propriétés anti-inflammatoires.
Rappelons le role de I’inflammation dans les Iésions de reperfusion. Bien qu’une
diminution des cytokines pro-inflammatoires ne permette pas en soi de réduire la taille

d’infarctus [54], il est possible qu’en formant des métabolites moins biologiquement actifs,

les ®-3 puissent la diminuer. Plus précisément la formation de métabolites
chimioattractants des -3 qui sont moins actifs que ceux des AA, pourrait amoindrir I’appel
des neutrophiles, qui sont impliqués dans les Iésions de reperfusion [60]. Ajoutons la
propriété des ®-3 a moduler I’expression génique des molécules d’adhésion [379] réduisant
la migration des neutrophiles par I’inhibition de NFk-B. Finalement, I’incorporation des -

3 dans les neutrophiles améliore leur capacité a phagocyter et subséquemment a réduire la

production de ROS, délétere pour le tissu [380].

Par la suite, nous avons observé une diminution significative du TNF-a plasmatique
chez les groupes nourrit avec des di¢tes a haut ratio @-3/®-6 (5:1 et 1:1) en comparaison
avec ceux a faible ratio (1:5) aprés 24 heures de reperfusion. Aucune différence n’a
pourtant été observée entre les différents groupes aprés 15 min de reperfusion. Ceci
suppose que I’effet des -3 nécessite un certain temps apres le déclenchement du processus
inflammatoire d’ischémie-reperfusion pour influencer la réponse inflammatoire par le TNF-
a. Dans les premicres minutes suivant un IM, le TNF-a qui est constitutivement exprimé

dans les cardiomyocytes, serait responsable d’induire la cascade inflammatoire. Aussi les
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mastocytes présents dans le tissu myocardique participent a la mise en branle de
I’inflammation et libérent du TNF-a déja formé et accumulé dans leurs granules [52, 381].
Les niveaux retrouvés apres 15 min de reperfusion pourraient représenter davantage la
premiére libération du TNF-a déja accumulé dans les mastocytes et les cardiomyocytes,
c’est-a-dire la réponse aigué déclencheur. Il faut rappeler que les ®-3 une fois incorporés

dans les membranes, nécessitent un facteur initiant, c'est-a-dire un dommage cellulaire ou
autre déclencheur pour étre libérés de la membrane et former les prostaglandines. A ce

moment, I’effet anti-inflammatoire de ces dérivés pourra étre observé. On attribue aussi aux
-3 des effets inhibiteurs sur NFx-B [302]; ceux-ci ne pourraient étre visibles que lorsque
I’expression génique des cytokines et molécules d’adhésion est accentuée. Ainsi, les ®-3

n’influenceraient que peu la libération du TNF-a dans les premiéres minutes apres 1’IM.

Apreés 24 heures de reperfusion, une plus faible concentration de TNF-a est
retrouvée avec les ratios 5:1 et 1:1 comparativement a un ratio 1:5 ®-3/®-6. La diminution

des concentrations plasmatiques du TNF-a par les -3 a été observée dans plusieurs études
effectuées dans des pathologies cardiovasculaires [382-384]. D'un autre coté, avec une

inflammation induite par du LPS, les ®-3 ne réduisent pas les concentrations du TNF-

a [385, 386]. Ceci peut suggérer que ’effet anti-inflammatoire des ®-3 dépend du stimulus

a D’origine et du type de réponse inflammatoire. On retrouve dans I’IM une réponse
inflammatoire cellulaire développée ou les neutrophiles et monocytes jouent un rdle
important [43], contrairement a la réponse impliquant majoritairement les macrophages

avec le LPS [386].

De nombreux mécanismes pourraient contribuer a la diminution du TNF-a. D’une
part, rappelons I’effet des -3 sur I’expression génique des cytokines via une inhibition de
NF«x-B [299]. De plus, les dérivés des prostaglandines produites a partir des ®-3, moins

efficaces et plus difficilement métabolisables par les COX, diminuent le recrutement et
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I’activation des cellules immunitaires qui produisent les cytokines [292]. Finalement, il est

possible que I’effet anti-inflammatoire soit une conséquence d’une Iésion tissulaire initiale

plus faible observée par une taille d’infarctus réduite avec les ratios 5:1 et 1:1 ®-3/®-6.

Dans le systéme limbique, 1’augmentation du ratio ®-3/®-6 alimentaire a 5:1 ou
1:1 aide a prévenir I’apoptose en comparaison avec un ratio de 1:5 ®-3/®-6. Les dictes

riches en ®-3 modulent la voie intrinseque de 1’apoptose via une réduction de 1’activité de
la caspase-9 dans la région du CA1 apres 15 min et 24 h. Elles diminuent aussi 1’activité de
la caspase-8 dans la région du Gd associée a une modulation de la voie extrinséque apres
15 min et 24 h. En premier lieu, le CA1 est une région plus sensible a I’hypoxie [387]. Des
résultats non publiés de notre laboratoire ont décelé¢ une circulation sanguine cérébrale
réduite aprés I’'IM. Comme les di¢tes €levées en -3 (5:1 et 1:1) réduisent la taille
d’infarctus, il s’ensuit possiblement une meilleure circulation sanguine et donc une
meilleure oxygénation. Cette hypothése peut expliquer une activation réduite de la voie
intrinséque de I’apoptose pouvant étre déclenchée par I’hypoxie. En fait, les ®-3 permettent
de réduire 1’apoptose dans la région CA1 [388] et d’améliorer les fonctions cérébrales apres
un manque d’oxygénation induit par ischémie cérébrale [389, 390]. II serait alors possible
qu’un mécanisme protecteur reli¢ au maintien d'une circulation sanguine adéquate puisse

également contribuer a la diminution de 1’apoptose dans CAI.

En second lieu, les dictes riches en ®-3 semblent prévenir I’apoptose par la voie
extrinseéque dans la région du Gd. Cette voie apoptotique peut étre déclenchée par la liaison
d’un ligand avec un récepteur de type DR. Le TNF-a peut accéder aux récepteurs pro-
apoptotiques [83] en passant du plasma au cerveau a travers la BHE par un transporteur
[179] ou par diffusion dans la région sans BHE du circumventriculaire [173]. De plus, une
¢tude récente démontre que le TNF-a participe a 1’apoptose dans le Gd apres 15 min de
reperfusion [53]. Conséquemment, il est fort probable que la diminution du TNF-a

observée dans cette étude contribue a la réduction de I’apoptose dans le Gd.
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Il y a présence d’apoptose apres un IM dans les mémes régions CAl et Gd, apres
15 min de reperfusion, lorsque les animaux sont nourris avec la di¢te standard de Charles
Rivers 5075-US. Apres 24 heures suivant I’IM, I’apoptose est observée dans le CAl, le Gd
et dans I’amygdale. Il semblerait donc que les di¢tes avec un ratio élevé 5:1 et 1:1 ®@-3/®-6
ne modifient pas significativement les marqueurs apoptotiques dans 1’amygdale lorsque
comparées au ratio 1:5. Deux hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat.
Tout d'abord, le ratio 1:5 contribue déja a une augmentation en ®-3 par rapport a la dicte
usuelle chez le rat, ceci peut protéger la région de I’amygdale. En second lieu, 1’¢lément ou
le mécanisme déclencheur de 1’apoptose dans cette région n’est peut-Etre pas influencé par
les ®-3. Selon certains auteurs, il semble qu'un ratio 1:4 serait suffisant pour avoir des
effets positifs sur les cellules nerveuses et donc, il est probable que le ratio utilisé¢ dans
notre étude serait suffisant pour diminuer les effets néfastes [284]. Toutefois, un ratio

supérieur tel que 1:4 serait intéressant a utiliser, pour tester cette hypothese.

En plus de pouvoir améliorer I’apport sanguin et de réduire le TNF-a, d’autres effets
des ®-3 peuvent contribuer a la diminution des marqueurs apoptotiques tels qu’observés.
Une premiere hypothése porte sur la formation de la neuroprotectine D, métabolite du
DHA. Ce métabolite inhibe la réponse inflammatoire et augmente 1’expression des
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 [366, 367]. De plus, ’administration systémique de DHA
dans un mode¢le d’ischémie cérébrale induit une neuroprotection et augmente la présence de
neuroprotectine D [391]. Ceci appuie la possibilité que la neuroprotectine D protége contre
I’apoptose lors d’une diminution de la circulation sanguine cérébrale comme dans I’IM et

pourrait donc intervenir dans notre étude.

En second lieu, une des hypothéses de la dépression impliquant les cytokines sous-
entend que les cytokines pro-inflammatoires, dont I’'IL-1, augmentent la transcription de
COX-2 via NF-kB au niveau de la BHE. Ceci accroit le métabolisme des prostaglandines

plus particuliérement celui de la PGE2 qui induit de maniére dose-dépendante 1’apoptose
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cérébrale. Ce mécanisme pourrait jouer un réle dans I’apoptose compte tenu du fait que

I’hippocampe posseéde une proportion élevée en récepteurs PGE2. D’une part, en diminuant
I’inflammation, les ®-3 pourraient atténuer 1’activation transcriptionnelle de COX-2 au

niveau de la BHE. Ajoutons, a ceci I’inhibition directe de NFk-B par les ®-3. Pour

terminer, comme I’EPA et le DHA compétitionnent avec I’AA et sont plus lentement
métabolisés par COX-2 contrairement a 1’AA, ils contribuent a diminuer la PGE2 et
subséquemment I’apoptose induite par celui-ci. Il est a noter que le Celecoxib un inhibiteur
de COX-2 diminue ’apoptose dans I’amygdale dans notre mod¢le d’IM chez le rat nourrit
avec la diete usuelle de Charles River [212]. Les ratios élevés en ®-3/®-6 semblent donc

avoir peu d'influence sur I’expression ou ’efficacité¢ de COX-2 aprés un IM, car 1’apoptose
dans I’amygdale aurait également été réduite, a moins qu'une quantit¢ minimale soit

nécessaire et qu'elle ait déja été atteinte avec la diete 1:5.

En dernier lieu, une étude récente a démontré qu’un supplément d’®-3 chez des

volontaires sains diminue les niveaux d’épinéphrine et de cortisol aprés un stress

psychologique suggérant sa capacité de moduler 1’axe HPA [392]. 1l serait possible que les
dictes élevées en M-3/m-6 (5:1 et 1:1) aient un effet sur la production de glucocorticoides

en modulant I’axe HPA dans notre modele d’IM. Puisque les glucocorticoides augmentent
la sensibilité de la région CA1 aux agents neurotoxiques telle que 1’anoxie [231, 232] et

qu’a forte concentration, ils diminuent la survie des neurones matures dans le Gd [235],
leur réduction par les diétes riches en ®-3 pourrait ainsi diminuer I’apoptose neuronale

dans ces régions.

L’observation globale de nos résultats tant au niveau de la taille d’infarctus, des
concentrations plasmatiques du TNF-a qu'au niveau des marqueurs d’apoptose dans le

systeme limbique ne démontrent aucune différence significative entre les ratios 5:1 et 1:1

®-3/m®-6. Ceci suggere qu’il n’y aurait pas de bénéfice dans notre modele expérimental a
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augmenter le ratio alimentaire au-dela de 1:1. Ceci appuie I’hypothése d'un ratio idéal de
1:1 chez I’homme [282]. II reste possible que la taille de nos groupes expérimentaux ne
permette pas de déceler une différence significative entre ces deux ratios. Cependant,

comme nous ’avons observé, plusieurs études ont remarqué la présence d’un effet seuil

avec I’ajout d’®-3 dans I’alimentation [337, 340, 393].

Notre ¢étude souligne I'importance du ratio ®-3/®-6 dans le systéme
cardiovasculaire démontrant un bénéfice dii a I’augmentation de la consommation d’®-3.
Plusieurs études soulignent I’importance de ce ratio [248, 383, 394, 395], alors que d’autres
la réfute [396, 397]. Harris remet en question I’application clinique du ratio ®-3/®-6 en

tant que biomarqueur de maladies cardiovasculaires [396]. D’ailleurs, dans les maladies
coronariennes le ratio membranaire EPA/AA prédit plus faiblement la condition clinique

que la concentration d’EPA et DHA seule [397]. I recommande des suppléments
alimentaires et non un ratio ®-3/®-6 alimentaire spécifique pour augmenter la
consommation en ®-3 sans réduire l'apport lipidique [396]. D’ailleurs diminuer I’apport

lipidique ne procure aucun bénéfice cardiovasculaire et c'est méme le contraire qui

s'observe [396]. Notre étude soutien qu’en maintenant un apport lipidique a 20 % de
I’apport calorique, I’ingestion de portion égale en ®-3 qu’en ®-6 ou en proportion 5:1

apporte un bénéfice cardiovasculaire dans notre modele d’IM.

Pour terminer, 1’'une des limites de notre étude est que la diéte 1:5 ne contient pas
d’huile de poisson. Les ®-3 dans la dicte 1:5 proviennent de 1’huile de lin qui contient des

concentrations de 24,1 % de LA comparativement a 47,4 % d’ALA [244]. Ceci représente

cependant bien la population nord-américaine qui consomme peu ou pas de poisson et dont
la principale source d’AG ®-3 provient de sources végétales. L'absence d’huile de poisson
dans la dicte 1:5 souléve une objection par rapport a la diminution d’apoptose observée

dans le systéme limbique. Rappelons que le DHA est un constituant essentiel pour le bon
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fonctionnement cérébral; ainsi, une diminution de sa concentration pourrait affecter
I’équilibre cellulaire neuronal. Cependant, méme lors d’une déplétion en DHA, les
concentrations de DHA sont maintenues par 1’augmentation de leur production hépatique
[398, 399]. Egalement avec une diéte contenant uniquement de I’huile de tournesol (ne
contenant que des traces d’ALA), les concentrations d’®-3 étaient réduites dans le foie, le
ceeur, les testicules sans toutefois réduire dans le cerveau, et ce, jusqu’a 31 jours chez le rat
[399]. Ceci suggere que dans le groupe 1:5, la réduction en AG ®-3 n’influencerait pas la

composition en DHA du cerveau des rats.

Une seconde limite a notre étude est 1’utilisation de I’isoflurane pour perdurer
I’anesthésie lors de la chirurgie. L’isoflurane administré au moment de la reperfusion
potentialise les effets de post-conditionnement ischémique. Il est possible que dans notre
modele animal, [utilisation d’anesthésiant telle que I’isoflurane puisse induire une
potentialisation des effets protecteurs via Akt [400]. Cependant comme I’isoflurane a été
utilisé pendant une méme durée dans chacun des groupes, il devrait influencer chacun des

groupes ¢galement. Des études additionnelles seront nécessaires pour évaluer si un effet

protecteur additif est présent en combinant les ®-3 et I’isoflurane.

Il serait possible d’améliorer cette étude par une mesure des lipides membranaires.
Nous pouvons affirmer cependant, en nous basant sur la littérature, que 2 semaines de dicte
devraient étre suffisantes pour induire des changements des compositions lipidiques
membranaires. Effectivement, une di¢te contenant 10 % d’huile de poisson, tout comme la
diete 5:1 utilisée dans cette étude, aménent les concentrations maximales d’EPA dans le

myocarde a 7 jours et réduit de fagon maximale la concentration en AA apres 4 jours et
d’acide linoléique apres 14 jours. La proportion finale en ®-3/®-6 retrouvé dans le

myocarde aprés une diete de 14 jours est de 1,24 [401].
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Il est a noter également qu'il n'existe pas de groupe témoin parfait pour ce genre
d'étude puisque les AG ®-3 et -6 sont essentiels a la dicte. Ainsi peu importe la dicte

utilisée, il y aura toujours un ratio qui pourra influencer les fonctions physiologiques. Par

exemple, l'utilisation de la dicte usuelle de Charles River comme groupe témoin ne serait

idéal car il contient une trés faible concentration d' ®-3 créant un ratio élevé en ®-6.

Finalement, la présence d’un processus apoptotique accru dans les régions du
systeme limbique, qui est impliqué dans les émotions et la mémoire, avec le ratio
alimentaire 1:5 suppose une modification comportementale. Comme dans notre mod¢le
d’IM, I’apoptose a été associée a des symptomes de dépression [168], il serait pertinent

d’évaluer I’effet des dietes élevées en -3 sur les symptomes dépressifs.
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Conclusion

La présente ¢tude démontre qu’une modification du ratio alimentaire en ®-3/®-6 a

5:1 ou a 1:1 comparativement a un ratio de 1:5 permet de réduire la taille d’infarctus,
I’inflammation et aide a prévenir I’apoptose dans le systéme limbique dans un modéle
d'ischémie-reperfusion chez le rat. Cette étude permet d’avoir une vue d’ensemble sur
plusieurs facteurs influencant 1’IM, dont le systéme limbique qui semble jouer un réle dans

la dépression post-IM. Il ameéne une nouvelle hypothése pour expliquer la cardioprotection

des ®-3 dans 1I’IM en observant une activation accrue d’ Akt associée a la voie RISK.

Ce mémoire souligne également I’importance de rétablir le ratio alimentaire vers le
1:1 dans I’IM. A tord les -6 sont trop souvent associés a un état pro-inflammatoire et voir
méme négatif dans les maladies cardiovasculaires. Les ®-6 sont des AGE, et de ce fait
doivent se retrouver dans notre alimentation [402]. Cette étude se veut ainsi a rééquilibrer

le ratio ®-3/m-6 alimentaire.
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