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Résumé 

L’athérosclérose est étroitement liée au diabète de type 2. De fortes concentrations 

plasmatiques en acides gras libres (AGL) et en insuline sont des caractéristiques retrouvées 

chez les patients souffrant de ces deux pathologies. Les AGL, présents dans notre 

alimentation, font partie de l’environnement auquel les cellules sont exposées. Leurs effets 

dépendent de leur nature, les acides gras saturés (AGS) étant néfastes et les acides gras 

monoinsaturés (AGMI) plus protecteurs. Ils ont donc des effets variés sur les cellules 

musculaires lisses vasculaires (CMLV) impliquées dans la pathogénèse de l’athérosclérose. 

Ainsi, l’objectif principal de ce projet de maîtrise était d’évaluer l’impact de deux 

combinaisons d’AGL sur la viabilité des CMLV, en condition hyperinsulinémique ou non. 

Les deux combinaisons renfermaient les mêmes AGL mais en proportions différentes, l’une 

étant plus riche en AGS et l’autre en AGMI. Nos résultats ont montré que les combinaisons 

d’AGL ont un effet pro-apoptotique principalement dû aux AGS. L’acide oléique présent 

dans les combinaisons atténue cependant cet effet. Il diminue même plus fortement 

l’apoptose des CMLV lorsqu’associé à un AGS que lorsqu’utilisé seul. Cet impact est 

significatif uniquement dans certaines proportions de ces AGL et est plus efficace en 

présence d’insuline.  

Ces résultats mettent en lumière la présence d’une compétition entre mécanismes 

anti- et pro-apoptotiques en fonction des proportions d’AGS versus AGMI et de 

l’insulinémie chez les CMLV. Ils soulignent également l’importance de la présence des 

AGMI dans les diètes riches en AGS et pourraient être utiles pour l’élaboration de 

nouvelles diètes adaptées aux patients athérosclérotiques et diabétiques. 

 

Mots-clés : Acides gras libres, cellules musculaires lisses vasculaires, insuline, apoptose, 

viabilité cellulaire, athérosclérose, diabète de type 2. 
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Abstract 

Atherosclerosis is closely linked to type 2 diabetes. High plasmatic concentrations 

of free fatty acids (FFA) and insulin are common features in patients suffering from both 

diseases. FFA, present in our diet, are part of the environment to which body cells are 

exposed. Their effects are dependent of their nature, being harmful for saturated fatty acids 

(SFA) and more protective for monounsaturated fatty acids (MUFA). They can have 

therefore various effects on vascular smooth muscle cells (VSMC) implicated throughout 

the development of atherosclerosis. 

Thus, this study aimed to assess the impact of two FFA combinations on VSMC 

viability, whether or not in a hyperinsulinemic condition. Both combinations contained the 

same FFA but in different proportions, one being richer in SFA and the other in MUFA. 

Our results showed that FFA combinations have a pro-apoptotic impact, mainly due to 

SFA. However, the presence of oleic acid in the combinations attenuated this effect. 

Furthermore, oleic acid had the capacity to reduce more strongly VSMC apoptosis when 

combined with a SFA than when used alone, although only under specific FFA ratios. This 

impact is even more effective in presence of insulin. 

These results highlight the presence of a competition between anti- and pro-

apoptotic mechanisms dependent of FFA ratios (SFA vs. MUFA) and insulinemia to which 

are exposed VSMC. They also underline the importance of the presence of MUFA such as 

oleic acid in diets rich in SFA and could be useful for the development of new diets adapted 

to atherosclerotic and diabetic patients. 

 

Keywords: Free fatty acids, vascular smooth muscle cells, insulin, apoptosis, cell viability, 

atherosclerosis, type 2 diabetes. 
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1.1 La fonction vasculaire 

 

1.1.1 L’anatomie d’un vaisseau 

Chez les humains, de même que chez les autres vertébrés, les vaisseaux sanguins 

sont des structures faisant partie d’un système circulatoire clos. La fonction de ce système 

est d’assurer la circulation du sang afin de permettre les échanges gazeux et le transport des 

nutriments nécessaires au bon fonctionnement de chaque organe. 

Les vaisseaux sanguins sont répertoriés en différentes catégories selon leur grosseur 

et leur fonction. Les artères transportent le sang du cœur vers les capillaires, micro-

vaisseaux permettant les échanges entre les cellules et le sang, et les veines transportent le 

sang des capillaires vers le cœur. Les artères se ramifient en artérioles et les veines en 

veinules. Les vaisseaux sanguins sont constitués de trois couches, également appelées 

tuniques : 
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 Figure 1. Les différentes couches et types cellulaires d’un vaisseau sanguin. Vue 

transversale des trois couches d’un vaisseau. L’intima est constituée d’une couche de 

cellules endothéliales et la média de plusieurs couches de cellules musculaires lisses, selon 

la grosseur du vaisseau. L’adventice est composé de fibroblastes et de fibres de collagène. 

Chacune des couches est séparée par une lame élastique. Image adaptée de (1). 

 

L’intima, ou tunique interne, est la couche directement en contact avec le sang. Elle 

est formée d’une seule épaisseur de cellules endothéliales (CE) toutes imbriquées les unes 

aux autres et orientées dans le même sens que le flux sanguin. La média (tunique moyenne) 

se compose de plusieurs couches de cellules musculaires lisses (CML) orientées de façon 

concentrique. Le nombre de couches de CML varie en fonction de la grosseur des 

vaisseaux et de leur débit sanguin. Ainsi, les artères principales ont une média plus épaisse 

que les artérioles ou que les veines puisqu’elles doivent être plus résistantes et plus 

élastiques en raison du très fort débit sanguin. L’adventice (tunique externe) est constitué 

de tissu conjonctif renfermant des fibroblastes et des fibres de collagène. Chez les 

vaisseaux les plus importants ayant une paroi très épaisse, les deux dernières tuniques sont 
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elles-mêmes vascularisées (vasa vasorum) afin de pouvoir assurer l’apport en oxygène et en 

nutriments des cellules qu’elles contiennent. Chaque tunique est séparée par une lame 

élastique, composée d’élastine et de collagène. Chez les capillaires, la paroi vasculaire se 

limite à un endothélium (2, 3). 

 

1.1.2 Les principales fonctions de l’endothélium 

 

1.1.2.1 Régulation du tonus vasculaire 

L’endothélium, lorsqu’il est sain et fonctionnel, joue plusieurs rôles d’importance 

majeure dans différentes fonctions physiologiques. Tout d’abord, il contribue à la 

régulation du tonus vasculaire en sécrétant différentes substances qui influenceront la 

contraction ou la relaxation des CML vasculaires (CMLV). Parmi les facteurs 

vasodilatateurs produits par les CE, le monoxyde d’azote (NO) est le plus important. Ce gaz 

hautement diffusible a une demi-vie de quelques secondes seulement. Il est produit par la 

NO synthase endothéliale (eNOS), une enzyme exprimée de façon constitutive dans les CE. 

En plus du NO, l’endothélium synthétise également la prostacycline (PGI2), via la 

cyclooxygénase et la prostacycline synthase. Pour contrebalancer la vasodilatation, 

l’endothélium produit des substances vasoconstrictrices telles que l’endothéline-1, 

l’angiotensine II et la thromboxane A2. Cette dernière est la contrepartie de la PGI2 et est 

synthétisée elle aussi via la cyclooxygénase, suivie de la thromboxane synthase (4). 

 

1.1.2.2 Barrière sélective 

L’endothélium joue également le rôle de barrière sélective entre le sang et les tissus 

sous-jacents. Bien que certaines substances telles que l’oxygène (O2) et le dioxyde de 

carbone (CO2) puissent diffuser librement à travers cette barrière, le transport de la plupart 

des molécules est strictement régulé. Les fluides et les électrolytes vont utiliser un passage 
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intercellulaire, tandis que les macromolécules telles que les protéines seront transportées 

par transcytose, que ce soit via un récepteur ou via les cavéoles et vésicules. La 

perméabilité de l’endothélium varie selon la nature et les fonctions des vaisseaux sanguins. 

Par exemple, les artères et la barrière hémato-encéphalique ont une faible perméabilité due 

à une augmentation du nombre et de la complexité des jonctions serrées entre les CE (5). 

 

1.1.2.3 Inflammation et hémostase 

Une autre fonction de l’endothélium est sa contribution essentielle dans les 

processus d’inflammation et d’hémostase. Lors d’une infection, un état d’inflammation 

s’installe. Cet état induit l’expression des sélectines E et P à la surface des CE qui 

permettront le roulement des leucocytes sur ces dernières. Les CE expriment également des 

molécules d’adhérence telles qu’ICAM-1 (pour Intercellular Adhesion Molecule-1) et 

VCAM-1 (pour Vascular Cell Adhesion Molecule-1), auxquelles les leucocytes adhéreront 

fixement. Ils pourront par la suite migrer dans le tissu vers le site d’infection par diapédèse 

(6). D’un autre côté, l’endothélium possède des propriétés naturelles anti-thrombotiques. 

En effet, les molécules vasodilatatrices mentionnées plus haut, soit le NO et la PGI2, sont 

également des inhibiteurs de l’adhésion plaquettaire (4). Ainsi, lorsqu’une lésion vasculaire 

survient et que l’endothélium est dénudé, ces inhibiteurs ne peuvent plus jouer leur rôle et 

le contenu pro-thrombotique de l’espace sous-endothélial est exposé, entraînant l’activation 

et l’agrégation plaquettaire. Toutes ces fonctions peuvent devenir pathologiques dans un 

état d’inflammation chronique et de dysfonction endothéliale, tel qu’il en sera discuté plus 

en détails dans la section 1.2. 
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1.1.3 Les principales fonctions des cellules musculaires lisses vasculaires 

 

1.1.3.1 La contractilité des CMLV 

Une des principales fonctions des CMLV est de contrôler le débit sanguin et la 

pression artérielle à travers l’organisme en se contractant ou se relaxant, permettant ainsi la 

constriction ou la dilatation des vaisseaux. Le mécanisme de contraction/relaxation des 

CMLV est dépendant de la concentration du calcium (Ca
2+

) cytosolique. Une hausse du 

taux de Ca
2+ 

intracellulaire entraînera une activation de la MLCK (pour Myosin Light Chain 

Kinase) qui induira à son tour la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine, causant 

ainsi la contraction de la cellule. À l’inverse, une baisse du taux de Ca
2+ 

mènera à la 

relaxation de la cellule en maintenant la MLCK inactive (7). Tel que mentionné dans la 

section 1.1.2, les CE sécrètent de nombreuses molécules qui régulent le tonus vasculaire. 

Ces molécules influencent indirectement les taux de Ca
2+ 

cytosoliques en augmentant les 

taux d’AMPc ou de GMPc pour les vasodilatateurs ou en activant la phospholipase C 

(PLC) pour les vasoconstricteurs. Le NO, la substance vasodilatatrice la plus importante, 

cause une augmentation de la production de GMPc dans les CMLV via l’activation de la 

guanylate cyclase soluble. Cette augmentation entraîne l’activation de la protéine kinase G 

(PKG). Cette protéine a plusieurs cibles, dont le recaptage du Ca
2+

 cytosolique par le 

réticulum sarcoplasmique via les SERCA (pour Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium 

ATPases). La PGI2 agit de la même façon, mais en causant une augmentation de la 

production d’AMPc via l’activation de l’adénylate cyclase et de la protéine kinase A (PKA) 

(8).  

Le phénomène de contraction des CMLV est aussi impliqué dans la première étape 

de l’hémostase primaire. En effet, lors d’une blessure causant la rupture d’un vaisseau, un 

spasme vasculaire sera immédiatement produit grâce à la production de substances 

vasoconstrictrices telles que la thromboxane A2 et la sérotonine par les CE et les 
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plaquettes. Ceci permet de limiter temporairement les pertes sanguines et de favoriser la 

formation du clou hémostatique (9). 

 

1.1.3.2 La modulation phénotypique 

Les CMLV jouent également un rôle très important au niveau de la structure et du 

remodelage des vaisseaux sanguins de par leur très grande plasticité. Elles ont la capacité 

de passer, d’une façon réversible, d’un phénotype contractile à un phénotype prolifératif, 

dit synthétique, avec toute une gamme de phénotypes intermédiaires en fonction des 

situations physiologiques et pathologiques. C’est ce qui est appelé la modulation 

phénotypique. Cette modulation est influencée par différents facteurs biochimiques tels que 

certains facteurs de croissance, notamment le PDGF-B (pour Platelet-Derived Growth 

Factor-B) et le TGF-β (pour Transforming Growth Factor-beta). La modulation est 

également influencée par la composition et l’organisation de la matrice extracellulaire 

(MEC) et par des forces mécaniques telles que les forces de cisaillement et l’étirement. Les 

CMLV en stade contractile expriment plus de protéines en filaments responsables de la 

contraction des cellules, tandis que les CMLV en stade synthétique sécrètent une plus 

grande quantité de composants de la MEC et ont un taux de prolifération et de migration 

plus élevé. Bien que dans la paroi d’un vaisseau sain les CMLV en stade contractile soient 

plus nombreuses, les fonctions du stade synthétique deviennent particulièrement 

importantes lors du remodelage dû à une blessure vasculaire, à l’exercice ou encore lors 

d’une grossesse (10). Toutes les fonctions des CMLV énumérées ci-dessus sont également 

impliquées dans la pathogénèse de l’athérosclérose, tel qu’il le sera décrit dans la section 

1.2. 
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1.2 L’athérosclérose 

 

1.2.1 Définition de la pathologie 

L’athérosclérose est un désordre inflammatoire chronique et complexe affectant la 

paroi des vaisseaux sanguins, principalement les artères de gros et moyen calibres telles que 

l’aorte et les artères coronaires et cérébrales. Cette pathologie se développe de façon 

progressive pouvant s’échelonner sur plusieurs décennies et implique plusieurs types 

cellulaires. Elle se caractérise par un épaississement des parois vasculaires et par une 

augmentation de la rigidité des vaisseaux.  

Les conséquences de l’athérosclérose peuvent être très graves. Au cours du 

développement de la plaque d’athérome dans les artères coronaires, où la lumière des 

vaisseaux diminue peu à peu, il arrive que le débit sanguin ne puisse augmenter davantage 

pour combler l’apport en O2 nécessaire aux besoins du cœur. Il s’agit alors d’épisodes 

transitoires d’ischémie du myocarde. Ces derniers s’accompagnent de douleurs à la 

poitrine, couramment nommées angines de poitrine, qui peuvent irradier vers la mâchoire et 

le bras du côté gauche. Ces angines apparaissent souvent lorsque les besoins en O2 sont 

accrus, comme par exemple lors d’un exercice et sont habituellement de courte durée. 

Lorsqu’une artère est occlue complètement, l’ischémie prolongée entraîne la mort des tissus 

irrigués. L’occlusion peut être due au rétrécissement progressif de la lumière de l’artère, 

mais également à une embolie causée par un détachement d’un thrombus et entraînant ainsi 

une obstruction subite du vaisseau. Lorsque l’occlusion a lieu dans une artère coronaire, 

cela cause un infarctus aigu du myocarde et lorsqu’elle a lieu dans une artère cérébrale, cela 

cause un accident vasculaire cérébral (AVC). Les séquelles varient en importance selon 

l’étendue de la zone touchée. Elles peuvent même entraîner le décès de l’individu si elles 

sont très graves ou très étendues (11). 
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1.2.1.1 Épidémiologie 

L’athérosclérose est responsable de la majorité des cas de maladies 

cardiovasculaires (MCV). Ces dernières constituent la principale cause de décès à travers le 

monde. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OSM), 30 % du nombre total de morts 

en 2008 étaient imputés aux MCV, dont environ 24 % dus à des ischémies cardiaques ou 

cérébrales (12). Chez nous, 1,3 millions de canadiens ont déclaré souffrir d’une MCV ayant 

été diagnostiquée par un professionnel en 2007 et 16,9 % des hospitalisations en 2005-2006 

ont été reliées à ces maladies selon l’Agence de la Santé Publique du Canada (13). 

 

1.2.1.2 Facteurs de risque impliqués 

Il existe de très nombreux facteurs pouvant augmenter les risques de développer de 

l’athérosclérose. Parmi les facteurs non-modifiables, notons l’âge, le sexe, l’ethnicité et 

l’hérédité. L’hypertension, les dyslipidémies, le tabagisme, l’obésité, la sédentarité et le 

diabète sont quant à eux considérés comme des facteurs modifiables. 

1.2.1.2.1 Facteurs non-modifiables 

L’âge et le sexe sont deux des facteurs de risque les plus importants. Il est bien 

connu que les cas d’athérosclérose augmentent avec l’âge des individus. Au Canada, le 

pourcentage de gens ayant déclaré une maladie du cœur en 2007 se situe à 1,3 % pour la 

tranche d’âge de 35-44 ans et monte graduellement pour atteindre 21,8 % pour les 75-84 

ans (13). L’accélération du développement de l’athérosclérose peut s’expliquer par la 

sénescence des cellules vasculaires qui, comme toutes les cellules d’un organisme, perdent 

leur capacité à maintenir leurs fonctions avec le vieillissement. Ainsi avec l’âge, les 

vaisseaux sanguins deviennent plus rigides, le processus d’angiogénèse devient 

dysfonctionnel, la réponse inflammatoire est accrue et les propriétés anti-thrombotiques de 

l’endothélium diminuent (14). Il a par ailleurs été démontré que la production de NO et de 

PGI2 diminue chez les CE sénescentes (15, 16). D’un autre côté, l’incidence 

d’athérosclérose, et plus généralement de MCV, est beaucoup plus élevée chez les hommes 
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que chez les femmes pré-ménopausées pour une même tranche d’âge. L’écart entre les deux 

sexes tend cependant à diminuer avec le vieillissement, soit lorsque les femmes deviennent 

ménopausées. Cet effet a été fortement relié à l’arrêt de production d’œstrogène, un 

stéroïde reconnu pour son action cardioprotectrice (17). 

Que ce soit sur une base génétique ou d’habitudes culturelles, l’origine ethnique est 

également reliée au risque de développer de l’athérosclérose. Aux États-Unis, les 

populations d’origine hispanique de même que les immigrants d’Asie du Sud ont une plus 

forte prévalence pour certains facteurs de risque modifiables, tels que le diabète et 

l’hyperlipidémie. Ils ont donc une prédisposition plus élevée aux maladies coronariennes 

que les caucasiens. Il a aussi été démontré dans une étude réalisée à Manhattan que 

l’incidence d’AVC était 2,4 fois plus élevée parmi la population noire et 1,6 fois plus 

élevée parmi la population hispanique lorsque comparée à la population blanche (18). 

De la même façon, l’histoire familiale influence la prédisposition à l’athérosclérose. 

En effet, les personnes ayant des antécédents familiaux de MCV, surtout au premier degré, 

ont plus de risque d’en souffrir à leur tour. Plusieurs études de familles ou de jumeaux ont 

par ailleurs prouvé que l’héritabilité de l’athérosclérose était assez élevée, avec plus de 50 

% de la maladie pouvant être expliqués par la génétique. Ceci peut être dû à une association 

avec des facteurs de risque à forte composante génétique, tels que l’hypercholestérolémie, 

une pression artérielle élevée et le diabète (19).       

1.2.1.2.2 Facteurs modifiables 

Dans cette catégorie se retrouvent des facteurs de risque qui peuvent être prévenus 

ou traités, que ce soit en changeant les habitudes de vie d’un individu ou à l’aide de 

médicaments. Certains de ces facteurs ont toutefois une forte composante génétique, 

comme c’est le cas pour l’hypertension artérielle et les dyslipidémies. L’hypertension est 

un des facteurs de risque les plus importants et touche un grand nombre de personnes à 

travers le monde. Selon l’OSM, environ 30 % de la population âgée de plus de 25 ans en 

Amérique du Nord avait une pression sanguine élevée en 2008 (20). Chez les patients 
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souffrant d’hypertension, l’angiotensine II, une molécule du système rénine-angiotensine 

au pouvoir vasoconstricteur, est élevée et favorise ainsi la contraction des CMLV. La 

production de radicaux libres est également augmentée chez ces patients, réduisant la 

synthèse et la biodisponibilité du vasodilatateur NO et augmentant l’inflammation (21).  

D’un autre côté, les gens souffrant d’athérosclérose présentent aussi souvent des 

dyslipidémies. Le lien a été établi maintes fois entre le développement de plaques 

d’athérome et l’hypercholestérolémie incluant des taux sanguins de triglycérides, de LDL 

(pour Low Density Lipoprotein) et VLDL (pour Very Low Density Lipoprotein) élevés, 

ainsi que des taux de HDL (pour High Density Lipoprotein) réduits. Un taux élevé de LDL 

favorise l’internalisation de ces particules dans l’intima et leur oxydation subséquente. Ces 

LDL oxydées seront phagocytées par les macrophages qui deviendront par la suite des 

cellules spumeuses, initiant ainsi la formation de stries lipidiques au tout début du 

développement de l’athérosclérose (21). Il en sera discuté plus en détails dans la section 

1.2.2. Les particules de HDL ont quant à elles un effet protecteur. Elles sont impliquées 

dans le transport inverse du cholestérol, c’est-à-dire de l’intima des vaisseaux sanguins où 

le cholestérol se retrouve en excès, vers le foie pour l’élimination dans la bile (19, 22). 

Puisque les taux de HDL sont réduits chez les patients athérosclérotiques, il y a perte de 

l’homéostasie du cholestérol qui peut ainsi s’accumuler librement dans l’espace sous-

endothélial. 

Le tabagisme est également fortement associé avec le développement de 

l’athérosclérose. Effectivement, les produits dérivés et inhalés du tabac facilitent 

l’agrégation plaquettaire, augmentent la viscosité du sang et endommagent l’endothélium 

(18). Le risque de subir une crise cardiaque est neuf fois plus élevé chez les fumeurs que 

chez les non-fumeurs. Ce risque diminue cependant de moitié 5 ans après l’arrêt de fumer 

et retombe au même niveau que celui du non-fumeur 10 ans après l’arrêt (13).  

La sédentarité, une mauvaise alimentation et l’obésité qui en découle sont des 

facteurs de risque qui sont très présents chez les populations des pays industrialisés et qui 

apparaissent à un âge de plus en plus jeune. Le taux d’embonpoint chez les adolescents est 
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d’ailleurs très élevé. Il a été estimé aux États-Unis que la prévalence de l’obésité en 2020 

sera de 30 à 37 % chez les hommes, comparée à 25 % présentement, et de 34 à 44 % chez 

les femmes, comparée à 32 % actuellement (23). Il est reconnu que le tissu adipeux est 

capable de sécréter de façon endocrine plusieurs molécules, appelées adipokines. Parmi 

celles-ci se trouvent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 (pour Interleukine-

6) et le TNF-α (pour Tumor Necrosis Factor- alpha). Cette production, augmentée en même 

temps par l’hypertrophie du tissu adipeux et l’infiltration accrue de macrophages, contribue 

au développement d’un état d’inflammation systémique néfaste pour la fonction 

endothéliale des vaisseaux sanguins (24). 

Le diabète de type 2 est pour sa part fortement associé à l’accélération du processus 

d’atteinte vasculaire dans l’athérosclérose, tel qu’il en sera discuté plus en détails à la 

section 1.3. 

 

1.2.2 Les étapes de formation de la plaque d’athérosclérose 

 

1.2.2.1 L’initiation : dysfonction et activation endothéliale 

Au tout début de la pathologie, avant même d’observer l’épaississement des parois 

artérielles, l’accumulation de LDL dans l’espace sous-endothélial modifie la composition 

de l’intima. Cet évènement est à la fois une cause et une conséquence de la dysfonction de 

l’endothélium et mènera éventuellement vers un stade inflammatoire et vers la formation 

des stries lipidiques : 
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Figure 2. L’initiation de l’athérosclérose. L’une des étapes les plus précoces du 

développement de l’athérosclérose est l’oxydation des particules de LDL qui ont pénétré 

l’intima. Ces LDL oxydées (LDLox) sont pro-inflammatoires et activent l’endothélium. Ce 

dernier exprime alors à sa surface des molécules d’adhérence et des chimiokines qui 

permettront la migration des monocytes du plasma vers l’intima pour initier le processus 

inflammatoire et la formation des stries lipidiques. Image adaptée de (25). 

 

En effet, une dysfonction endothéliale se caractérise par une diminution de la 

biodisponibilité de NO, une altération des fonctions anti-thrombotiques, une augmentation 

de l’expression de molécules d’adhérence permettant le recrutement des leucocytes et une 

augmentation de la perméabilité qui diminue les capacités de barrière sélective. Cette 

dernière caractéristique facilitera la diffusion des particules de LDL à travers les jonctions 

des CE vers l’intima. Les LDL non modifiées ne sont pas en tant que tel des particules pro-

inflammatoires et ne sont pas reconnues par les macrophages. Elles sont cependant retenues 

dans l’intima par leur interaction avec les protéines de la MEC contenues dans l’espace 

sous-endothélial. En effet, certains acides aminés basiques de l’apolipoprotéine-B100, une 

protéine formant les LDL, interagissent avec les charges négatives des groupements 
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glycosaminoglycans (GAG) des protéoglycanes de la MEC (26). Les LDL retenues dans 

l’intima sont susceptibles à l’oxydation sous l’action des ROS (pour Reactive Oxygen 

Species) et d’enzymes produites par les CE, les CMLV ou les macrophages, telles que les 

lipoxygénases, les NADPH oxydases et la iNOS (pour inducible Nitric Oxid Synthase) 

lorsqu’elles ont pénétré l’espace sous-endothélial. 

Ces LDL oxydées (LDLox) sont hautement athérogéniques et ont de ce fait la 

capacité d’activer l’endothélium. Ce dernier se mettra alors à exprimer à sa surface des 

molécules d’adhérence telles que les sélectines E et P, ICAM-1 et VCAM-1. Il produira 

également des chimiokines telles que MCP-1 (pour Monocyte Chemotactic Protein-1), 

également appelée CCL2, et des facteurs de croissance tels que M-CSF (pour Macrophage 

Colony-Stimulating Factor) afin de promouvoir le recrutement des monocytes circulant 

dans le sang, leur migration dans l’intima et leur différenciation en macrophages (19, 22, 

27, 28). 

 

1.2.2.2 La progression : stries lipidiques, processus inflammatoire et formation du cap 

fibreux 

Les macrophages nouvellement différenciés phagocytent les LDLox grâce à leurs 

récepteurs éboueurs CD36 et SRA (pour Scavenger Receptor A). Ils se transforment ensuite 

en cellules spumeuses par accumulation de cholestérol et s’amoncèlent, initiant ainsi la 

formation des stries lipidiques. Les lymphocytes T sont également recrutés aux sites de 

lésion et sécrètent des cytokines, telles que l’IFN-γ (pour interféron-gamma), qui 

stimuleront les macrophages à produire plusieurs molécules pro-inflammatoires, telles 

qu’IL-1, IL-6 et TNF-α. Ces cytokines promeuvent à leur tour plus de recrutement de 

monocytes et plus d’oxydation de LDL. Un état d’inflammation chronique est donc créé. 

Les macrophages sécrètent aussi des facteurs de croissance comme le PDGF, 

stimulant ainsi la migration et la prolifération des CMLV dans l’espace sous-endothélial. 

Les CMLV présentes dans l’intima synthétisent une MEC composée de collagène, fibrine 



 

 

 

15 

et protéoglycanes, formant ainsi le cap fibreux. On parle d’une plaque stable en présence de 

stries lipidiques entourées d’une couche épaisse de cap fibreux. Cette plaque occlue 

partiellement les artères et peut provoquer des angines de poitrine. Elle peut rester stable 

durant plusieurs années, cependant des évènements entraînant l’amincissement du cap 

fibreux et l’augmentation de son contenu pro-thrombotique la rendront vulnérable à un 

stade avancé de la pathologie (voir la figure 3 pour un schéma de cette progression) (19, 22, 

25, 29). 



 

 

 

16 

 

 

Figure 3. La progression de l’athérosclérose. En parallèle et suivant la dysfonction et 

l’activation des cellules endothéliales, des stries lipidiques remplies de LDL oxydées, de 

macrophages et de cellules spumeuses se forment dans l’intima des vaisseaux. Les CMLV 

qui migrent, prolifèrent et synthétisent la matrice extracellulaire forment le cap fibreux et il 

en résulte ainsi une plaque stable. Cette plaque devient vulnérable lorsque le cap fibreux 

s’amincit après l’apoptose des CMLV et la dégradation de la matrice extracellulaire, 

augmentant ainsi les risques de rupture de la plaque et de thrombose. Image adaptée de 

(30). 
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1.2.2.3 Stade avancé : corps nécrotique et amincissement du cap fibreux 

L’inflammation continuelle causée par les macrophages et les lymphocytes T 

contribue au développement de lésions plus complexes et instables dans un stade plus 

avancé de l’athérosclérose. L’IFN-γ et le TGF-β produits par les lymphocytes T inhibent la 

prolifération des CMLV. Les macrophages produisent quant à eux des métalloprotéinases 

de types collagénase et gélatinase qui dégradent la MEC et favorisent la desquamation de 

l’endothélium. Ils stimulent également l’expression de Fas à la surface des CMLV. Le 

ligand du récepteur Fas (Fas ligand) est exprimé par les lymphocytes T et lorsque qu’il est 

lié au récepteur, induit l’apoptose des CMLV (29). Étant moins nombreuses, les CMLV 

sécrètent moins de MEC. Il a de plus été démontré que l’apoptose des CMLV peut amener 

à la production de thrombine et à la calcification vasculaire, deux composantes importantes 

dans le processus d’atteinte vasculaire (31). Ainsi, à ce stade-ci s’observe une plus grande 

proportion de cellules inflammatoires, un gros noyau lipidique et nécrotique et une plus 

faible proportion de CMLV et de MEC (voir figure 3). Tous ces éléments font en sorte que 

le cap fibreux s’amincit, rendant la plaque vulnérable à une rupture. 

 

1.2.2.4 Rupture de la plaque et thrombose       

Lorsque la plaque se rompt, le contenu pro-thrombotique de l’espace sous-

endothélial est exposé aux plaquettes qui circulent dans le sang. Le facteur von Willebrand 

(vWF) sécrété par les CE qui se trouvent au site de rupture permet l’adhésion des 

plaquettes. La liaison de ses dernières avec le collagène de la MEC entraîne leur activation 

et puis leur agrégation grâce à l’intégrine αIIbβ3 située à la surface des plaquettes ayant été 

activées. L’activation par le collagène entraîne également la sécrétion d’ADP et de 

thromboxane A2, deux agonistes agissant de façon autocrine comme activateurs des 

plaquettes. La thrombine, générée par la cascade de coagulation, agit aussi à titre d’agoniste 

de l’activation plaquettaire. Ces molécules permettent la croissance du thrombus. La fibrine 
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produite à partir du fibrinogène grâce à la thrombine veille à stabiliser le clou plaquettaire. 

Le thrombus ainsi formé ne se désagrège pas facilement puisque l’équilibre entre la 

fibrinolyse et la thrombose est débalancé par un endothélium dysfonctionnel. Le thrombus 

peut donc occlure complètement un vaisseau à l’endroit où il s’est formé et causer une 

ischémie allant jusqu’à la nécrose, ou se détacher et entraîner une embolie distale (32). 
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1.3 Le diabète de type II 

 

1.3.1 Définition de la pathologie 

Tout comme l’athérosclérose, le diabète de type 2 (DT2) est une maladie chronique 

très complexe se développant de façon progressive. C’est un désordre d’origine 

métabolique impliquant plusieurs organes et ayant comme conséquence initiale de créer un 

débalancement de l’homéostasie du glucose, dû à une incapacité de produire ou d’utiliser 

correctement l’insuline. Le DT2 est caractérisé par une résistance à l’insuline au niveau du 

foie, des muscles et du tissu adipeux, par une hyperinsulinémie et une hyperglycémie, de 

même que par une intolérance au glucose. Une destruction des cellules-β pancréatiques 

responsables de la production de l’insuline est également observée à un stade plus avancé. 

Cette maladie est source de préoccupation croissante à l’échelle mondiale puisqu’un 

nombre de plus en plus élevé de gens en sont atteints et qu’elle est un facteur de risque 

connu de l’accélération du processus d’athérosclérose. En plus d’augmenter les cas 

d’infarctus du myocarde et d’AVC, le DT2 peut causer d’autres complications 

macrovasculaires, souvent dans les membres inférieurs, amenant une claudication et une 

ischémie chronique avec possible gangrène et éventuellement amputation. Le DT2 est 

également la source de complications microvasculaires non moins graves telles que 

l’insuffisance rénale, la rétinopathie avec possibilité de cécité et la neuropathie périphérique 

(33). 

 

1.3.1.1 Épidémiologie 

Le DT2 était auparavant surtout observé dans les pays industrialisés d’Europe et 

d’Amérique du Nord, mais il touche maintenant aussi les pays en voie de développement et 

les pays pauvres. L’OSM considère même cette maladie comme une épidémie. Dans la 4
e
 

édition du Diabetes Atlas publiée par la Fédération Internationale du Diabète (FID) (34), le 
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nombre de personnes atteintes de DT2 en 2010 a été évalué à 284,8 millions, soit une 

prévalence mondiale de 6,4 %. Les régions les plus touchées sont l’Amérique du Nord et 

les Caraïbes (37, 4 millions). Statistique Canada a pour sa part évalué qu’environ 1,8 

millions de canadiens souffraient de DT2 en 2010 (35). À titre de prévision, la FID estime 

qu’en 2030 le nombre de personnes atteintes de cette maladie passera à 438,7 millions 

(prévalence mondiale de 7,7 %), correspondant à une augmentation de 54 % du nombre de 

cas lorsque comparé au nombre évalué en 2010. 

 

1.3.1.2 Facteur de risque important : l’obésité 

Un des facteurs de risque les plus importants concernant le développement du DT2 

est l’obésité. En 1997, l’OSM a déclaré l’obésité comme étant une maladie. Elle définit 

cette pathologie comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle 

qui peut nuire à la santé ». Lorsque l’indice de masse corporelle (IMC) d’une personne est 

égal ou supérieur à 25, il y a surpoids et lorsque l’IMC est égal ou supérieur à 30, la 

personne est considérée obèse. En 2008, l’OSM a stipulé au niveau mondial que 35 % des 

adultes âgés de 20 ans et plus avaient un surplus de poids, regroupés principalement en 

Amérique du Nord et en Océanie. L’OSM a également évalué globalement que 12 % des 

adultes âgés de 20 ans et plus étaient obèses (36, 37).  

L’obésité se produit lorsque l’apport calorique provenant de l’alimentation est 

excessif comparativement aux dépenses d’énergie d’un individu. Cet apport excessif 

provient surtout de diètes riches en lipides et d’un manque d’activité physique. Il en résulte 

une expansion du tissu adipeux par une augmentation de la taille des adipocytes gorgés de 

lipides (hypertrophie) et par une prolifération croissante lorsque les adipocytes existants 

deviennent saturés (hyperplasie). Il existe principalement deux types d’obésité selon la 

localisation du surplus de graisse. Le type androïde est caractérisé par un surplus 

principalement localisé au niveau du tronc et de l’abdomen, alors que le surplus au niveau 

des hanches et des cuisses est appelé le type gynécoïde. Ce type est principalement observé 
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chez les femmes et est composé essentiellement de tissu adipeux sous-cutané. Le type 

androïde est observé surtout chez les hommes, mais également chez les femmes post-

ménopausées. Il est une source de préoccupation plus importante, car il est principalement 

constitué de tissu adipeux viscéral. Il est connu qu’un état d’inflammation chronique peut 

s’installer dans ce type de tissu adipeux chez les obèses ou les personnes en surcharge 

pondérale et ainsi promouvoir le développement du DT2 (38, 39). 

 

1.3.2 Le développement du diabète de type II 

 

1.3.2.1 L’inflammation chronique du tissu adipeux 

L’inflammation du tissu adipeux engendrée par une surcharge en lipides des 

adipocytes est un événement initiateur menant à un stade de résistance à l’insuline 

systémique et éventuellement au développement du DT2. Lorsque les adipocytes sont 

hypertrophiés, ils ont tendance à mourir plus facilement par nécrose. Cela pourrait être une 

cause du recrutement dans le tissu adipeux de macrophages venus phagocyter les débris 

d’adipocytes nécrotiques. Il est également reconnu que le tissu adipeux chez les obèses 

sécrète un taux plus élevé de MCP-1 (CCL2), favorisant également le recrutement des 

macrophages (40). Le pourcentage de macrophages dans le tissu adipeux de sujets sains est 

d’environ 5-10 %, alors que chez les sujets obèses, il peut atteindre 50 %. Ainsi, les 

macrophages activés qui s’accumulent dans le tissu adipeux hypertrophié sont responsables 

de la production d’une grande quantité de TNF-α, d’IL-1β et d’IL-6. Ces cytokines pro-

inflammatoires favorisent la dysfonction des adipocytes, entraînant une diminution de leur 

capacité à synthétiser et emmagasiner les triglycérides, de même qu’une augmentation de la 

lipolyse causant une élévation de la concentration d’acides gras libres (AGL) circulant dans 

le sang (41). 
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1.3.2.2 La résistance à l’insuline 

1.3.2.2.1 Le muscle et le foie 

Le haut taux d’AGL plasmatique engendré par l’inflammation du tissu adipeux a 

des conséquences néfastes au niveau d’autres organes tels le muscle et le foie. Au niveau du 

muscle, la balance de substrat énergétique utilisé sera modifiée (voir figure 4). En effet, les 

cellules musculaires utiliseront préférentiellement les acides gras plutôt que le glucose, 

augmentant ainsi la β-oxydation. Il est également connu que les AGL inhibent la 

signalisation de l’insuline à son récepteur, empêchant ainsi la translocation de GLUT4 

(pour Glucose Transporter Type 4) à la surface des cellules. Ces éléments augmentent la 

résistance à l’insuline et créent une hyperglycémie (41). 

Au niveau du foie, l’insuline a comme fonction d’inhiber la gluconéogénèse. 

Puisque la voie de signalisation de l’insuline est altérée par les fortes doses en AGL, non 

seulement le foie devient résistant à l’insuline, mais il produit aussi une forte concentration 

de glucose, contribuant à l’hyperglycémie (42). 
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Figure 4. L’inflammation du tissu adipeux engendre la résistance à l’insuline dans le 

muscle. Le TNF-α produit par les macrophages infiltrés dans le tissu adipeux enflammé 

favorise la lipolyse et diminue l’emmagasinage de triglycérides (TG) par les adipocytes. Le 

taux d’AGL plasmatique de même que l’emmagasinage ectopique de TG sont ainsi 

augmentés. Les AGL deviennent le substrat énergétique principalement utilisé et altèrent la 

signalisation de l’insuline entraînant un phénomène de résistance. Image adaptée de (41). 

 

1.3.2.2.2 Le tissu adipeux 

Tel que décrit ci-haut dans la section 1.3.2.1, le taux de TNF-α est augmenté lors de 

l’inflammation chronique du tissu adipeux. Il est connu que cette cytokine affecte la 

sensibilité des adipocytes à l’insuline. En effet, le TNF-α induit la phosphorylation de 

résidus sérine de l’IRS-1 (pour Insulin Receptor Substrate-1), réduisant de ce fait la 

signalisation sous-jacente lorsque l’insuline se lie à son récepteur (43). L’hormone ne peut 
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alors plus jouer correctement son rôle anabolique consistant à promouvoir la lipogenèse et 

inhiber la lipolyse (44). Le tissu adipeux devient donc insensible à la présence d’insuline et 

est dit résistant. Puisque la lipolyse et ainsi le taux d’AGL plasmatique sont augmentés sous 

cette condition, la résistance à l’insuline du tissu adipeux contribue également au 

développement de la résistance à l’insuline du muscle et du foie. 

Cet état de résistance à l’insuline dans plusieurs organes devient donc un état 

systémique. Le glucose n’est ainsi plus utilisé efficacement par les cellules et demeure en 

circulation libre dans le sang, entraînant le développement d’une hyperglycémie. Une 

intolérance au glucose s’installe alors dans le muscle et le foie devant cette hyperglycémie 

persistante, créant un stade dit pré-diabétique. Déjà à ce stade, les individus sont plus 

susceptibles de développer des complications cardiovasculaires. Avec le temps et si aucune 

prévention n’est faite, l’hyperglycémie devient plus élevée. Pour compenser, les cellules-

bêta du pancréas sécréteront une plus grande quantité d’insuline, amenant ainsi une 

hyperinsulinémie. Ce sont ces conditions combinées qui mèneront graduellement à 

l’établissement du stade diabétique (45). 

 

1.3.2.3 Le syndrome métabolique 

Le syndrome métabolique, également appelé syndrome X, est un regroupement de 

plusieurs caractéristiques pathologiques affectant le métabolisme (voir la figure 5 pour une 

image détaillée). Dans l’IDF (International Diabetes Federation) consensus worldwide 

definition of the metabolic syndrome publié en 2006, la FID définit le syndrome 

métabolique selon les paramètres suivants : tout d’abord, il est essentiel qu’une obésité 

centrale soit présente. Cette obésité doit être accompagnée d’au moins deux des quatre 

facteurs prédéfinis. Il s’agit d’un taux de triglycérides élevé (≥ 1,7 mM), un taux de HDL 

réduit (< 1,03 mM chez les hommes et < 1,29 mM chez les femmes), une pression sanguine 

artérielle élevée (systolique ≥ 130 mm Hg et diastolique ≥ 85 mm Hg) ou une glycémie à 

jeun ≥ 5,6 mM. Il a de plus été estimé dans ce rapport qu’environ 20-25 % de la population 
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adulte mondiale est atteinte de ce syndrome. C’est une affection qui a de graves 

conséquences puisque les individus en souffrant ont trois fois plus de risque de subir un 

infarctus du myocarde ou un AVC. Plus frappant encore, le syndrome métabolique est 

fortement associé au DT2 puisque les personnes atteintes ont cinq fois plus de risque de 

devenir diabétiques que les personnes non atteintes (46). 
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Figure 5. Vision globale du syndrome métabolique. L’inflammation chronique du tissu 

adipeux chez les obèses crée une augmentation de la concentration plasmatique d’AGL, de 

même qu’une production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-6 et 

une modulation de la sécrétion d’adipokines, notamment la résistine et l’adiponectine. Cet 

état promeut le développement d’une résistance à l’insuline systémique, de même qu’une 

hyperglycémie et une hyperinsulinémie. Les concentrations élevées d’insuline et d’AGL 

amènent une dysfonction vasculaire, favorisant l’élévation de la pression sanguine artérielle 

et le développement de l’athérosclérose, conjointement avec une dyslipidémie provoquée 

par le foie dysfonctionnel. Un stade pro-thrombotique est également favorisé par la 

sécrétion de PAI-1 (Plasminogen-Activator-Inhibitor-1) par le tissu adipeux. Image adaptée 

de (47). 
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1.3.3 Le diabète de type II : un facteur de risque des MCV et de 

l’accélération du processus d’athérosclérose 

Il a été démontré maintes fois que le DT2 est un facteur de risque très important des 

MCV. Au Canada, le rapport du système national de surveillance du diabète publié en 2009 

stipule qu’au cours d’une hospitalisation, les adultes atteints de diabète présentaient trois 

fois plus souvent une cardiopathie ischémique, incluant les crises cardiaques, ou un AVC 

que les adultes non-diabétiques (48). Aux États-Unis, dans le National Diabetes Fact Sheet 

publié en 2011, il est évalué que les diabétiques ont une incidence de MCV de 2 à 4 fois 

plus élevée que les individus non atteints (49). La cause principale de cette augmentation 

est l’impact qu’a le DT2 sur l’accélération de la pathogénèse de l’athérosclérose. En effet, 

le DT2 est associé à des altérations vasculaires en favorisant la dysfonction des CE et des 

CMLV et en augmentant l’activation plaquettaire et la coagulation lors de la formation d’un 

thrombus suite à une rupture de la plaque d’athérome. 

 

1.3.3.1 Impact sur la dysfonction endothéliale 

Tel que décrit dans la section 1.2.2 sur les étapes de formation de la plaque 

d’athérome, la dysfonction de l’endothélium est l’étape initiatrice cruciale pour mener au 

développement de l’athérosclérose. Le DT2 ou la résistance à l’insuline vont contribuer à 

l’établissement de cette dysfonction par différents mécanismes. L’une des altérations 

vasculaires les plus importantes du DT2 est la diminution de la production et de la 

biodisponibilité du NO, un puissant vasodilatateur. En effet, l’insuline agit principalement 

via deux voies de signalisation, soit celle de la PI3K (pour phosphatidylinositol 3 kinase) et 

celle des MAPK (pour Mitogen-Activated Protein Kinases). En temps normal, l’insuline a 

pour fonction de stimuler la production de NO via l’activation d’eNOS par la voie de la 

PI3K. Or, les individus diabétiques étant résistants à l’insuline, la fonctionnalité de cette 
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voie est altérée et avec elle, la production de NO est diminuée. La biodisponibilité du NO 

restant est elle aussi affectée par l’augmentation du stress oxydatif causée par 

l’hyperlipidémie et l’hyperglycémie diabétiques. Ainsi, il y a une surproduction d’anions 

superoxydes (O2
-
) via la chaîne de transport d’électrons mitochondriale et via le découplage 

d’eNOS qui est observée chez les sujets atteints de DT2. L’O2
-
 a la capacité de lier très 

facilement le NO et de former alors du peroxynitrite (ONOO
-
), une molécule toxique et 

sans pouvoir vasodilatateur. La production de PGI2, autre puissant vasodilatateur, est 

également compromise par l’inhibition de l’activité de la prostacycline synthase due à 

l’hyperglycémie et à la présence d’une forte quantité d’ONOO- qui augmente la nitration 

de l’enzyme. Il est à noter également que les hauts taux de glucose sanguin peuvent 

entraîner la glycosylation non-enzymatique de différentes protéines, altérant de ce fait leur 

conformation, leur activité enzymatique, leur capacité de dégradation et pouvant aussi 

interférer avec la reconnaissance de ligands par leur récepteur (50, 51). 

Tel que mentionné ci-haut, l’insuline agit via deux voies de signalisation. Alors que 

la voie de la PI3K est altérée en condition de résistance à l’insuline, la voie des MAPK 

n’est pas affectée. L’hyperinsulinémie observée sous cette condition pathologique 

favorisera donc cette voie qui mène à l’augmentation de la production d’endothéline-1, une 

molécule vasoconstrictrice, et à l’augmentation de l’expression à la surface des CE de 

molécules d’adhérence telles que VCAM-1 et la sélectine-E. La sécrétion dans le sang de 

TNF-α et d’IL-6 causée par l’inflammation du tissu adipeux des individus diabétiques 

active les CE et crée donc également l’augmentation de l’expression des molécules 

d’adhérence endothéliales (50, 52). 

 

1.3.3.2 Impact sur la dysfonction des CMLV 

La dysfonction endothéliale favorisée par le DT2 a bien entendu des répercussions 

sur les fonctions des CMLV. En effet, la diminution de production de NO et de PGI2, de 

même que l’augmentation de la sécrétion d’endothéline-1 décrites dans la section 
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précédente ont un impact sur la contractilité du muscle lisse. En permettant l’élévation du 

Ca
2+

 intracellulaire, ces phénomènes atténuent ainsi la relaxation des cellules et favorisent 

leur contraction.  

Tel que décrit plus haut, l’insuline agit via deux voies de signalisation : celle de la 

PI3K et celle des MAPK. En condition normale, c’est la voie de la PI3K qui est favorisée 

dans les CMLV. Cette voie de signalisation régule le transport du glucose et est associée à 

un phénotype contractile chez les CMLV. Elle a aussi comme conséquences d’antagoniser 

les effets du PDGF, donc de diminuer la prolifération, et d’augmenter la synthèse et la 

sécrétion de métalloprotéinases. En condition de résistance à l’insuline et/ou de DT2, la 

voie de la PI3K est altérée, alors que la voie des MAPK est sur-stimulée par 

l’hyperinsulinémie observée dans ces conditions. Cette voie favorise une augmentation de 

la migration et de la prolifération des CMLV dans l’intima (52). La prolifération des 

cellules est également induite par le stress oxydatif accru en stade diabétique, puisqu’il 

incite une dédifférenciation des CMLV du phénotype contractile vers le phénotype 

prolifératif (51). L’hyperglycémie observée contribue à augmenter le stress oxydatif via la 

protéine kinase C (PKC) en activant la NADPH oxydase, qui produira à son tour de l’O2
- 

(53). Il a également été démontré que les hauts taux de glucose sanguin augmentent 

l’expression protéique du récepteur du PDGF, stimulant de ce fait la prolifération des 

CMLV (54). 

L’hyperglycémie a d’autres rôles délétères sur les fonctions des CMLV. 

Effectivement, des études ont observé que de fortes concentrations de glucose pouvaient 

causer la mort des CMLV par nécrose en stimulant la production de peroxyde d’hydrogène 

(55). De plus, l’activation de la PKC, mentionnée plus haut, entraîne aussi l’activation de 

NF-κB (pour nuclear factor-kappa B), promouvant l’expression de gènes pro-

inflammatoires dans les CMLV (56). 
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1.3.3.3 Impact sur la thrombose 

Les plaquettes des sujets diabétiques adhèrent à l’endothélium et s’agrègent plus 

facilement que celles des sujets sains. La principale cause est la diminution de production 

de NO et de PGI2 observée dans le DT2. En effet, ces deux molécules ont des propriétés 

anti-thrombotiques naturelles, car elles inhibent l’activité des plaquettes. De son côté, le 

tissu adipeux enflammé des obèses atteints de diabète sécrète du PAI-1, affectant ainsi la 

fibrinolyse. La résistance à l’insuline du foie engendrée par les concentrations d’AGL et de 

cytokines pro-inflammatoires élevées contribue pour sa part à l’hypercoagulation en 

altérant la synthèse hépatique de fibrinogène, des facteurs de coagulation VII et VIII et du 

TF (pour Tissue Factor) (57). 

Il est à noter que certains des effets du DT2 sur l’accélération du processus 

d’athérosclérose décrits dans la section 1.3.3 sont également favorisés par une 

concentration d’AGL plasmatique élevée en condition de résistance à l’insuline et/ou 

diabétique. Il en sera discuté plus en détails dans la section suivante. 
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1.4 Les acides gras 

 

1.4.1 Caractéristiques des acides gras 

 

1.4.1.1 Classes et structures 

Les acides gras (AG) font partie de la grande catégorie des lipides avec les 

triglycérides, les sphingolipides, les glycérophospholipides, les stérols, les prénols et les 

saccharolipides. Les AG sont plus souvent retrouvés comme composants de base des autres 

classes de lipides énumérées précédemment, puisqu’il est en fait rare de les retrouver à 

l’état libre. Ils sont donc les constituants essentiels de plusieurs biomolécules et structures, 

telles que certaines vitamines, certaines hormones, les graisses, les huiles et les membranes 

plasmiques. Lorsqu’ils ne sont complexés à aucun autre composant, ils sont appelés AG 

libres (AGL). Les AG sont composés d’un groupement carboxyle (-COOH) à leur tête, ce 

qui leur donne leur propriété acide, et d’une chaîne aliphatique (voir figure 6). Les AG les 

plus abondants chez les mammifères sont ceux ayant des chaînes de 16 et 18 carbones, plus 

particulièrement les acides palmitiques (C16 :0), stéariques (C18 :0), oléiques (C18 :1) et 

linoléiques (C18 :2). Les AG sont des molécules hydrophobes et plus leur chaîne 

aliphatique est longue, plus leur solubilité dans l’eau va en diminuant (58). 

1.4.1.1.1 Acides gras saturés 

Un AG saturé (AGS) est un AG ne possédant pas de double liaison entre deux 

atomes de carbone dans sa chaîne aliphatique. Il est saturé en molécules d’hydrogène. 

L’absence de double liaison fait en sorte qu’il a une chaîne rectiligne (figure 6). Les gras 

comportant une forte proportion d’AGS sont sous forme solide à température pièce et 

même à la température corporelle, puisque le point de fusion des AGS à plus de 14 

carbones est plus grand que 50°C (58). Les AGS sont surtout présents dans les produits 

laitiers, la viande rouge et certaines huiles végétales telles que l’huile de noix de coco et 
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l’huile de palme. Ils sont généralement associés à une mauvaise alimentation et à un impact 

néfaste sur la santé cardiovasculaire (59).  

1.4.1.1.2 Acides gras monoinsaturés 

Les AG insaturés en molécules d’hydrogène comportent une ou plusieurs doubles 

liaisons dans leur chaîne aliphatique. Lorsqu’ils ne possèdent qu’un double lien, ce sont des 

AG monoinsaturés (AGMI). La présence de ce double lien est habituellement de 

conformation cis, ce qui confère une forme incurvée à la chaîne (voir figure 6). Cela a pour 

conséquence de diminuer les interactions de van der Waals et donc de diminuer le point de 

fusion de ces AG. Cette propriété est importante concernant la fluidité des membranes 

plasmiques (voir section 1.4.3.2). Il est à noter que plus le nombre de liaisons insaturées 

augmente, plus le point de fusion des AGMI diminue. Les AGMI qui se trouvent dans 

l’alimentation sont sous forme liquide à température pièce, puisque leur point de fusion se 

situe au-dessous de 13,4°C (58). Ils sont présents principalement dans des huiles végétales 

telles que les huiles de canola, d’arachide, de carthame et d’olive. Les huiles d’olive et de 

carthame sont celles contenant les plus hauts pourcentages en AGMI, avec 75 et 77% des 

AG totaux respectivement. Les AGMI sont généralement associés à une alimentation saine 

et à un effet cardioprotecteur (60). 
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Figure 6. La structure chimique des acides gras. Les AG sont composés d’un 

groupement carboxyle et d’une chaîne aliphatique de longueur variable. Lorsque cette 

chaîne est saturée en atomes d’hydrogène, les AG ont une forme rectiligne. Lorsque la 

chaîne est insaturée, il y a présence d’une ou plusieurs doubles liaisons, entraînant une 

forme incurvée. Image adaptée de (61). 

 

1.4.1.1.3 Acides gras polyinsaturés 

Les AG insaturés ayant plus d’une double liaison sont appelés AG polyinsaturés 

(AGPI). Ils ont une forme encore plus courbée que les AGMI, pouvant même être 

totalement repliés sur eux-mêmes, comme c’est le cas de l’acide arachidonique qui a quatre 

doubles liens. Ce dernier a une fonction métabolique très importante puisqu’il est le 

précurseur des écosanoïdes, tel qu’il en sera discuté dans la section 1.4.3.3. Les AGPI sont 

retrouvés principalement dans certaines huiles végétales comme les huiles de graines de lin, 

de tournesol et de soja sous forme d’acides linoléique (C18 :2) et α-linoléniques (C18 :3) et 

dans les poissons et fruits de mer sous forme d’EPA (pour acide icosapentaénoïque, C20 :5) 

et de DHA (pour acide docosahexaénoïque, C22 :6) (60). 
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1.4.1.1.4 Les acides gras essentiels : oméga-3 et oméga-6 

Les AG oméga-3 et oméga-6 sont des sous-groupes de la classe des AGPI. Ils sont 

nommés ainsi pour faire référence au numéro de l’atome de carbone où se trouve la 

première double liaison à partir de l’extrémité oméga (ω) de l’AG, c’est-à-dire l’extrémité 

ne comportant pas le groupement carboxyle. Ce sont des AG dits essentiels puisqu’ils ne 

peuvent être synthétisés par les mammifères. Ils doivent donc être obligatoirement présents 

dans la diète (62).  

Cette catégorie renferme les acides linoléiques et arachidoniques, qui sont les 

omégas-6, et les acides α-linoléniques, EPA et DHA, qui sont les omégas-3. Les acides 

linoléiques peuvent cependant être convertis en acides arachidoniques et les acides α-

linoléniques peuvent être convertis en EPA et DHA chez les mammifères. Donc, à 

strictement parler, seuls les acides linoléiques et α-linoléniques sont vraiment essentiels. 

Parmi les huiles végétales, l’huile de tournesol est la plus grande source d’acide linoléique 

ω-6 (71% des AG totaux) et l’huile de graines de lin est la plus grande source d’acide α-

linolénique ω-3 (57% des AG totaux). L’acide arachidonique est retrouvé uniquement dans 

les aliments d’origine animale, tandis que l’EPA et le DHA sont très présents dans le 

saumon et les huîtres (62). 

Les AG oméga-3 sont connus pour avoir un impact bénéfique sur la santé 

cardiovasculaire, entre autres en diminuant les taux de triglycérides et de VLDL sanguins, 

tandis que les AG oméga-6 sont connus pour avoir un rôle pro-inflammatoire puisqu’ils 

sont les précurseurs des prostaglandines et des leucotriènes. L’EPA et le DHA sont quant à 

eux très concentrés dans le cerveau et sont essentiels à son développement et à son bon 

fonctionnement. Il est reconnu que ces AG diminuent le développement de la maladie 

d’Alzheimer et atténuent les symptômes de troubles bipolaires. Ainsi, il est important de 

retrouver un ratio ω-3/ω-6 élevé dans l’alimentation (62). 
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1.4.1.1.5 Acides gras trans 

Mis à part de faibles quantités dans le lait de vache, il y a peu d’AG insaturés avec 

une conformation trans présents dans la nature. En effet, la plupart des AG trans 

proviennent de la transformation industrielle des aliments, c’est-à-dire d’un processus 

appelé hydrogénation des gras. Ce procédé est utilisé entre autre pour rendre la margarine 

solide, qui autrement serait liquide en raison de sa forte proportion en AG insaturés. 

L’hydrogénation cause la saturation des AG insaturés, mais certains AG vont avoir leur 

conformation cis changée pour une conformation trans au lieu de devenir saturés. Ce 

changement fait en sorte que les AG trans ont une forme rectiligne tout à fait semblable à 

celle des AGS. Leur impact sur la santé cardiovasculaire est d’ailleurs tout aussi négatif que 

ceux-ci, puisque les AG trans augmentent les taux sanguins de LDL et diminuent ceux de 

HDL (63). 

 

1.4.1.2 Les acides gras dans les diètes alimentaires 

Les AG sont une composante essentielle de notre alimentation. Ils y sont 

principalement retrouvés sous forme de triglycérides, c’est-à-dire des lipides neutres 

constitués de trois chaînes d’AG reliées à un groupement glycérol (58). Il existe une très 

grande variété de diètes alimentaires à travers le monde, différentes selon les groupes 

ethniques ou les régions. Chacune possède des proportions distinctes des différentes classes 

d’AG. Le but de ce mémoire n’étant pas de discuter de nutrition, seulement deux diètes 

seront décrites brièvement, soit celles les plus fréquemment mentionnées dans la société 

nord-américaine.  

1.4.1.2.1 La diète occidentale 

La diète occidentale, également appelée diète américaine standard, est le mode 

d’alimentation le plus populaire dans les pays industrialisés, particulièrement en Amérique 

du Nord, d’où elle tire son origine. C’est une diète caractérisée par des apports élevés en 

sel, en lipides et en sucres raffinés, une forte consommation de viandes rouges et une faible 
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teneur en fibres, fruits et légumes. Les aliments qui sont consommés dans cette diète ont 

une plus forte proportion en AGS qu’en AGMI, de même que des quantités élevées d’AG 

trans et de cholestérol. Il y a également très peu d’AGPI oméga-3, car le poisson et les 

fruits de mer de même que les grains entiers tels que les graines de lin y sont quasiment 

exclus. Habituellement, les personnes ayant ce profil alimentaire sont moins actives et ont 

un pourcentage de tabagisme plus élevé. Ce type de diète est associé à un risque accru de 

développer de l’obésité et des MCV (64-66).  

Dans le but de diminuer ces effets néfastes, le Canada encourage sa population à 

adopter des habitudes alimentaires plus saines et a pour se faire développé le Guide 

alimentaire canadien. Ce dernier préconise de consommer une grande quantité de fruits et 

légumes, de manger la moitié des consommations quotidiennes de produits céréaliers sous 

forme de grains entiers, de choisir des produits laitiers faibles en lipides, de choisir des 

viandes maigres et de manger au moins deux portions de poisson par semaine. Il suggère 

également d’éviter de consommer des produits riches en calories, en sucres, en sel ou en 

lipides, surtout les AG trans. Il propose aussi de consommer une petite quantité d’AGMI 

quotidiennement, retrouvés dans les huiles de cuisson, la margarine, la mayonnaise et les 

vinaigrettes (67).  

1.4.1.2.2 La diète méditerranéenne 

Tout comme son nom l’indique, la diète méditerranéenne est originaire des 

pourtours de la mer Méditerranée. Elle s’inspire plus particulièrement des traditions 

culinaires retrouvées en Grèce et dans le sud de l’Italie dans les années 1960. Elle tire sa 

popularité suite à une étude initiée dans les années 1950 et publiée en 1986 par Ancel Keys 

et al, appelée Seven Countries Study, dans laquelle il a été démontré que la population de 

Crète avait une longue espérance de vie et une faible incidence de maladie coronarienne 

malgré une diète riche en gras (68). Cette diète est riche en AGMI et en AGPI oméga-3 

(69). Ses principales caractéristiques sont une nourriture d’origine végétale abondante 

(fruits, légumes, légumineuses, céréales de grains entiers, noix), un apport modéré à élevé 

en poissons, un apport faible à modéré en volaille, une faible consommation de viande 
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rouge, une consommation de vin modérée et l’huile d’olive comme source principale de 

lipides (voir figure 7) (68, 69). 

 

 

Figure 7. La pyramide de la diète méditerranéenne. Ce type de diète favorise une 

abondance de fruits et légumes, des produits céréaliers à base de grains entiers, du poisson 

et des fruits de mer au moins deux fois par semaine, des portions modérées de volaille et de 

produits laitiers, de même qu’une très faible quantité de viande rouge et de sucreries. Il y 

est également suggéré de consommer du vin avec modération, soit de un à deux verres par 

jour pour les hommes et un verre par jour pour les femmes. Image reproduite et adaptée 

avec la permission de (70), © 2009 Oldways Preservation & Exchange Trust, 

www.oldwayspt.org. 

http://www.oldwayspt.org/
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Il a été prouvé dans plus d’une étude que la diète de type méditerranéenne a un effet 

bénéfique sur la santé cardiovasculaire des individus qui la suivent. En effet, une étude 

d’une grande renommée publiée en 1999, la Lyon Diet Heart Study, a évalué que des 

patients ayant déjà subi un infarctus du myocarde et ayant été mis sur une diète 

méditerranéenne étaient moins susceptibles d’avoir un deuxième infarctus et d’en mourir 

que ceux ayant été mis sur une diète prudente post-infarctus (71). Par ailleurs, dans une 

étude italienne sur 180 patients atteints du syndrome métabolique et suivis pendant deux 

ans, il a été démontré que le groupe suivant la diète méditerranéenne avait des taux 

sanguins de CRP (pour protéine C réactive), IL-6, IL-7 et IL-18 réduits comparativement 

au groupe suivant une diète contrôle. Leur résistance à l’insuline était également diminuée 

et leur fonction endothéliale améliorée (72). La teneur élevée en AGMI et en AGPI oméga-

3 pourrait avoir un rôle à jouer dans ces effets positifs observés. 

 

1.4.2 Métabolisme des acides gras 

 

1.4.2.1 La digestion, l’absorption et le transport des acides gras 

Tel que mentionné précédemment, les AG provenant de l’alimentation sont 

principalement sous forme de triglycérides (TG). La digestion des TG est initiée dans 

l’estomac par la lipase gastrique, bien que cela ne compte pour seulement 10 à 30 % de la 

digestion totale. La majorité de la digestion a lieu dans l’intestin grêle grâce à la lipase 

pancréatique. Cette enzyme est cependant hydrophile alors que les TG sont de nature 

hydrophobe, rendant ainsi le processus difficile. La digestion a donc lieu aux interfaces 

lipides/eau. Les acides biliaires produits par le foie et déversés dans l’intestin grêle via la 

vésicule biliaire ont pour rôle d’émulsifier les lipides, augmentant ainsi, en combinaison 

avec les mouvements péristaltiques intestinaux, la proportion d’interfaces lipides/eau. La 

lipase pancréatique est active seulement à la jonction de ces interfaces et peut alors cliver 

les TG en 2 chaînes d’AG et en monoglycéride. La phospholipase pancréatique A2 se 
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charge quant à elle de la digestion des phospholipides. Une fois que les lipides sont clivés, 

ils ont tendance à former des micelles qui seront absorbées par les entérocytes, c’est-à-dire 

par les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale. Les acides biliaires contribuent aussi 

au processus d’absorption en servant de « navettes » aux micelles de la lumière de l’intestin 

vers la surface des entérocytes. La pénétration des AG et autres types de lipides dans le 

cytoplasme des cellules est facilitée par des transporteurs tels que le CD36, la IFABP (pour 

Intestinal Fatty Acid Binding Protein) et plus particulièrement, par la FATP-4 (pour Fatty 

Acid Transport Protein 4). 

Une fois à l’intérieur des entérocytes, les AG sont reconvertis en TG à l’aide de 

différentes enzymes de type acyltransférase. Ces TG sont par la suite intégrés dans des 

chylomicrons et libérés dans la lymphe intestinale, c’est-à-dire la chyle. Les chylomicrons 

sont une classe de lipoprotéines très denses qui se forment au niveau de la muqueuse 

intestinale. Une fois dans le système lymphatique, les chylomicrons gorgés de TG sont 

déversés dans la circulation sanguine vers le tissu adipeux, où les TG sont emmagasinés, ou 

vers le muscle squelettique si les besoins énergétiques le nécessitent. Ce qui reste, sous 

forme de chylomicrons remnants, est acheminé vers le foie où a lieu la synthèse d’AG 

endogènes (73-75). La figure 8 illustre bien le transport des AG à travers l’organisme. 

 

1.4.2.2 L’emmagasinage des acides gras dans le tissu adipeux 

La principale fonction du tissu adipeux étant d’emmagasiner les AG pour former 

une réserve en source d’énergie, la plupart des chylomicrons transportant les TG vont y être 

acheminés. Dans les capillaires du tissu adipeux, les TG sont hydrolysés en AGL par la 

lipoprotéine lipase (LPL) synthétisée par les CE. La LPL est activée en présence des ApoC-

II (pour apolipoprotéines C-II) situées à la surface des chylomicrons (76). Les AGL sont 

par la suite intégrés dans les adipocytes via les transporteurs d’AG tels que le CD36. Avant 

d’être convertis en TG, les AGL sont d’abord transformés en acyl-CoA par l’acyl-CoA 

synthase, puis par la suite en diglycérides et finalement en TG par des acyltransférases (75). 
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Ce processus est appelé lipogenèse. Enfin, les TG sont entreposés dans l’unique vésicule 

lipidique des adipocytes, occupant la presque totalité de l’espace cytoplasmique, dans 

l’attente d’être utilisés. 

 

1.4.2.3 La relâche d’acides gras du tissu adipeux vers d’autres organes 

L’équilibre entre le dépôt et la relâche d’AG dans le tissu adipeux est un processus 

très bien régulé de façon hormonale et en fonction de l’état nutritionnel (77). La conversion 

des TG en AGL et leur relâche dans la circulation sanguine, appelée lipolyse, s’effectue 

lorsque les demandes énergétiques du corps augmentent et/ou qu’il y a une carence en 

substrat principal, soit le glucose. L’hydrolyse des TG en AGL est produite par les lipases 

hormono-dépendantes des adipocytes. L’insuline a un impact négatif sur la lipolyse, car elle 

inhibe ces types de lipases (75). Parallèlement, l’état de jeûne diminue la quantité de 

glucose disponible pour les besoins énergétiques. Cette diminution entraîne une réduction 

de la sécrétion d’insuline par le pancréas et donc la levée de l’inhibition des lipases 

hormono-dépendantes. Les AGL sont transportés dans le sang par l’albumine vers les tissus 

en besoin d’énergie (73), principalement les muscles squelettiques et le muscle cardiaque, 

où ils seront oxydés pour produire de l’adénosine triphosphate (ATP). 

 

1.4.2.4 La synthèse des acides gras de novo 

En plus de provenir de l’alimentation, les AG peuvent également être synthétisés de 

novo et être convertis en TG par les hépatocytes dans le foie. Les AG sont synthétisés à 

partir du glucose et plus précisément d’un produit dérivé de la glycolyse, c’est-à-dire 

l’acétyl-CoA. Pour ce faire, dans la glycolyse, cette molécule découlant du pyruvate est 

transformée en citrate dans la mitochondrie par le cycle de Krebs. Le citrate est alors 

retransformé en acétyl-CoA lorsqu’il sort des mitochondries vers le cytoplasme, où a lieu la 

synthèse d’AG. De l’acétyl-CoA découle le malonyl-CoA. À partir de ces deux molécules, 

les AG seront synthétisés en sept étapes enzymatiques grâce au complexe de l’acide gras 
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synthétase. L’acide palmitique est l’AG principalement produit par ce complexe 

enzymatique. Les AG plus longs ou insaturés sont produits à partir de l’acide palmitique 

par des enzymes de types élongase et désaturase. Ces AG peuvent par la suite être convertis 

en TG (78). Ces derniers sont transportés dans le sang par les VLDL vers les tissus 

périphériques, principalement vers le tissu adipeux pour servir de réserve énergétique et 

vers le muscle squelettique pour la production d’ATP (voir figure 8). Tout comme les 

chylomicrons, les TG des VLDL sont hydrolysés en AGL par la LPL à la surface des CE 

dans les capillaires. Les VLDL restants, maintenant pauvres en TG, sont appelés IDL (pour 

Intermediate Density Lipoprotein). De 40 à 60 % des IDL retournent vers le foie pour y être 

dégradés et le reste est transformé en LDL via la lipase hépatique. Les LDL sont riches en 

cholestérol et distribuent ce dernier vers les différents tissus (79). 
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Figure 8. Le transport des AGL des voies exogène et endogène. Les AGL provenant de 

la voie exogène, c’est-à-dire des lipides alimentaires, sont transportés sous forme de TG 

vers le muscle squelettique et le tissu adipeux par des chylomicrons, puis ce qui reste, les 

chylomicrons remnants, vont vers le foie. Les AGL provenant de la voie endogène sont 

synthétisés dans le foie et sont transportés dans le sang vers le muscle et le tissu adipeux 

sous forme de TG par des VLDL. Ce qui reste, les IDL, retournent vers le foie pour la 

dégradation ou sont transformées en LDL. Ces LDL transportent le cholestérol vers les 

tissus périphériques. Image adaptée de (79). 
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1.4.2.5 Les transporteurs cellulaires des acides gras 

Les AG sont des molécules impliquées dans différentes fonctions cellulaires mais 

peuvent, à trop forte concentration, s’avérer toxique. Il est donc essentiel que le mécanisme 

d’entrée des AG de la circulation sanguine vers les cellules soit très bien contrôlé. Les AG 

étant hydrophobes, la membrane plasmique des cellules n’est pas un obstacle pour eux et ils 

peuvent diffuser passivement à travers elle. Le transport des AG du milieu extracellulaire 

vers le cytoplasme s’effectue globalement en sept étapes. Tout d’abord, ils doivent se 

dissocier de l’albumine qui les transportait dans le sang. Ensuite ils diffusent vers la 

membrane plasmique et s’insèrent dans la couche externe de phospholipides. Il se produit 

alors un flip-flop vers la couche interne de phospholipides, c’est-à-dire que le groupement 

carboxyle polaire des AG s’oriente vers le cytoplasme. Puis les AG se dissocient de la 

membrane plasmique et diffusent dans le cytoplasme, où ils se lient à FABPc (pour 

cytoplasmic Fatty Acid Binding Protein). Ils peuvent par la suite être utilisés ou 

emmagasinés, selon les besoins. Cette diffusion passive n’est cependant pas très rapide. Le 

rôle des transporteurs est donc de faciliter la diffusion des AG vers l’intérieur des cellules, 

en plus de le réguler. En effet, l’expression des transporteurs et leur translocation vers la 

membrane plasmique sont elles-mêmes contrôlées de façon hormonale et selon les 

différentes demandes métaboliques, que ce soit en situations physiologiques ou 

pathologiques. L’insuline est l’hormone principale responsable d’augmenter la 

translocation des transporteurs, principalement le CD36, vers la membrane plasmique. Un 

état de jeûne amène également cette augmentation (80). 

1.4.2.5.1 FAT/CD36 

Le CD36, également appelé FAT (pour Fatty Acid Translocase), est une protéine 

multifonctionnelle appartenant à la famille des récepteurs éboueurs de classe B. Il est 

colocalisé avec la cavéoline-1 dans les cavéoles et est exprimé par une grande variété de 

types cellulaires, notamment les CE de la microvasculature, les CMLV, les adipocytes, les 

cellules des muscles cardiaque et squelettique, les plaquettes et les 

monocytes/macrophages. En plus d’exercer la fonction de transporteur des AG vers le 
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cytoplasme, cette protéine a de multiples autres rôles. La clairance des cellules apoptotiques 

durant le développement ou dans l’homéostasie de certains systèmes ou suite à une 

infection se trouve parmi ces autres fonctions. S’y retrouve également un rôle dans 

l’immunité innée puisque le CD36 est un corécepteur du TLR-2 (pour Toll-Like Receptor 

2). Le CD36 a également une fonction pro-athérogénique connue. En effet, cette protéine 

permet aux macrophages situés dans l’intima des artères d’endocyter les molécules de 

LDLox, favorisant ainsi la formation de cellules spumeuses. La fonction de transporteur 

d’AG du CD36 est impliquée dans la pathophysiologie de la résistance à l’insuline. 

Effectivement, en condition d’hyperinsulinémie, il y a une surexpression du CD36 à la 

surface des cellules, augmentant ainsi les concentrations intracellulaires d’AG et 

contribuant de ce fait à la lipotoxicité observée dans cette pathologie (80-83). 

1.4.2.5.2 FATP1 à FATP6 

Les FATP1 à 6 (pour Fatty Acid Transport Protein) sont des transporteurs d’AG 

transmembranaires. Chacun des membres de ce groupe de protéines correspond à une 

isoforme. L’expression des FATP dans les tissus est différente pour chaque isoforme. À 

titre d’exemples, FATP1 est exprimée dans le tissu adipeux, le cœur, le muscle, le cerveau, 

les reins, la peau et les poumons, tandis que FATP4 est en plus exprimée dans l’intestin, 

mais pas dans le tissu adipeux. FATP5 pour sa part semble présente seulement dans le foie 

(80). Une étude a par ailleurs démontré que les différentes isoformes de la FATP ont une 

efficacité de transport spécifique en fonction du type d’AG. Ainsi, l’acide palmitique est 

transporté plus efficacement par la FATP6, tandis que l’acide oléique est transporté plus 

efficacement par la FATP4 (84). 

1.4.2.5.3 FABPpm 

La FABPpm (pour plasma membrane Fatty Acid Binding Protein) est un 

transporteur localisé, comme son nom l’indique, à la surface de la membrane plasmique, du 

côté extracellulaire. Il a été démontré que la FABPpm est exprimée par plusieurs tissus dont 

le foie, le cœur, le muscle squelettique, le tissu adipeux et l’intestin grêle (80). De plus, il 
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semblerait que la FABPpm participe au transport des AG en coopération avec le CD36 

(85).  

 

1.4.3 Fonctions des acides gras dans la cellule 

 

1.4.3.1 Réserve et source d’énergie 

La principale fonction des AG est d’être un substrat énergétique pouvant être 

emmagasiné dans le tissu adipeux pour constituer une réserve. La plupart du temps, cette 

réserve ne sera utilisée que lorsque la demande métabolique est intense, comme par 

exemple lors d’un exercice physique ou en période de jeûne, soit lorsque l’organisme aura 

utilisé tout le glucose disponible comme source d’énergie primaire. Il existe cependant des 

tissus utilisant les AG comme source principale d’énergie, comme c’est le cas pour le 

muscle cardiaque. 

Les AG pénétrant dans le cytoplasme d’une cellule sont dirigés vers la 

mitochondrie, où aura lieu leur oxydation, appelée β-oxydation, afin de produire de l’ATP. 

Avant de pénétrer à l’intérieur des mitochondries, les AG doivent être transformés en acyl-

CoA dans l’espace intermembranaire. L’acyl-CoA représente la forme activée des AG. 

L’acyl de cette molécule réagit par la suite avec la carnitine et peut traverser la membrane 

interne mitochondriale via un transporteur d’acylcarnitine. Une fois à l’intérieur de la 

mitochondrie, un autre groupement CoA est ajouté à l’acyl. Il s’ensuit alors quatre réactions 

enzymatiques amenant à la transformation de chaque atome de carbone de l’acyl-CoA en 

acétyl-CoA. Cette molécule peut à son tour entrer dans le cycle de Krebs. Les électrons 

libérés pendant l’oxydation de l’acyl-CoA en acétyl-CoA et puis durant l’oxydation de 

l’acétyl-CoA dans le cycle de Krebs sont dirigés vers la chaîne respiratoire pour produire de 

l’ATP. L’oxydation d’AG insaturés fait intervenir des enzymes de type isomérase, afin de 

convertir les doubles liaisons cis en doubles liaisons trans, qui sont des substrats reconnus 
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par les enzymes de la β-oxydation. À quantités égales, l’oxydation des AG peut fournir 

jusqu’à 6 fois plus d’ATP que l’oxydation du glucose (86, 87). 

 

1.4.3.2 Rôle structural 

Les AG jouent également un rôle de structure pour les cellules. Ils sont les 

composants de base de différents lipides formant les membranes plasmiques et les 

membranes des organelles à l’intérieur des cellules tels que les mitochondries, le noyau, le 

réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Les membranes sont composées d’une 

bicouche lipidique. Chaque feuillet a un corps hydrophobe orienté vers le centre de la 

bicouche et des groupements polaires orientés vers le milieu aqueux, que ce soit extra ou 

intracellulaire. Les membranes contiennent trois différents types de lipides, dont deux 

constitués d’AG comme corps hydrophobe. Les glycérophospholipides sont le type le plus 

abondant. Ils se composent de deux chaînes d’AG, pouvant varier en longueur et en degré 

d’insaturation, liés à un glycérol phosphate et à un groupement polaire. Les deuxième et 

troisième types de lipides formant les membranes des cellules sont les sphingolipides et le 

cholestérol. Ce dernier n’implique pas d’AG dans sa structure (88). 

Les bicouches lipidiques des membranes cellulaires sont des éléments fluides. Leur 

degré de fluidité varie en fonction des classes d’AG qui composent leur corps hydrophobe. 

Les AG insaturés augmentent la fluidité, car leurs courbures diminuent la stabilité des 

interactions avec les autres AG de la bicouche. Les AGS étant rectilignes, ils ont des 

interactions plus stables avec les autres AG, rendant ainsi les membranes plus rigides. Le 

cholestérol pour sa part tend à diminuer la fluidité des membranes (88). 

 

1.4.3.3 Signalisation cellulaire 

Les lipides servent de précurseurs pour différents messagers intra ou 

extracellulaires. Parmi les AG, l’acide arachidonique, un AGPI oméga-6, est bien connu 
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dans le domaine de la biologie vasculaire. En effet, il est le précurseur des écosanoïdes, 

petites molécules ayant une très courte demi-vie qui exercent leurs effets de façon locale 

uniquement. Il existe deux principales catégories d’écosanoïdes : les prostanoïdes et les 

leucotriènes. Bien que toutes les cellules puissent produire des écosanoïdes, les voies de 

synthèse empruntées dépendent de la nature du tissu.  

Les cyclooxygénases 1 et 2 initient la synthèse des prostanoïdes, qui regroupent les 

prostaglandines, la thromboxane et la prostacycline. Ces deux dernières molécules ont des 

rôles opposés très importants dans la fonction vasculaire, c’est-à-dire la vasoconstriction et 

l’activation plaquettaire pour la thromboxane et la vasodilatation et l’inhibition de 

l’adhésion plaquettaire pour la prostacycline. La voie de la lipoxygénase-5 synthétise quant 

à elle les différentes leucotriènes, principalement dans les cellules du système immunitaire. 

Ces molécules sont impliquées dans les mécanismes inflammatoires de plusieurs maladies 

telles que l’arthrite, l’asthme, l’obésité et les allergies (89, 90). 

 

1.4.4 L’impact des acides gras sur les cellules vasculaires : un lien avec 

l’athérosclérose 

L’athérosclérose, très souvent associée à des concentrations plasmatiques d’AGL 

élevées, est souvent reliée à la présence d’obésité, de résistance à l’insuline et/ou de DT2 

chez un individu. Ces concentrations élevées amènent une quantité d’AG plus grande que la 

normale à l’intérieur des cellules vasculaires. Étant donné que ce type de cellules n’a pas 

une capacité élevée à entreposer les AGL sous forme neutre de TG, une lipotoxicité est 

rapidement observée, causant une modification des fonctions cellulaires. Cependant, 

l’impact sur les cellules vasculaires varie en fonction des classes d’AG. Les AGS et les 

AGPI oméga-6, très abondants dans la diète occidentale, sont plutôt associés à un impact 

négatif, tandis que les AGMI et les AGPI oméga-3 sont plutôt associés à un effet 

protecteur. 
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1.4.4.1 Impact sur les cellules endothéliales 

Étant directement en contact avec la lumière des vaisseaux sanguins, les CE sont 

fortement influencées par la concentration d’AGL plasmatique. De plus, les AGL doivent 

nécessairement passer par les CE avant de pouvoir atteindre les tissus. Comme il a déjà été 

mentionné, l’une des altérations les plus importantes en cas de résistance à l’insuline et/ou 

de DT2 dans les CE est la diminution de la production de NO via la diminution de 

l’activation d’eNOS. Or, il a été démontré que les forts taux d’AGL circulants observés 

dans ces conditions ont un rôle à jouer dans cette altération. En effet, l’acide palmitique, un 

AGS, a un effet inhibiteur sur la voie de signalisation PI3K de l’insuline, entraînant une 

diminution de la phosphorylation d’eNOS et ainsi une baisse de son activation (91). Ceci 

cause une diminution de la relâche de NO et contribue à activer les CE, une des étapes 

primordiales dans l’initiation de l’athérosclérose. Un endothélium activé est associé à 

l’expression accrue de molécules d’adhérence et de cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs 

études ont prouvé que les AGL modulent l’état d’activation des CE. Les AGS, tels que 

l’acide stéarique, de même que les AGPI oméga-6, tels que l’acide linoléique, augmentent 

l’inflammation en stimulant l’expression d’ICAM-1, l’activation de NF-κB et la production 

d’IL-6 et d’IL-8 (92-94). Au contraire, l’acide oléique, un AGMI, diminue l’inflammation 

en réduisant l’expression de VCAM-1, ICAM-1 et de la sélectine-E, de même que 

l’activation de NF-κB (95). Il peut même contrecarrer les effets pro-inflammatoires de 

l’acide stéarique (94). Les AGPI oméga-3 ont eux aussi un effet protecteur contre 

l’activation des CE, puisqu’ils inhibent également l’expression de molécules pro-

inflammatoires telles que VCAM-1, ICAM-1, la sélectine-E, IL-6, IL-8 et NF-κB (96).  

L’apoptose des CE fait aussi partie de la pathogénèse de l’athérosclérose à un stade 

avancé et contribue au dysfonctionnement de l’endothélium. Il est connu que l’acide 

oléique a un effet inhibiteur sur l’induction de l’apoptose des CE, tandis que l’acide 

stéarique la promeut. À fortes concentrations, il a également été démontré que les AGPI, 

plus précisément les acides linoléiques, linoléniques et arachidoniques pouvaient aussi 

induire l’apoptose (94, 97). 
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1.4.4.2 Impact sur les cellules musculaires lisses vasculaires 

La fonctionnalité des CLMV est également affectée par l’afflux anormalement élevé 

d’AGL chez les individus souffrants de résistance à l’insuline et/ou de DT2 conjointement 

avec l’athérosclérose. Il sera discuté ci-dessous des effets des AGL plus particulièrement 

sur la prolifération, la migration et l’apoptose des CMLV, qui sont des fonctions 

d’importance primordiale quand au développement et à la stabilité des plaques d’athérome. 

En effet, la prolifération et la migration des CMLV contribuent en début de pathologie, tel 

que mentionné à la section 1.2.2, à la formation d’une plaque stable avec un cap fibreux 

épais, tandis que l’apoptose des CMLV entraîne une diminution de l’épaisseur du cap 

fibreux et de ce fait, l’instabilité de la plaque.  

1.4.4.2.1 Effets sur la prolifération et la migration des CMLV 

L’acide oléique est un AGMI très connu pour ses actions pro-proliférative et pro-

migratrice sur les CMLV (98-100). Différentes voies ont été proposées comme mécanisme 

d’action, notamment la voie de ERK1/2 (pour Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2, 

de la voie des MAPK) (100), la voie de PI3K (99), ou l’augmentation de l’effet 

mitogénique du PDGF-BB (98). L’acide oléique ne semble donc pas avoir un rôle 

protecteur dans les phases précoces de l’athérosclérose puisqu’il contribue à la formation 

d’un cap fibreux. Cependant, ses propriétés mitogéniques pourraient être bénéfiques dans 

les phases tardives de la pathologie, en favorisant la prolifération plutôt que l’apoptose des 

CMLV, empêchant de ce fait la déstabilisation de la plaque. D’autre part, il a été démontré 

qu’une faible concentration (5-10 µM) d’acide arachidonique (AGPI oméga-6) peut induire 

la migration des CMLV en activant la voie des MAPK (101). L’EPA et le DHA (AGPI 

oméga-3) inhibent quant à eux cette migration (102, 103). Un rôle préventif dans le 

développement de la plaque peut ainsi être attribué aux AGPI oméga-3.  
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1.4.4.2.2 Effets sur l’apoptose des CMLV 

L’acide palmitique est connu pour ses effets pro-apoptotiques sur les CMLV (104, 

105). Divers mécanismes d’induction de l’apoptose par les AGS ont été étudiés. En effet, 

l’accumulation de céramides, des métabolites toxiques des AGS, a été proposée. 

L’apoptose pourrait aussi être due à la diminution de la synthèse des cardiolipines, des 

lipides présents dans la membrane interne des mitochondries responsables d’empêcher la 

relâche du cytochrome c dans le cytoplasme et donc l’activation de la cascade de caspases 

qui s’ensuit. L’acide oléique pour sa part inhibe l’induction de l’apoptose causée par l’acide 

palmitique (105), potentiellement en favorisant l’entreposage des AGS sous forme de 

vésicules de TG ou en rétablissant la synthèse de cardiolipines. L’acide arachidonique, mais 

uniquement à fortes concentrations (50 µM), cause l’apoptose des cellules possiblement 

suite à son oxydation (106). 

Les études des effets des AGL sur l’apoptose des CMLV ne sont pas si nombreuses, 

mais plusieurs autres études réalisées sur différents types cellulaires corroborent les 

observations faites sur les CMLV. C’est le cas notamment pour les cardiomyocytes (107, 

108), les cellules-β pancréatiques (109, 110), les hépatocytes (111), les cellules du muscle 

squelettique (112) et également pour les CE (94, 97). 
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1.5 La problématique et le but du projet de recherche 

Grâce aux fruits de plusieurs recherches, il est maintenant bien connu que les 

personnes atteintes de DT2 ont des taux plasmatiques d’insuline et d’AGL plus élevés que 

la normale. Ces caractéristiques se retrouvent également souvent chez les individus atteints 

d’athérosclérose, puisque ces deux pathologies sont étroitement liées. En effet, le DT2 est 

associé à une accélération du processus d’atteinte vasculaire lors de la formation de la 

plaque d’athérome. Parmi les cellules vasculaires, qui sont résistantes à l’insuline sous ces 

conditions, une partie de ce phénomène est due à l’altération des voies de signalisation de 

l’insuline. Cependant, une forte proportion des altérations vasculaires est due aux quantités 

élevées d’AGL qui se retrouvent à l’intérieur des cellules, causant une lipotoxicité. 

Plusieurs études ont démontré que les AGL, selon leur classe, modifient certaines fonctions 

des CMLV, notamment celles reliées à la viabilité des cellules, c’est-à-dire la prolifération 

et l’apoptose. Ces deux fonctions ont un impact crucial tout au long du développement et de 

la progression de l’athérosclérose. Les AGS et les AGPI oméga-6, abondants dans la diète 

occidentale, induisent l’apoptose des CMLV, favorisant ainsi l’instabilité de la plaque 

d’athérome et augmentant les risques de rupture. Les AGMI, retrouvés en forte proportion 

dans la diète méditerranéenne, renversent les effets pro-apoptotiques des AGS. 

Bien qu’il existe un très grand nombre de travaux évaluant l’impact des AGL sur les 

fonctions vasculaires selon leur nature, la plupart d’entre eux n’évalue les effets que d’un 

ou deux AGL à la fois. Or, les AGL provenant de l’alimentation sont présents en plus 

grandes variétés et sous diverses proportions selon les types de diète. L’impact des AGL 

lorsque combinés en groupes complexes ayant différents ratios n’est cependant pas très 

bien connu et des études s’avèrent nécessaires pour éclaircir le sujet. 

Lors de travaux réalisés précédemment dans notre laboratoire, nous avons étudié les 

effets de surnageants d’adipocytes riches en AGL sur la fonctionnalité des CMLV. Ces 

surnageants provenaient de souris mâles nourries avec l’une ou l’autre de deux diètes, soit 

celle riche en gras d’origine animale (DA) ou l’autre riche en gras d’origine végétale (DV). 
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La DA contenait une plus forte proportion en AGS que la DV, tandis que cette dernière 

renfermait une plus forte proportion en AGMI que la DA pour une même quantité en 

lipides (voir le tableau I ci-dessous). Les résultats de ces recherches ont démontré que les 

CMLV stimulées avec les surnageants d’adipocytes provenant de souris nourries avec la 

DA avaient un taux plus élevé d’apoptose que celles stimulées avec des surnageants 

provenant de souris nourries avec la DV. De plus, cet écart entre les deux conditions était 

beaucoup plus élevé lorsque les CMLV étaient mises en présence de surnageants provenant 

d’adipocytes ayant eux-mêmes été stimulés avec une forte dose d’insuline. Ces résultats 

nous ont donc permis de prouver que les altérations induites sur les CMLV sont influencées 

par la composition des AGL présents dans la diète et par un état hyperinsulinémique. 

Mon projet de recherche découle de ces travaux. Il avait comme objectif principal 

d’analyser les effets directs de deux combinaisons d’AGL, dont les compositions dérivent 

de celles retrouvées dans les diètes précédemment utilisées, sur la prolifération et 

l’apoptose des CMLV de souris, en présence ou non d’une forte dose d’insuline. Les deux 

combinaisons étudiées dans ce projet comportaient les mêmes AGL, mais dans des 

proportions différentes et pour une concentration totale de 900 µM (voir le tableau II ci-

dessous). Suite aux différents résultats obtenus lors de la précédente étude, nous avons émis 

l’hypothèse qu’en condition hyperinsulinémique, la combinaison d’AGL plus riche en AGS, 

représentant la DA, induirait plus fortement l’apoptose des CMLV lorsque comparée à la 

combinaison d’AGL plus riche en AGMI, qui elle, représente la DV. Les résultats de ce 

projet vont permettre de mieux comprendre l’impact de différentes combinaisons d’AGL, 

variant selon les diètes, sur les atteintes vasculaires induites chez les patients 

athérosclérotiques souffrant également de DT2. 
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Tableau I. Profil d’acides gras des diètes utilisées dans les précédents travaux. 

Acides gras DA (%) DV (%) 

C14 : 0 acide myristique 0,86 0,19 

C14 : 1 acide myristoléique 0,47 0 

C16 : 0 acide palmitique 23 13 

C16 : 1 acide palmitoléique 3,7 0,19 

C18 : 0 acide stéarique 13 10 

C18 : 1 acide oléique 42 63 

C18 : 2 acide linoléique 14 13 

C18 : 3 acide linolénique 1,7 0,74 

C20 : 0 acide arachidique 0 0,26 

C20 : 4 acide arachidonique 1,7 0 

   

AGS totaux 37 24 

AGMI totaux 46 63 

AGPI totaux 17 14 
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Tableau II. Profil d’acides gras des combinaisons utilisées dans ce projet. 

Acides gras DA (%) DA  

(µM/900µM) 

DV (%) DV  

(µM/900µM) 

C16 : 0 acide palmitique 27 244 15 135 

C16 : 1 acide palmitoléique 4,3 39 0,2 1,8 

C18 : 0 acide stéarique 15 139 12 106 

C18 : 1 acide oléique 49 443 72 650 

C18 : 3 acide linolénique 2 18 0,9 8,1 

C20 : 4 acide arachidonique 1,9 17,1 0 0 

     

AGS totaux 43 383 27 241 

AGMI totaux 53 482 72 652 

AGPI totaux 4 35,1 1 8,1 
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2.2.1 Abstract 

High plasmatic concentrations of free fatty acids (FFA) and insulin are common 

features in atherosclerotic patients with type 2 diabetes. FFA, according to their nature, can 

have various effects on vascular smooth muscle cells (VSMC). These cells play important 

roles throughout atherosclerosis pathogenesis, from plaque development to plaque 

instability. Thus, this study aims to assess the impact of two FFA combinations and insulin 

on murine VSMC viability. The two combinations contain the same FFA but at different 

ratios, one being richer in saturated fatty acids (SFA) and the other having a higher content 

in monounsaturated fatty acids (MUFA). Both combinations inhibited VSMC proliferation 

due to their pro-apoptotic potential, with SFA being the major inducers of apoptosis. 

However, the presence of oleic acid attenuated this impact in a dose-dependent manner. 

Surprisingly, oleic acid had the capacity to reduce apoptosis rates more strongly when 

combined to SFA than when used alone in VSMC treatments. This effect was significant 

only for specific proportions of these FFA and was even more effective in presence of 

insulin. These results highlight the presence of a competition between pro-apoptotic and 

anti-apoptotic mechanisms in VSMC that is dependent on FFA ratios (saturated vs. 

monounsaturated) and on insulinemia. They also underline the importance of the presence 

of MUFA such as oleic acid in diets containing high proportions of SFA. 

 

2.2.2 Keywords  

Free fatty acids ­ vascular smooth muscle cells - insulin - apoptosis - cell viability - 

atherosclerosis ­ type 2 diabetes 
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2.2.3 Abbreviations 

ALA  Linolenic acid 

ARA  Arachidonic acid 

BSA  Bovine serum albumin 

EGF  Epithelial growth factor 

FFA  Free fatty acid 

FGF  Fibroblast growth factor 

MUFA  Monounsaturated fatty acid 

OLA  Oleic acid 

PAL  Palmitoleic acid 

PAM  Palmitic acid 

PUFA  Polyunsaturated fatty acid 

RFU  Relative fluorescence unit 

ROS  Reactive oxygen species 

SFA  Saturated fatty acid 

STA  Stearic acid 

T2D  Type 2 diabetes 

TAG  Triacylglycerol 

VSMC  Vascular smooth muscle cells 

 

 

2.2.4 Introduction 

For the past few decades, cardiovascular diseases (CVD) have been the major cause 

of mortality worldwide. Data from the World Health Organization have reported in 2008 

that 30 % of all deaths in the world were due to CVD, with 24 % of them related to cardiac 

or cerebral ischemia [1]. In most cases, atherosclerosis is the pathology behind 

cardiovascular complications. Atherosclerosis is a complex systemic disorder with a 

progressive development involving various cell types [2]. Among them, vascular smooth 
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muscle cells (VSMC) play important roles throughout the progression of the pathology. 

Indeed, VSMC migration and proliferation from the media toward the intima of the vessel 

wall contribute to the development of a stable plaque. They also synthesize extracellular 

matrix proteins, part of building blocks of a thick fibrous cap. In advanced lesions, VSMC 

apoptosis favors plaque instability by thinning the fibrous cap, increasing thereby risks of 

plaque rupture and thrombosis [3,4]. 

Among risk factors of cardiovascular diseases, type 2 diabetes (T2D) has become a 

widespread concern. The American Centers for Disease Control and Prevention have 

approximated in the 2011 National Diabetes Fact Sheet that 25.8 million people, 8.3 % of 

the population in USA, were affected by diabetes in 2010 [5]. A major cardiovascular 

complication of T2D is an accelerated process of atherosclerosis pathogenesis, associated 

with metabolic syndrome and insulin resistance [6]. Hyperinsulinemia and a high level of 

plasmatic free fatty acids (FFA) are well known characteristics of these conditions. While 

hyperinsulinemia affects the proliferation, migration and contractility of VSMC [7,8,9], it is 

recognized that FFA at high concentration, and according to their nature, can play various 

roles on VSMC functions. 

Saturated fatty acids (SFA) are present in high proportion in the Western diet, 

associated with increased risk of developing cardiovascular diseases [10,11]. Many studies 

have demonstrated that SFA have a negative impact on different cell types, principally by 

inducing apoptosis. Indeed, it has been reported that SFA such as palmitic or stearic acids 

cause higher level of apoptosis in VSMC [12,13], but also in endothelial cells [14,15], 

hepatocytes [16], β-cells [17,18] and cardiomyocytes [19,20]. On the other hand, 

monounsaturated fatty acids (MUFA), which are more abundant in the Mediterranean diet, 

are recognized for their protective impact against cardiovascular diseases [21,22,23]. 

MUFA such as palmitoleic or oleic acids can reduce the impact of SFA on apoptosis 

[13,15,16]. It has also been demonstrated in different studies that oleic acid promotes 

VSMC proliferation and migration [24,25,26]. Thus, oleic acid seems to have an important 

protective role in late stages of atherosclerosis, by preventing plaque thinning. 
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Most of these studies were performed with individual FFA or with a combination of 

two, but rarely with complex mixes, although dietary fatty acids are composed of a group 

of FFA rather than being limited to one or two of them. Therefore, the role of FFA on 

VSMC apoptosis when they are combined in groups of various proportions is still unclear. 

In one of our previous studies, we found that VSMC apoptosis level was higher when cells 

were treated with adipocyte supernatants isolated from male mice fed with a high fat diet 

from animal origin richer in SFA (named AD, for animal diet) than when treated with 

adipocyte supernatants from male mice fed with a high fat diet from vegetal origin richer in 

MUFA (named VD, for vegetal diet) [27]. This level was further increased when 

adipocytes were stimulated with a high dose of insulin (unpublished data). With these 

results in mind, we hypothesized that in a hyperinsulinemic state, a FFA combination with 

a higher content in SFA (also named AD) would induce higher VSMC apoptosis than a 

FFA combination richer in MUFA (also named VD).  

Thus, this work aims to assess the impact of these two FFA combinations, derived 

from both diets, on the proliferation and apoptosis of VSMC in presence, or not, of a high 

insulin dose. The two combinations tested contain the same FFA but in different 

proportions. Our results show that the FFA combinations have a pro-apoptotic impact on 

VSMC, principally due to SFA. The presence of oleic acid in these combinations reduces 

VSMC apoptosis rates induced by SFA, even more than when oleic acid was alone. Such 

an effect was modulated by the FFA ratios and the presence or not of a high insulin dose. In 

the presence of a competition between pro- and anti-apoptotic mechanisms, these results 

suggest that the relative concentration of each FFA in a combination (SFA vs. MUFA) is as 

important as their total concentrations to determine their impact on VSMC functions. 
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2.2.5 Materials and Methods 

 

2.2.5.1 Cell Isolation and Culture 

VSMC were isolated from aortas of 10 weeks old male mice C57BL/6 (Charles 

River, Montreal, Canada) using a method modified from Ray et al. [28]. Briefly, mice were 

euthanized by a ketamine/xylazine mix and full length aortas, from aortic arch to kidneys, 

were extracted. Freshly isolated aortas were dissected into 2-3 mm pieces and digested with 

type II collagenase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 5h at 37°C, 5 % CO2. The digested 

aortas were then washed twice by centrifugation for 5 minutes at 300 x g to remove all 

traces of collagenase. The obtained VSMC were put in culture to be amplified in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low glucose (Invitrogen), 1 % penicillin-

streptomycin (Invitrogen), 10 % fetal bovine serum (FBS) (PAA, Pasching, Austria), 0,5 

ng/ml EGF and 2 ng/ml FGF-basic (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), at 37°C, 5 % CO2. 

The smooth muscle cell phenotype was confirmed by a positive staining for alpha smooth 

muscle actin (rabbit monoclonal antibody, ab32575, 1:400) and for SM-22α (rabbit 

polyclonal antibody, ab14106, 1:100) (Abcam, Cambridge, MA, USA), both specific 

markers of smooth muscle cells. Positive stains were visualized by immunofluorescence 

with a confocal microscope (LSM510) and analysed with Zeiss LSM Image Browser 

System (Zeiss, Toronto, Canada). Cells at passage 4 or 5 were used throughout this study. 

All animal procedures in this protocol (#2010-59-1) were approved by the Animal Ethics 

Committee of the Montreal Heart Institute. 

 

2.2.5.2 Fatty Acid Preparation and VSMC Stimulations 

Palmitic [C16:0, PAM], palmitoleic [C16:1n-7, PAL], stearic [C18:0, STA], oleic 

[C18:1n-9, OLA], linolenic [C18:3n-3, ALA] and arachidonic [C20:4n-6, ARA] acids 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were dissolved at 50 mM in 80°C water containing a 

10 % excess of NaOH 1N (55 mM). After dissolution, each free fatty acid (FFA) was 

immediately added to a 20 % fatty acid-free bovine serum albumin (FA-free BSA) (PAA) 

solution that has been pre-heated at 45°C to obtain 10 mM FFA stock solutions with a 

molar ratio of 3.3:1 FFA/BSA. The FFA-BSA complexes were stirred at 45°C until 

complete dissolution, filter sterilized and stored in aliquots at -20°C until usage. For VSMC 

stimulations, cells were treated whether with a combination of FFA at a final concentration 

of 900 µM or with individual FFA at the concentration found in each combination. The two 

combinations used contained the same mix of fatty acids but at different ratios and were 

derived from diets with fat of animal origin (AD, D12492, Research Diets, New 

Brunswick, NJ, USA) and vegetal origin (VD, D06061202, Research Diets) used in our 

previous studies [27]. The concentrations of each FFA present in both combinations are 

shown in Table 1. For the control condition, cells were treated with a BSA solution without 

FFA. The VSMC stimulations were done for 24 or 72 h, depending on the measured 

parameter, in the presence or not of 1 nM insulin (Sigma) in 1 % FBS DMEM medium. 

 

2.2.5.3 Proliferation Assays by Manual Counts 

The effects of fatty acid combinations and insulin on proliferation were evaluated 

by manual cell counts. VSMC were plated into 24-well culture plates at a seeding density 

of 1 x 10
4
 cells/well and let grow for 24 h. After an overnight starvation in a 0.1 % FBS 

DMEM medium and a 72 h of stimulation with the fatty acid combinations, with or without 

insulin, cells in each well were trypsinized and re-suspended in 100 µl of 20 % FBS 

DMEM medium for cell count. Live and dead cells were counted by Trypan blue stain 

(Invitrogen) exclusion with a haemocytometer under a phase-contrast microscope. 
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2.2.5.4 Apoptosis Induction as Measured by Caspase-3 Assays 

To determine the level of apoptotic VSMC, cells were seeded in a black 96-well 

plate with clear flat bottom (Corning Inc., Corning, NY, USA) at 2.6 x 10
4
 cells/well and 

stimulated for 24 h with the fatty acid combinations or with individual FFA, with or 

without insulin. Caspase-3 activity was evaluated with the Apo-ONE Homogeneous 

Caspase 3/7 Assay Kit (Promega, Madison, WI, USA), according to manufacturer’s 

instructions. After 2 to 4 h of incubation, the activity was measured on a microplate reader 

(Synergy 2 Multi-Mode, Biotek, Winooski, VT, USA) at 520 nm, the fluorescent emission 

wavelength of the substrate cleaved by caspase-3. 

 

2.2.5.5 Cell Cycle Analysis by Flow Cytometry 

To determine the impact of fatty acid combinations and insulin on cell cycle phase 

modulation, VSMC were plated into 6-well plates at a seeding density of 4 x 10
4
 cells/well 

and stimulated for 24 h as mentioned above. After trypsinization and washing in PBS-BSA 

0.5 %, cells were permeabilized with 0.1 % saponin in PBS for 10 minutes and then fixed 

in a 1:1 acetone/methanol mix at -20°C for another 10 minutes. For DNA staining, after 3 

washing steps, 50 µg/ml propidium iodide (Sigma) in PBS-BSA 0.5 % containing 5 µg/ml 

of ribonuclease A (Sigma) was added to cells for 30 minutes. Following 2 washing steps, 

cell cycle phases were evaluated on a flow cytometer with a 488 nm wavelength argon laser 

(Coulter EPICS XL, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and analyzed with the Weasel 

software (Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Parkville, Australia). Data 

are presented as the percentage of cells in each phase of cell cycle. 
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2.2.5.6 Statistical Analysis 

In all experiments, data are expressed as means ± SEM and each group of data was 

compared using one-way ANOVA with Tukey-Kramer or Dunnett multiple comparison 

tests. A P < 0.05 was considered statistically significant.  

 

2.2.6 Results 

 

2.2.6.1 Fatty Acid Combinations Inhibit VSMC Proliferation 

A 72 h treatment with either AD or VD FFA combination at 900 µM decreased by 

35 to 40 % the number of cells when compared to BSA alone (Fig. 1). This decrease was 

significant for AD and VD when combined with a 1 nM insulin stimulation (AD: 18 587 ± 

1575 cells/well and VD: 17 810 ± 720 cells/well vs. BSA: 30 175 ± 2200 cells/well, P < 

0.0001) whereas in absence of insulin, it was significant only for VD (VD: 16 413 ± 1446 

cells/well vs. BSA: 25 143 ± 3024 cells/well, P = 0.0285). 

 

2.2.6.2 AD and VD FFA Combinations Both Cause the Induction of Apoptosis of 

VSMC 

The observed inhibition of proliferation was related to an enhanced apoptosis rate. 

Indeed, a 24 h treatment with both FFA combinations at 900 µM significantly increased 

caspase-3 activity compared to BSA control condition (AD: 2.90 ± 0.21-fold, VD: 3.00 ± 

0.24-fold vs. BSA without insulin, P < 0.0001; Fig. 2a and AD: 2.73 ± 0.25-fold, VD: 3.65 

± 0.17-fold vs. BSA with insulin, P < 0.0001; Fig. 2b). While caspase-3 activity was the 

same between AD and VD stimulations in absence of insulin, a co-treatment with 1 nM 

insulin increased it for VD compared to AD (P = 0.0220; Fig. 2b). Since this difference 

between the two FFA combinations was not observed in the inhibition of proliferation (Fig. 
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1), the increased level of apoptotic VSMC with VD stimulation combined with insulin may 

be due to a blockage in a cell cycle phase. However, analysis of PI stained cells by flow 

cytometry revealed no significant difference in the cell cycle phases between stimulations 

with AD and VD FFA combinations in absence or presence of insulin (Fig. 3a and b). 

Therefore, enhanced apoptosis following VSMC stimulation with VD FFA combination in 

presence of insulin was not related to a cell cycle blockage. 

 

2.2.6.3 Saturated Fatty Acids Are the Main Inducers of Apoptosis in AD and VD 

Combinations 

To investigate the contribution to apoptosis induction of the different FFA, VSMC 

were also stimulated with each single fatty acid for 24 h at the same concentration than the 

one found either in AD or in VD combinations (Table 1). Caspase-3 activity was mainly 

induced by palmitic (PAM) and stearic (STA) acids, both SFA, at the concentrations found 

in AD (PAM: 75 ± 5 RFU, P < 0.01 vs. PAL and ARA, P < 0.001 vs. ALA), (STA: 86 ± 5 

RFU, P < 0.05 vs. OLA, P < 0.001 vs. PAL, ALA and ARA) when compared with caspase-

3 activity caused by monounsaturated and polyunsaturated fatty acids (MUFA and PUFA) 

(OLA: 52 ± 8 RFU, PAL: 27 ± 7 RFU, ALA: 2 ± 10 RFU, ARA: 20 ± 8 RFU) (Fig. 4a). 

Similar results were demonstrated at the concentrations found in VD (PAM: 116 ± 15 RFU, 

P < 0.001 vs. OLA: 29 ± 2 RFU, PAL: 0 ± 10 RFU and ALA: -4 ± 6 RFU), (STA: 168 ± 2 

RFU, P < 0.001 vs. OLA, PAL and ALA) (Fig. 4b). When stimulations with individual 

FFA were combined with 1 nM insulin, a similar pattern was obtained for concentrations 

present in AD (PAM: 120 ± 3 RFU, P < 0.01 vs. PAL: 60 ±13 RFU, P < 0.001 vs. OLA: 33 

± 4 RFU, ALA: 26 ± 2 RFU and ARA: 25 ± 14 RFU), (STA: 141 ± 6 RFU, P < 0.001 vs. 

OLA, PAL, ALA and ARA) (Fig. 4c) and VD (PAM: 131 ± 5 RFU, P < 0.001 vs. OLA: 20 

± 2 RFU, PAL: 0.33 ± 1.20 RFU and ALA: 29 ± 7 RFU), (STA: 145 ± 5 RFU, P < 0.001 

vs. OLA, PAL and ALA) (Fig. 4d). 
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2.2.6.4 Saturated Fatty Acids Alone Induce Higher Caspase-3 Activity than when 

Combined in AD and VD 

SFA induced much higher apoptosis at concentrations found in both AD and VD 

when added alone to the culture media than when mixed in the combinations. PAM induced 

a 6.8 fold-increase (75 ± 5 RFU), STA a 7.9 fold-increase (86 ± 5 RFU) and, interestingly, 

the MUFA OLA a 4.8 fold-increase (52 ± 8 RFU) in caspase-3 activity compared to the AD 

combination (11 ± 2 RFU, P < 0.001 vs. PAM and STA, P < 0.05 vs. OLA; Fig. 4a). In 

contrast, apoptosis was increased by 16 fold with PAM (116 ± 15 RFU) and by 23 fold with 

STA (168 ± 2 RFU) compared to the VD combination (7.3 ± 0.3 RFU, P < 0.001; Fig. 4b). 

In presence of 1 nM insulin, similar results were obtained at AD concentrations for PAM 

(7.1 fold-increase, 120 ± 3 RFU) and for STA (8.3 fold-increase, 141 ± 6 RFU) compared 

to the AD combination (17 ± 0.6 RFU, P < 0.01), but not significant with OLA stimulation 

(1.9 fold-increase, 33 ± 4 RFU vs. AD combination) (Fig. 4c). A similar pattern was 

induced with single FFA at VD concentrations (PAM: 20 fold-increase, 131 ± 5 RFU and 

STA: 22 fold-increase, 145 ± 5 RFU) compared to the VD combination (6.7 ± 0.9 RFU, P 

< 0.01; Fig. 4d). 

 

2.2.6.5 Oleate Attenuates the Impact of Saturated Fatty Acids on Apoptosis Level in a 

Dose Dependant Manner 

VSMC were stimulated for 24 h with PAM or STA at the same concentrations than 

those in AD and VD combinations. These stimulations were made alone or combined to 

increasing doses of OLA until reaching the concentration of this fatty acid in AD (443 µM) 

or VD (650 µM). OLA reduces the impact of SFA on caspase-3 activity in a dose 

dependent manner at both AD and VD concentrations. At AD concentrations of SFA, OLA, 

at the two highest doses tested, significantly attenuated the effect of PAM (PAM 244 µM + 

OLA 225 µM: 49 ± 9 RFU, + OLA 443 µM: 35 ± 1 RFU vs. PAM 244 µM: 106 ± 5 RFU, 

P < 0.05; Fig. 5a) and at all doses tested for STA (STA 139 µM + OLA 50 µM: 79 ± 3 
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RFU, + OLA 100 µM: 77 ± 12 RFU, + OLA 225 µM: 62 ± 12 RFU, + OLA 443 µM: 44 ± 

10 RFU vs. STA 139 µM: 137 ± 5 RFU, P < 0.01; Fig. 5a). When combined to SFA at VD 

concentrations, all doses of OLA significantly attenuated the level of apoptosis for both 

PAM and STA (PAM 135 µM + OLA 50 µM: 45 ± 9 RFU, + OLA 100 µM: 40 ± 4 RFU, + 

OLA 225 µM: 34 ± 1 RFU, + OLA 443 µM: 30 ± 1 RFU, + OLA 650 µM: 27 ± 2 RFU vs. 

PAM 135 µM: 152 ± 15 RFU, P < 0.001) (STA 106 µM + OLA 50 µM: 65 ± 1 RFU, + 

OLA 100 µM: 49 ± 6 RFU, + OLA 225 µM: 38 ± 1 RFU, + OLA 443 µM: 31 ± 2 RFU, + 

OLA 650 µM: 32 ± 0.3 RFU vs. STA 106 µM: 207 ± 2 RFU, P < 0.001) (Fig. 5b).  

With a 1 nM insulin co-treatment, the reducing effect of OLA on PAM at AD 

concentration was significant for all doses (PAM 244 µM + OLA 50 µM: 48 ± 7 RFU, + 

OLA 100 µM: 32 ± 2 RFU, + OLA 225 µM: 30 ± 1 RFU, + OLA 443 µM: 24 ± 2 RFU vs. 

PAM 244 µM: 150 ± 3 RFU, P < 0.01; Fig. 5c) and, as already observed without insulin, 

on STA too (STA 139 µM + OLA 50 µM: 68 ± 9 RFU, + OLA 100 µM: 41 ± 4 RFU, + 

OLA 225 µM: 33 ± 1 RFU, + OLA 443 µM: 31 ± 2 vs. STA 139 µM: 178 ± 6 RFU, P < 

0.01; Fig. 5c). At VD concentrations in presence of insulin, OLA maintained its capacity to 

reduce SFA-induced caspase-3 activity (PAM 135 µM + OLA 50 µM: 53 ± 4 RFU, + OLA 

100 µM: 43 ± 2 RFU, + OLA 225 µM: 40 ± 0.3 RFU, + OLA 443 µM: 34 ± 1 RFU, + OLA 

650 µM: 32 ± 1 RFU vs. PAM 135 µM: 174 ± 5 RFU, P < 0.01) (STA 106 µM + OLA 50 

µM: 48 ± 1 RFU, + OLA 100 µM: 42 ± 1 RFU, + OLA 225 µM: 40 ± 2 RFU, + OLA 443 

µM: 37 ± 2 RFU, + OLA 650 µM: 34 ± 2 RFU vs. STA 106 µM: 199 ± 5 RFU, P < 0.01) 

(Fig. 5d). 

 

2.2.6.6 The Combination of Oleate and SFA Has a Higher Reducing Effect than 

Oleate Alone on Apoptosis Level at AD Concentrations 

Interestingly, when PAM and OLA were combined at concentrations present in AD, 

the caspase-3 activity was significantly lower than with OLA alone (PAM 244 µM + OLA 

443 µM: 35 ± 1 RFU vs. OLA 443 µM: 74 ± 8 RFU, P < 0.05; Fig. 5a). In presence of 1 
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nM insulin, this phenomenon was observed starting from 100 µM OLA when combined 

with PAM (PAM 244 µM + OLA 100 µM: 32 ± 2 RFU, + OLA 225 µM: 30 ± 1 RFU, + 

OLA 443 µM: 24 ± 2 RFU vs. OLA 443 µM: 54 ± 4 RFU, P < 0.01; Fig. 5c) and from 225 

µM OLA when combined with STA (STA 139 µM + OLA 225 µM: 33 ± 1 RFU, + OLA 

443 µM: 31 ± 2 RFU vs. OLA 443 µM, P < 0.05; Fig. 5c). This observation was not made 

at VD concentrations, either with or without insulin. 

 

2.2.7 Discussion 

A high plasmatic concentration of FFA is a common feature in patients suffering 

atherosclerosis in combination with T2D. It is generally accepted that SFA, known to 

induce apoptosis in many cell types, have a pro-atherogenic role on vascular cells [17,20]. 

In contrast, MUFA have a protective impact with an anti-apoptotic effect [13,15]. Since 

most studies are conducted with only one or two FFA at a time, little is known about the 

impact of relevant complex groups of FFA on vascular cells. In this study, we assessed the 

impact of two FFA combinations, containing the same FFA but in different proportions, on 

VSMC viability. The AD combination was richer in SFA than the VD combination, which 

contained a higher proportion of MUFA. The AD combination was inspired by the Western 

diet composition, while the VD combination was rather modeled on the Mediterranean diet. 

The hyperinsulinemia found in diabetic and atherosclerotic patients was reproduced by the 

addition of insulin to FFA combinations in the cellular assays. 

The first parameter evaluated was VSMC proliferation. Since BSA, used for FFA 

solubility, and insulin are individually known to be pro-proliferative [29,30], an enhanced 

mitogenic action was expected with those mixed proteins. The detectable FFA effects in 

vitro though are exceeding BSA effects, as studies have demonstrated a pro-proliferative 

impact of oleic acid [25] and an anti-proliferative impact of stearic acid [15] compared to 

BSA controls. When using FFA combinations, we rather observed an inhibition of VSMC 

proliferation, significant with VD combination in absence of insulin. The anti-mitotic effect 
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of AD combination became apparent in the hyperinsulinemic condition. This observation 

suggests that insulin cannot counteract the impact of FFA combinations on VSMC 

proliferation. Indeed, the pro-proliferative effect of insulin alone on VSMC is relatively 

low, with around 20 % increase in proliferation for cells treated 72 hours with insulin doses 

from 0.5 to 5 nM compared to untreated cells (data not shown).  

Since a large proportion of FFA in the combinations used for this study was 

composed of pro-apoptotic SFA, we hypothesized that the observed inhibition of VSMC 

proliferation could be due to an induction of apoptosis. With individual FFA, at 

concentrations found in AD and VD combinations, the highest caspase-3 activity was 

associated to SFA. Also, the apoptosis rate of VSMC was much lower with mixed FFA 

than with the majority of individual FFA, except for the PUFA. This important observation 

suggests the presence in the combinations of one or more FFA with a protective impact on 

cell viability. Because oleic acid is the most abundant FFA in the combinations and is well 

known for its anti-apoptotic activity, we postulated that it may be primarily responsible for 

the protective effect. We confirmed the anti-apoptotic dose-dependent properties of oleic 

acid on VSMC stimulated with palmitic or stearic acids at concentrations found in both 

combinations. This effect could be due to an enhanced SFA internalization into 

triacylglycerol (TAG) vesicles by oleic acid. It was reported that internalized oleic acid is 

preferentially integrated into cellular TAG vesicles. In contrast, SFA are rather metabolized 

in their active form involved in lipotoxicity effects. However, the combination of SFA with 

oleic acid favors the integration of SFA into TAG vesicles, with an inverse correlation 

between FFA lipotoxicity and storage levels into TAG [15,31,32]. 

Surprisingly, oleic acid attenuated VSMC apoptosis levels more strongly when 

combined to a SFA than when used alone, but only at AD concentrations. This observation 

suggests a competition between pro- and anti-apoptotic mechanisms that relies on given 

relative concentrations of SFA and MUFA. At AD concentrations, the phenomenon was 

significant only when oleic acid was almost two times more abundant (1.82 fold) than 

palmitic acid. With stearic acid, a similar ratio was reached with 225 µM oleic acid (1.62 
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fold). In this case, significant inhibition of caspase-3 activity was not reached most 

probably because of the higher pro-apoptotic potential of stearic acid compared to palmitic 

acid. A better protective effect was obtained at a 3:1 ratio (oleic acid/stearic acid), without 

being significant, although very close. At VD concentrations, oleic acid combined to a SFA 

tends to have the same effect. However, since the apoptosis level with the VD 

concentration of oleic acid (650 µM) alone was initially lower than at AD concentration, it 

becomes difficult to further reduce it when added to SFA. This could explain why the effect 

seems to be more important at AD concentrations. It also highlights the importance of 

MUFA in the AD combination, which is rich in harmful SFA. 

In presence of insulin, the basal apoptosis rate observed with oleic acid was lower 

than without insulin. This combined protective effect was transposed in a further reduction 

of VSMC apoptosis when single SFA was added at AD concentration. This effect was 

observed this time with both palmitic and stearic acids even with lower oleic acid doses. It 

is known that insulin increases fatty acid transporter CD36 translocation on cell surface, 

increasing therefore FFA uptake [33]. Since it has been demonstrated that there is no 

specific preference for FFA binding to CD36 [34], this probably did not have an impact on 

oleic acid uptake compared to SFA uptake. However, as an anabolic hormone, insulin is 

known to reduce palmitic acid β-oxidation and to increase its esterification into TAG in 

skeletal muscle [35]. Thus, oleic acid could be more effective in presence of insulin in 

VSMC due to a combined promotion of SFA integration into TAG vesicles rather than to a 

preferential cellular uptake. 

 Besides oleic acid and SFA, AD and VD combinations contained other FFA such 

as palmitoleic, linolenic and arachidonic acids. These three FFA were in much lower 

proportions, but still could have affected VSMC viability. Indeed, palmitoleic and linolenic 

acids are recognized to reduce the pro-apoptotic impact of SFA in different cell types by 

inhibiting endoplasmic reticulum stress [16,36,37,38]. It is probable though that the 

concentration of palmitoleic acid in VD combination was too low to have any impact on 

cell viability. When testing for linolenic acid, we observed an apoptosis level similar to the 
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one obtained with its respective BSA control at AD concentration. At VD concentration, 

the apoptosis level was even lower with linolenic acid than with its BSA control, hence 

corroborating with the anti-apoptotic effect described above. In presence of insulin 

however, apoptosis rates were slightly higher. Since PUFA are particularly sensitive to 

oxidation, they could potentially be oxidized more easily in a hyperinsulinemic condition, 

thus increasing apoptosis rates. This is although a hypothesis, since to our knowledge, no 

study was ever published concerning possible links between insulin and PUFA oxidation 

levels. For arachidonic acid, it has been demonstrated in turn that its oxidation-derived 

products have a pro-apoptotic impact on VSMC [39]. As it is only part of the AD mix, we 

were expecting a higher apoptosis rate for this combination than for VD. Nevertheless, in 

the previously mentioned study, the investigators noticed decreasing cell viability from a 

minimal concentration of 20 µM for this FFA [39]. Since arachidonic acid concentration in 

the AD combination was 17.1 µM, it was likely too low to create an impact on VSMC 

apoptosis. 

Taken together the results from this investigation suggest that the AD combination 

was not more harmful for VSMC than the VD combination in a hyperinsulinemic 

condition. In our previous study, VSMC apoptosis rates were higher when cells were 

stimulated with insulin-treated adipocyte supernatants derived from mice fed with the AD 

rather than with the VD. The adipose tissue of mice was conditioned in vivo by each high 

fat diet for 20 weeks, resulting in metabolic alterations leading to T2D development [27]. 

Adipocytes were then isolated, stimulated or not with insulin and supernatants were 

collected to obtain conditioned media for VSMC stimulations. In that case, stimulation 

media contained other components than FFA, including adipokines, which influenced 

VSMC functionality and viability. Adiponectin, one of the most important hormones 

secreted by adipocytes, is associated to an anti-atherogenic impact. It impairs palmitic acid-

induced apoptosis of endothelial cells by reducing ROS production. Adipocytes also secrete 

leptin, which has a pro-atherogenic impact [40] and a mitogenic effect on VSMC [41]. 
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Adipocyte supernatants from AD and VD groups used to stimulate VSMC had lower 

adiponectin levels but higher leptin levels compared to those from the control diet.   

In addition, the nature and quantity of released FFA by adipocytes is influenced by 

the ingested diets. After ingestion, FFA are metabolized and stored in adipocytes. Upon 

adipocyte isolation, the ratio of FFA released in supernatants could be quite different from 

the initial proportions found in the diets, due in part to metabolic alterations developed by 

mice fed on high fat diets [27]. While some evidences suggest that FFA composition of 

TAG stored in adipocytes is similar to the FFA composition ingested, conflicting results 

propose that the ratio of secreted FFA is not always similar to the ratio of FFA into TAG 

[42,43,44,45,46]. FFA relative release compared to its percentage into TAG depends on 

FFA chain length and insaturation degree. Accordingly, a higher release is reported for 

palmitoleic, linolenic and arachidonic acids. This selective mechanism might be altered 

according to the dysfunction degree in adipocytes, with hypertrophy found to be more 

extensive in cells from mice fed with AD compared to those from mice fed with VD, a 

pattern associated to increased lipolysis [47]. Therefore, FFA relative release combined to 

adipocyte dysfunction contribute to explain the difference between results on VSMC 

viability of our present in vitro and previous in vivo based works even if the FFA ratios 

used in the actual combinations were selected from those found in the mice diets. In the 

current experimental setting, no adipokines were involved and the exact FFA 

concentrations in media were known, offering a better defined environment for VSMC 

stimulation.  

In conclusion, these results demonstrate that complex groups of FFA representative 

of what is found in modern diets may have a negative impact on VSMC viability. They 

highlight the importance of MUFA in combinations containing high proportions of SFA to 

attenuate increased VSMC apoptosis rates. They also underline that the relative 

concentration of a given FFA in a combination is as important as its total concentration on 

the pro- and anti-apoptotic balance. 
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2.2.11 Tables 

 

Table 1. Molar ratios of the two fatty acid combinations. 

Fatty acid (µM/900 µM) AD combination VD combination 

C16:0 PAM 244 135 

C16:1n-7 PAL 39 1.8 

C18:0 STA 139 106 

C18:1n-9 OLA 443 650 

C18:3n-3 ALA 18 8.1 

C20:4n-6 ARA 17.1 0 

   

Total SFA 383 241 

Total MUFA cis 482 652 

Total PUFA cis 35.1 8.1 

   

PAM Palmitic acid, PAL Palmitoleic acid, STA Stearic acid, OLA Oleic acid, ALA Alpha-

linolenic acid, ARA Arachidonic acid, SFA Saturated fatty acids, MUFA Monounsaturated 

fatty acids, PUFA Polyunsaturated fatty acids 

 

 

2.2.12 Figure Legends 

 

Figure 1. Effect of fatty acid combinations on VSMC proliferation. Cells were 

stimulated for 72 h with either AD or VD fatty acid combinations at 900 µM, in the 

presence or not of 1 nM insulin. Cell proliferation was evaluated by manual counts. Data 
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are means ± SEM and represent the number of cells per well of a culture plate (n = 7). * P 

< 0.05 vs. BSA. ††† P < 0.001 vs. BSA I. 

 

Figure 2. Impact of fatty acid combinations on the induction of apoptosis of VSMC. 

Cells were treated for 24 h with either AD or VD fatty acid combinations at 900 µM in the 

absence (a) or presence (b) of a co-treatment with 1 nM insulin. The induction of apoptosis 

was measured by caspase-3 activity. Data are means ± SEM and represent the relative 

caspase-3 activity (fold-increase) compared to BSA controls (n = 4). *** P < 0.001 vs. 

BSA. ††† P < 0.001 vs. BSA I. ‡ P < 0.05 AD I vs. VD I. 

 

Figure 3. Influence of fatty acid combinations on the modulation of VSMC cell cycle 

phases. Cells were treated for 24 h with either AD or VD fatty acid combinations at 900 

µM in the absence (a) or presence (b) of a co-treatment with 1 nM insulin. Cell cycle 

modulation was evaluated by flow cytometry with a PI staining. Data are means ± SEM and 

are expressed as percentage of cells in each cell cycle phase (n = 4). The black bars 

represent VD combination, the gray bars are for AD combination and the white bars for 

BSA. 

 

Figure 4. PAM and STA are the main inducers of VSMC apoptosis in the fatty acid 

combinations. Cells were stimulated for 24 h with individual fatty acids present in the 

combinations at concentrations found in AD combination (a, c) or VD combination (b, d) 

in the absence (a, b) or presence (c, d) of a co-treatment with 1 nM insulin. The induction 

of apoptosis was measured by caspase-3 activity. Data are means ± SEM (BSA control 

values for each fatty acid were subtracted) and represent the relative fluorescence intensity 

(RFU) of the product of Z-DEVD-R110 substrate, cleaved by the active caspase-3 into its 

R110 fluorescent form (n = 3).The black bars represent AD or VD combination, the bars 

with a large grid are for SFA, those with a small grid for MUFA and the dotted bars are for 
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PUFA. * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001 vs. AD or VD combination. †† P < 0.01 

and ††† P < 0.001 vs. PAM. δ P < 0.05 and δδδ P < 0.001 vs. STA. 

 

Figure 5. Protective effect of OLA on VSMC apoptosis induced by SFA. Cells were 

stimulated for 24 h with PAM or STA alone or combined with increasing doses of OLA in 

the absence (a, b) or presence (c, d) of 1 nM insulin. Concentrations used for PAM, STA 

and for maximal doses of OLA were those found in AD (a, c) or VD (b, d) combinations. 

The induction of apoptosis was measured by caspase-3 activity. Data are means ± SEM and 

represent the relative fluorescence intensity (RFU) formed by active caspase-3 (n = 3). † P 

< 0.05, †† P < 0.01, ††† P < 0.001 vs. PAM. δδ P < 0.01, δδδ P < 0.001 vs. STA. * P < 

0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 vs. OLA alone (black bars). 
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2.2.13 Figures 

 

Figure 1. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 
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3.1 Caractérisation du phénotype des CMLV en culture 

 

La technique utilisée pour l’isolation des CMLV à partir d’aortes de souris, décrite 

par JL Ray et al (113), permet normalement d’exclure tout autre type cellulaire. Cependant, 

puisque l’aorte contient également des CE dans son intima et des fibroblastes dans son 

adventice, il était primordial de s’assurer du phénotype des cellules isolées. Pour ce faire, 

l’expression de deux protéines spécifiques aux CML a été évaluée à l’aide de la 

microscopie confocale sur les cellules mises en culture. Il s’agit d’α-SMA (pour alpha-

Smooth Muscle Actin) et de SM-22α (aussi appelée transgéline). La figure 9 ci-dessous 

montre le marquage positif pour ces deux protéines, confirmant que les cellules isolées sont 

bien des CMLV. Les cellules maintiennent ce phénotype au moins jusqu’aux quatrième et 

cinquième passages, auxquels les expériences réalisées au cours de ce projet ont toutes été 

effectuées. 

 

Figure 9. Confirmation du phénotype des CMLV. Des cellules isolées d’aortes de souris 

et mises en culture ont été marquées à passage 4 avec α-SMA (vert) et SM-22α (rouge), de 

même qu’avec un marqueur nucléaire (TOPRO-3, bleu), puis visualisées en microscopie 

confocale. Le marquage positif confirme le phénotype musculaire lisse des cellules. 
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3.2 L’effet des combinaisons d’AGL sur l’activité métabolique 

des CMLV 

 

Les expériences de comptes cellulaires présentées dans l’article scientifique (section 

2.2.6.1) ont permis de démontrer que les combinaisons d’AGL avaient un effet inhibiteur 

sur la prolifération des CMLV lorsque comparées à un véhicule contenant uniquement de 

l’albumine de sérum bovin (contrôle de BSA). Cette inhibition a également été confirmée 

par une réduction de l’activité métabolique des CMLV traitées avec les combinaisons 

d’AGL lors d’essais MTS, tel que démontré à la figure 10 par une réduction de 

l’absorbance du formazan lorsque comparée au contrôle de BSA. La réduction observée 

était cependant significative uniquement en absence d’insuline (DV : 0,205 ± 0,012 et DA : 

0,188 ± 0,010 vs BSA : 0,363 ± 0,029, P < 0,0001). Le formazan est le produit coloré 

quantifiable qui résulte de la réduction du MTS par les enzymes déshydrogénases 

retrouvées dans les cellules métaboliquement actives. De ce fait, le nombre de cellules 

vivantes est proportionnel à l’absorbance générée par la quantité de formazan produit. 

Le kit pour réaliser les essais MTS, le CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell 

Proliferation Assay kit, provient de la compagnie Promega et le protocole utilisé est celui 

recommandé par le manufacturier. Brièvement, les CMLV ont été stimulées pendant 72 h 

avec les combinaisons d’AGL, avec ou sans insuline, puis elles ont été incubées pendant 1 

h à 37°C avec le mélange MTS/PMS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt]/phenasine 

methosulfate). L’absorbance à 490 nm du formazan produit a été mesurée à l’aide d’un 

lecteur de plaque (Synergy Multi-Mode). 

 

 



 

 

 

92 

DV DA BSA DV I DA I BSA I
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

***

Insuline (1 nM) + + +

A
b

s
o

rb
a

n
c

e
 d

u
 f

o
rm

a
z
a

n

à
 4

9
0

 n
m

 

Figure 10. Effet des combinaisons d’AGL sur l’activité métabolique des CMLV. Les 

cellules ont été stimulées pendant 72 h soit avec la combinaison DV ou DA à 900 µM, en 

présence (DV I, DA I et BSA I) ou non de 1 nM d’insuline. L’activité métabolique des 

cellules a été déterminée par essais MTS. Les données sont présentées sous forme de 

moyennes ± SEM (pour standard error of the mean ou erreur type de la moyenne). Les 

différentes colonnes du graphique montrent l’absorbance à 490 nm du formazan produit par 

la réduction du MTS dans les cellules métaboliquement actives (trois expériences 

indépendantes en absence d’insuline et une expérience indépendante en présence 

d’insuline). *** P < 0,001 vs BSA. 
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L’objectif principal de ces travaux de maîtrise était d’évaluer l’impact de deux 

combinaisons des mêmes AGL à forte concentration, combinés à des proportions 

différentes, sur la prolifération et la sensibilité à l’apoptose des CMLV. Les effets d’une 

haute dose d’insuline sur ces fonctions ont également été mesurés, afin de recréer la 

condition d’hyperinsulinémie retrouvée chez les patients souffrant de DT2 avec 

athérosclérose coronarienne.  

La majorité des études s’entendent pour dire que les AGS ont un impact pro-

apoptotique sur les cellules vasculaires alors que les AGMI ont quant à eux un rôle plutôt 

protecteur en atténuant cet effet. Toutefois, la plupart de ces recherches évaluent l’impact 

que d’un ou deux AGL à la fois. Peu de données existent quant aux effets de groupes 

complexes d’AGL, plus représentatifs de l’alimentation humaine, sur la viabilité des 

CMLV. Les recherches antérieures de l’équipe du Dr Jean-François Tanguay ont permis de 

déterminer que la composition en AGL dans une diète pouvait moduler le profil sécrétoire 

des adipocytes et affecter ainsi la fonctionnalité des CMLV. Ceci a été démontré à l’aide 

d’adipocytes provenant de souris nourries avec l’une ou l’autre des deux diètes riches en 

gras (DA et DV). Les adipocytes avaient été stimulés ou non in vitro avec de l’insuline, les 

surnageants avaient ensuite été récoltés pour être mis en contact avec des CMLV. Pour ce 

présent projet de maîtrise, nous avons voulu vérifier in vitro l’effet direct de deux 

combinaisons d’AGL (également nommées DA et DV), dont les compositions s’inspirent 

des diètes des précédents travaux, sur la viabilité des CMLV en présence ou non d’une forte 

dose d’insuline. 

Ainsi, les résultats de ce projet ont permis de démontrer que la présence de groupes 

complexes d’AGL à une forte concentration inhibe la prolifération des CMLV en induisant 

leur apoptose. Nous avons également pu préciser que cette induction d’apoptose par les 

combinaisons d’AGL était principalement due aux AGS présents dans ces combinaisons et 

que l’acide oléique avait la capacité de la réduire. Nos expériences avec des AGS combinés 

à des doses croissantes d’acide oléique suggèrent que, sans cet AGMI, les taux d’apoptose 

avec les combinaisons seraient beaucoup plus élevés. Ces expériences nous ont également 
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permis d’établir que l’acide oléique atténuait plus fortement le taux d’apoptose des CMLV 

lorsque combiné aux AGS que lorsqu’il était seul, mais ce, uniquement aux ratios retrouvés 

dans la combinaison DA; un phénomène amplifié en condition hyperinsulinémique. Ces 

résultats suggèrent donc la présence d’une compétition entre les mécanismes pro-

apoptotiques et anti-apoptotiques dépendante des ratios des AGL concernés et de la 

présence d’insuline.  

Cette étude démontre pour la première fois que les proportions d’AGL de 

différentes classes (AGS vs AGMI) semblent toutes aussi importantes que leurs 

concentrations totales dans une combinaison quant à leurs effets sur la fonction vasculaire 

et ce, plus particulièrement en condition d’hyperinsulinémie. Ces observations pourraient 

avoir un impact majeur pour l’élaboration de diètes destinées aux patients diabétiques et 

athérosclérotiques. 
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4.1 La stabilité du phénotype des CMLV en culture 

 

Avant de débuter les expériences avec les combinaisons d’AGL, il était primordial 

de s’assurer de la stabilité du phénotype des CMLV mises en culture. Trouver des 

marqueurs spécifiques aux cellules du muscle lisse n’est pas chose facile. En effet, la 

plupart d’entre eux peuvent être exprimés par d’autres types cellulaires sous certaines 

conditions physiologiques ou pathologiques. Il est donc préférable de confirmer le 

phénotype des CMLV à l’aide d’au moins deux marqueurs, bien que plusieurs études n’en 

utilisent souvent qu’un, soit l’α-SMA, le marqueur des CML le plus populaire. Or cette 

protéine peut également être exprimée par des fibroblastes activés (myofibroblastes) de 

l’adventice lors du remodelage vasculaire en cas de lésions (114, 115). Les CMLV utilisées 

dans mon projet proviennent d’aortes de souris saines dont l’adventice a été enlevé; il est 

donc peu probable qu’il y ait présence de myofibroblastes. Le marquage positif observé à la 

figure 9, présentée à la section 3.1, sur la majorité des cellules pour deux protéines du 

muscle lisse (SM-22α et α-SMA), nous permet ainsi d’affirmer que nous sommes bel et 

bien en présence de CML. 

SM-22α et α-SMA sont deux protéines impliquées dans la contractilité des CML, la 

première dans sa régulation et la deuxième faisant partie de l’appareil de contraction. Ces 

protéines sont donc plus fortement exprimées parmi les CMLV en stade contractile que 

parmi celles en stade prolifératif (10). Une forte proportion de CMLV en stade contractile 

est caractéristique d’un vaisseau sanguin sain. Puisque les CMLV utilisées dans ce présent 

projet proviennent de souris de type sauvage en santé et que l’expression des deux 

marqueurs sélectionnés est maintenue, nous pouvons conclure que le phénotype des CMLV 

est stable, du moins jusqu’à un minimum de cinq cycles d’amplification en culture. 

L’utilisation de CMLV provenant de souris de type sauvage a été sélectionnée dans 

un premier temps pour ce présent projet de maîtrise, afin d’obtenir tout d’abord des 

résultats sur un modèle sain. Cependant, à titre de suite du projet, il serait pertinent de 
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refaire les expériences en condition pathologique avec des CMLV isolées de souris 

athérosclérotiques, telles que les souris ApoE -/-. En effet, les CMLV présentes dans les 

plaques d’athérome sont retrouvées sous différents phénotypes en fonction du stade de la 

pathologie. Tel que décrit à la section 1.2.2.2, les CMLV de la média vont proliférer et 

migrer vers l’intima d’une artère pour former un cap fibreux. Les cellules sont donc dans un 

stade plutôt prolifératif que contractile. Selon leur stade, les CMLV n’ont pas la même 

fonction et n’expriment pas les mêmes protéines aux mêmes proportions. Les cellules en 

stade contractile expriment principalement des protéines impliquées dans la fonction de 

contraction, tandis que les cellules en stade prolifératif expriment plutôt des protéines de la 

matrice extracellulaire (10). Les CMLV de la plaque d’athérome peuvent également se 

transdifférencier en cellules spumeuses en phagocytant les molécules de cholestérol qui 

s’accumulent dans l’intima (116). Ce mélange de phénotypes présents au moment de 

l’isolation et de la mise en culture des CMLV pourrait moduler les résultats obtenus lors 

des stimulations avec les combinaisons d’AGL lorsque comparés aux résultats obtenus avec 

des CMLV saines principalement en stade contractile. 



 

 

 

98 

4.2 La préparation des combinaisons d’acides gras 

 

4.2.1 Le choix des différents acides gras dans les combinaisons 

Ce projet découle de travaux effectués précédemment dans notre laboratoire. Le 

profil d’AGL utilisé pour former les combinaisons testées in vitro s’inspire du profil 

d’AGL dans les diètes riches en gras ayant alors servies à nourrir les souris (voir le tableau 

I présenté à la section 1.5 pour le pourcentage des différents AGL dans chacune des diètes, 

de même que pour les pourcentages totaux en AGS, AGMI et AGPI). La majorité des AGL 

de la DA sont d’origine animale. Il est donc normal d’y observer une plus forte proportion 

en AGS que dans la DV, puisque tel que mentionné dans la section 1.4.1, les AGS sont 

surtout retrouvés dans la viande. Dans la DV, la majorité des AGL sont d’origine végétale, 

d’où le fait qu’il y ait une plus forte proportion en AGMI, puisque ceux-ci sont 

principalement présents dans les huiles végétales. Les ratios entre les différents AGL dans 

ces diètes sont très représentatifs de ceux retrouvés dans notre alimentation et dans notre 

organisme. En effet, les acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique sont les AGL les 

plus abondants dans notre régime alimentaire et donc, dans la composition lipidique du 

corps (117). Les pourcentages retrouvés dans le plasma de sujets sains correspondent par 

ailleurs très bien aux pourcentages retrouvés plus particulièrement dans la DA (acide 

palmitique 28 %, acide stéarique 12 %, acide oléique 35 % et acide linoléique 12 %) (118). 

Par sa plus forte teneur en AGS, la DA s’apparente à la diète occidentale, tandis que la DV 

est plutôt inspirée de la diète méditerranéenne. 

Pour la confection des combinaisons d’AGL utilisées dans ce projet-ci, nous nous 

sommes assurés qu’elles soient les plus représentatives possible du profil retrouvé dans les 

diètes, en se limitant toutefois aux six AGL les plus abondants au lieu des dix présents dans 

les diètes (voir le tableau II présenté à la section 1.5 pour le pourcentage de chaque AGL 

présent dans les combinaisons, de même que leurs concentrations relatives sur un total de 

900 µM). En plus d’alléger le processus de préparation des AGL, cette sélection permettait 
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de faire ressortir les différences principales tout en conservant bon nombre des interactions 

possibles. La concentration de 900 µM a été choisie puisqu’elle correspond à une forte 

concentration plasmatique d’AGL, légèrement plus élevée que celles retrouvées dans le 

sang des patients diabétiques, sans être pour autant aussi élevée qu’une dose 

pharmacologique (1000-1500 µM) (119). 

Puisqu’ils sont les plus abondants chez les mammifères et dans les diètes décrites 

dans le tableau I, la plupart des AGL à 16 et 18 atomes de carbone ont été intégrés dans les 

combinaisons. Bien que l’acide linoléique fasse partie de cette catégorie, nous avons décidé 

de l’exclure des combinaisons, car le but initial de ce projet était d’analyser les différences 

entre les deux combinaisons, or cet AGL est retrouvé dans la même proportion dans la DA 

et la DV. Les acides myristique, myristoléique et arachidique ont également été exclus étant 

donné leurs très faibles concentrations. Même s’il est lui aussi en assez faible proportion, 

l’acide arachidonique a été inclus, puisqu’il n’est présent que dans la DA. Au final, les 

pourcentages des AGL retrouvés dans les combinaisons sont semblables à ceux retrouvés 

dans les diètes. La principale différence entre les combinaisons et les diètes est le 

pourcentage d’AGPI totaux, qui est plus faible dans les combinaisons dû à l’absence de 

l’acide linoléique. 

 

4.2.2 Les modes de solubilisation des acides gras 

Les acides gras sont des molécules de nature hydrophobe étant donné leur chaîne 

hydrocarbonée non polaire. Ils sont donc très peu solubles dans un milieu aqueux et voir 

même insolubles dans le cas des AGL à longues chaînes (120). Puisque différentes façons 

de dissoudre les AGL sont répertoriées dans la littérature et que notre équipe n’avait jamais 

utilisé de telles solutions en culture cellulaire, des mises au point quant au mode de 

solubilisation des AGL ont d’abord dû être effectuées avant d’initier le projet.  
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4.2.2.1 Solubilisation dans l’éthanol 

Par leur structure hydrophobe, les AGL se solubilisent bien dans les solvants 

organiques tels que l’éthanol. Plusieurs études publiées ont d’ailleurs utilisé l’éthanol 

comme agent de solubilisation des AGL (91, 100, 121-123). En plus d’être une approche 

simple, c’est l’un des rares solvants organiques à être non toxique pour les cellules à faible 

concentration. Ce fut donc le premier choix testé pour la préparation des combinaisons 

d’AGL. Il est cependant vite devenu évident, lors des premiers essais de prolifération des 

CMLV, que l’éthanol était toxique pour les cellules et interférait avec les effets des AGL. 

En effet, nous avions testé trois concentrations différentes des combinaisons d’AGL pour 

ces premiers essais, soit 300, 600 et 900 µM, de même que trois véhicules contenant 

seulement de l’éthanol, aux mêmes concentrations que celles retrouvées dans les 

combinaisons (0,3 à 0,9 % v/v). Nous avons observé une diminution de l’activité 

métabolique des cellules en fonction de la dose d’AGL, nous laissant croire qu’ils 

diminuaient la prolifération des CMLV. Cependant, une baisse similaire de l’activité 

métabolique était également observée en fonction de la concentration d’éthanol dans les 

conditions témoins. À une faible concentration d’éthanol, soit celle contenue dans une 

solution de 300 µM d’AGL, c’est-à-dire 0,3 % (v/v), l’activité métabolique était la même 

que celle en milieu de culture sans éthanol ni AGL. Par contre, elle était beaucoup plus 

faible aux concentrations d’éthanol contenues dans les solutions d’AGL de 600 et 900 µM, 

soit 0,6 et 0,9 % (v/v) respectivement. Ainsi, les résultats observés étaient dus à une toxicité 

de l’éthanol, dont la concentration finale dans le milieu de culture des CMLV était trois fois 

trop élevée pour la condition de 900 µM d’AGL envisagée pour nos essais. Il a donc fallu 

essayer un nouveau mode de solubilisation des AGL qui ne contiendrait pas de composé 

risquant d’être toxique pour les cellules.  
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4.2.2.2 Formation de sels d’acides gras 

Une autre méthode de dissolution des AGL consiste à les intégrer dans une solution 

aqueuse alcaline. Ainsi, en ajoutant de l’hydroxyde de sodium (NaOH) dans de l’eau en 

présence des AGL, les ions Na
+
 vont réagir avec le groupement carboxyle des acides gras 

(COO
-
 dans l’eau) pour former des sels d’acides gras. Ce procédé modifie la polarité des 

AGL, les rendant beaucoup plus faciles à dissoudre dans l’eau. Cette méthode, appelée 

saponification, est à la base de la fabrication du savon, en permettant d’hydrolyser des 

molécules de TG en présence de NaOH pour former des sels d’AGL et du glycérol (124). 

Différentes études évaluant les impacts des AGL sur la fonctionnalité des CMLV utilisent 

cette méthode pour la préparation de leurs solutions (99, 104). Donc, pour la deuxième 

mise au point de solubilisation, les AGL présents dans les combinaisons ont cette fois-ci été 

dissous dans de l’eau chauffée à 80°C contenant du NaOH 1N, avec un excès de 10 % par 

rapport à la concentration des AGL. L’eau chaude contribue à faciliter la solubilisation des 

AGL (125). Avec cette façon de procéder, il n’y avait pas de risque de toxicité de solvant 

pour les cellules. Pour achever la préparation des solutions des AGL en vue des 

expériences, ces derniers ont par la suite été complexés à la BSA. 

 

4.2.2.3 Les acides gras complexés à l’albumine 

La grande majorité des études réalisées sur les effets biologiques des acides gras 

utilisent des AGL complexés à l’albumine et ce, pour deux raisons principales : afin de 

faciliter la solubilisation des AGL en milieu aqueux et pour se rapprocher le plus possible 

des conditions physiologiques. L’albumine, une protéine de 67 KDa, représente environ 60 

% des protéines totales du sérum. Elle est donc de loin la protéine la plus abondante dans la 

circulation sanguine. Ces principales fonctions sont de participer à la maintenance de la 

pression oncotique et du pH dans le sang en plus de servir de transporteur pour diverses 

molécules telles que les AGL, les ions métalliques, les stéroïdes et certaines drogues. 

L’albumine a également des propriétés antioxydantes, puisqu’elle peut lier les espèces 
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réactives à l’oxygène (ROS) et également diminuer leur production en chélatant des ions 

métalliques (126, 127). 

Ainsi, pour les deux raisons mentionnées plus haut, les AGL solubilisés dans l’eau 

alcaline ont immédiatement été complexés à la BSA, puis congelés. Cette série de 

procédures a permis de maintenir les AGL dissous dans l’eau, empêchant leur précipitation 

lors de la baisse de température. Puisque les AGL insaturés sont également sensibles à 

l’oxydation lorsqu’exposés à l’air, la lumière et la chaleur, le fait de les conserver à la 

noirceur dans un congélateur sous forme d’aliquots utilisés une seule fois et gardés pour 

une durée maximale prédéterminée permet de ralentir ce processus (128). Cette durée 

maximale a été fixée à une année d’après les conseils de collègues expérimentés en matière 

de préparation de solutions d’acides gras. Les propriétés antioxydantes de l’albumine 

pourraient également être utiles pour contrer l’oxydation des AGL, étant donné que cette 

protéine est connue pour protéger contre la lipoperoxydation des lipides membranaires 

(129). 

Les AGL ont été complexés à l’albumine à un ratio molaire de 3,3 : 1 (AGL : BSA). 

En conditions physiologiques, le ratio molaire AGL : albumine est généralement entre 0,5 : 

1 et 1,5 : 1; les variations étant dues à différents états métaboliques, tels que suite à un 

jeûne ou à un exercice. Ce ratio peut excéder 2 : 1, voir même atteindre 6 : 1 sous certaines 

conditions pathologiques comme c’est le cas pour les individus souffrant d’un DT2 non 

contrôlé (126, 130). Le ratio utilisé dans ce projet nous permet donc de recréer des 

conditions apparentées à celles retrouvées chez des patients diabétiques.  

Il est à noter qu’il était important que chaque expérience réalisée au cours de ce 

projet inclue une condition témoin renfermant seulement de la BSA (non complexée aux 

AGL), à la même concentration que celle retrouvée dans les conditions avec les 

combinaisons d’AGL. Ce contrôle a permis de discriminer les effets dus à la BSA des effets 

liés aux AGL. En effet, la BSA est reconnue pour avoir un impact sur la viabilité des 

cellules, notamment par un effet pro-prolifératif sur plusieurs types cellulaires (127). Un 
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témoin sans BSA aurait également pu être ajouté, à titre de condition basale, mais cela n’a 

pas été jugé essentiel dans le cadre de ces expériences. 
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4.3 L’impact des acides gras sur la viabilité des CMLV 

 

Une fois le mode de préparation des combinaisons d’AGL choisi, leur effet sur la 

prolifération des CMLV est le premier paramètre qui a été évalué. Dès le départ, nous 

avons observé une différence de prolifération au niveau du véhicule contenant la BSA entre 

les conditions avec et sans insuline. En effet, la prolifération des CMLV était augmentée 

par le véhicule contenant la BSA en présence d’insuline comparativement au véhicule sans 

insuline. Cette augmentation pourrait être due à l’action mitogénique combinée de la BSA 

et de l’insuline. Lorsque la BSA est complexée aux AGL cependant, l’impact de ceux-ci sur 

la prolifération des cellules n’est pas altéré puisque des études ont montré les effets pro-

prolifératifs de l’acide oléique (99) et anti-prolifératifs de l’acide stéarique (94) lorsque 

comparés à la BSA. Du côté des combinaisons d’AGL dans notre étude, une inhibition de 

la prolifération a été observée lorsque comparée au véhicule. En absence d’insuline, cette 

inhibition était significative seulement avec la combinaison DV. En présence d’insuline, 

étant donné que cette hormone augmente le niveau de prolifération en présence du véhicule 

contenant la BSA, il devient possible de détecter un effet significatif d’inhibition de la 

prolifération également avec la combinaison DA. Ceci suggère que l’insuline ne contrecarre 

pas l’impact inhibiteur des AGL sur la prolifération des CMLV. D’ailleurs, l’effet pro-

prolifératif de l’insuline seul sur les CMLV est relativement faible puisque nous avons 

observé seulement environ 20 % d’augmentation de la prolifération chez les cellules 

stimulées pendant 72 h avec des concentrations d’insuline allant de 0,5 à 5 nM 

comparativement aux cellules non traitées (données non présentées). 

La prolifération des CMLV a également été analysée par essai MTS, qui permet de 

tenir compte de l’impact du traitement sur l’activité métabolique. Ici aussi nous avons vu 

une différence de résultats entre les véhicules + BSA, en présence ou non d’insuline. En 

effet, l’activité métabolique était plus élevée avec le véhicule + BSA en absence d’insuline 

comparativement au véhicule + BSA en présence d’insuline. Dans ce deuxième groupe, les 

essais MTS ont été réalisés sur les cellules provenant uniquement de deux souris différentes 
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alors qu’elles provenaient de six animaux dans le cas de la solution témoin de BSA sans 

insuline. Cette différence de « n » est simplement due au manque de temps pour réaliser un 

plus grand nombre d’expériences en présence d’insuline. Il est fort probable que de 

recommencer l’expérience en présence d’insuline pour augmenter le « n » aurait corrigé 

cette situation. De fait, l’albumine et l’insuline sont toutes deux connues pour leur effet pro-

prolifératif (127, 131, 132). D’ailleurs, nos essais de prolifération ont démontré un plus 

grand nombre de cellules en présence du véhicule + BSA et d’insuline lorsque comparé au 

véhicule + BSA sans insuline. Un plus grand nombre de cellules signifie en général plus 

d’activité métabolique. De plus, l’insuline est responsable d’augmenter le transport du 

glucose du milieu extracellulaire vers le cytoplasme des CMLV (52), augmentant ainsi 

l’activité de la glycolyse et du cycle de Krebs. Le métabolisme du glucose implique 

plusieurs enzymes déshydrogénases (133, 134), enzymes responsables de réduire le MTS 

en formazan, le produit mesurable par colorimétrie des essais MTS (135). L’insuline 

devrait donc augmenter la réduction du MTS et de ce fait, l’absorbance du formazan de la 

condition témoin dans nos essais. Puisque les résultats obtenus dans nos expériences ne 

vont pas dans ce sens alors que logiquement, en fonction des raisons énumérées ci-haut, ils 

le devraient, il a été décidé que les essais MTS ne seraient pas intégrés à l’article 

scientifique. Il semble plutôt plus probable que ces résultats soient un artéfact. Étant donné 

qu’ils ont été réalisés avec un « n » de deux souris et en une seule fois, l’expérience devrait 

être refaite pour vérifier cette hypothèse. 

 Il est à noter qu’indépendamment du glucose, de fortes concentrations d’insuline de 

l’ordre de 10 UI/L (UI pour unités internationales) augmentent l’activité de la pyruvate 

déshydrogénase (136), une enzyme impliquée dans la première étape du cycle de Krebs 

(134). Cependant, cette concentration est beaucoup plus élevée que celle de 1 nM, 

correspondant à environ 0,16 UI/L, utilisée dans le présent projet. Il est donc moins 

probable que l’insuline ait eu un impact direct sur la pyruvate déshydrogénase dans nos 

expériences d’essais MTS.  
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Du côté des stimulations avec les combinaisons d’AGL, l’activité était réduite 

comparativement aux témoins, confirmant les résultats obtenus lors des essais par comptes 

cellulaires. Cependant, cette baisse d’activité s’est avérée significative seulement en 

absence d’insuline. Ceci est dû à l’activité métabolique réduite observée avec le véhicule + 

BSA en condition hyperinsulinémique, diminuant ainsi l’écart avec les résultats obtenus 

pour les combinaisons d’AGL.  

Les combinaisons utilisées dans ce projet contiennent une assez forte proportion 

d’AGS (43 % pour la DA et 27 % pour la DV), qui sont réputés pour causer l’apoptose 

d’un grand nombre de types cellulaires. Nous nous sommes donc par la suite demandés si 

l’inhibition de la prolifération des CMLV serait due à une augmentation des taux 

d’apoptose. L’activité de la caspase-3 des cellules a alors été mesurée. Cette technique a été 

choisie, car étant située à la toute fin de la cascade des caspases, la caspase-3 est active 

seulement lorsque le mécanisme d’induction de l’apoptose est déjà bien enclenché. C’est 

une protéine effectrice qui migre vers le noyau cellulaire pour initier la condensation de la 

chromatine et la fragmentation de l’ADN. Elle est activée autant par la voie extrinsèque 

(récepteurs de mort) que par la voie intrinsèque (voie mitochondriale) de l’apoptose, 

laissant ainsi un grand choix de mécanismes possibles d’induction de l’apoptose par les 

AGL (137-139). Grâce à cette technique, nous avons montré que l’inhibition de la 

prolifération était effectivement corrélée à une augmentation de l’apoptose par les 

combinaisons d’AGL. En absence d’insuline, les taux d’apoptose entre la DA et la DV 

étaient similaires. En présence de l’hormone cependant, l’induction de l’apoptose était plus 

élevée avec la DV. Cette différence entre les deux combinaisons n’était pas reflétée par les 

résultats des essais de prolifération, c’est-à-dire que la prolifération des CMLV n’était pas 

plus fortement inhibée avec la DV. 

Nous avons alors supposé que les AGL de la combinaison DV pourraient être à 

l’origine d’un blocage du cycle cellulaire et qu’il serait plus prononcé qu’avec la DA. Ce 

blocage aurait été renforcé par l’hyperinsulinémie et aurait ainsi induit plus fortement 

l’apoptose. Une tendance de diminution de la réplication de l’ADN (phase S du cycle 
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cellulaire) a été observée avec les combinaisons d’AGL, corroborant avec l’inhibition de la 

prolifération déterminée dans les expériences précédentes. Les résultats obtenus n’ont 

cependant pas été totalement concluants, car aucun n’était statistiquement significatif. 

Aucune différence entre l’absence et la présence d’insuline n’a été observée. Nous avons 

donc mis cette possibilité de côté et nous nous sommes plutôt intéressés à décortiquer 

l’implication de certaines composantes des combinaisons en allant vérifier l’impact de 

chacun des AGL sur l’induction de l’apoptose. Nous avons découvert que l’apoptose 

engendrée par les combinaisons d’AGL était principalement due à la présence d’AGS, 

autant aux concentrations retrouvées dans la DA que dans la DV et ce, avec ou sans 

insuline. Tel que mentionné dans la littérature, plusieurs mécanismes pourraient être à 

l’origine de cette induction de l’apoptose spécifique aux AGS. Ci-dessous sont décrites 

quelques voies potentielles par lesquelles nous pensons que les AGS pourraient agir. 

 

4.3.1 Mécanismes potentiels d’induction de l’apoptose par les AGS 

 

4.3.1.1 Synthèse de céramides 

Les céramides sont composés d’une chaîne d’acide gras liée à une sphingosine (un 

alcool aminé). Ils sont le constituant de base des sphingolipides, très abondants dans la 

membrane plasmique. Les céramides ont donc un rôle structural, mais ils peuvent 

également jouer un rôle signalétique par leur présence dans le cytoplasme. Les céramides 

intracellulaires sont générés par différentes voies. Ils peuvent entre autres être hydrolysés 

des sphingolipides. La plus importante des voies, en ce qui a trait à ce projet, est leur 

synthèse de novo dans le réticulum endoplasmique par plusieurs étapes enzymatiques 

successives. La première étape de ce processus s’effectue par la sérine-palmitoyl 

transférase à l’aide d’une sérine et d’un palmitoyl-CoA. Ce dernier est la forme active de 

l’acide palmitique, un AGS (140, 141). Ainsi, une accumulation d’acide palmitique dans les 
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cellules peut amener à une accumulation de céramides cytoplasmiques, car ils ne peuvent 

être tous intégrés dans la membrane plasmique.  

Les céramides sont associés à une induction de l’apoptose chez plusieurs types 

cellulaires, notamment les cardiomyocytes (108), les cellules du muscle squelettique (112) 

et les cellules-β du pancréas (110). Dans ces études, les hauts taux d’apoptose sont corrélés 

avec la présence de l’acide palmitique et des céramides lors de stimulations des cellules. 

L’ajout de fumonisine B1, un inhibiteur de la synthèse de novo des céramides, a permis de 

confirmer le rôle pro-apoptotique des céramides via leur synthèse à partir de l’acide 

palmitique. Le ou les mécanismes par lesquels les céramides induisent l’apoptose ne sont 

cependant pas encore très bien connus. Il se pourrait, selon certaines études, que ce soit via 

l’augmentation du stress oxydatif (141).  

Pour déterminer si l’augmentation des taux d’apoptose par les combinaisons d’AGL 

utilisées dans mon projet était due à l’augmentation de la synthèse de novo des céramides, 

les concentrations cytoplasmiques des céramides dans les CMLV stimulées pourraient être 

évaluées à l’aide de la spectrométrie de masse. La fumonisine B1 pourrait aussi être ajoutée 

aux combinaisons pour pouvoir confirmer cette hypothèse. 

 

4.3.1.2 Impact sur les cardiolipines 

Découvertes pour la première fois dans un cœur de bœuf, d’où elles tirent leur nom, 

les cardiolipines (CL) sont des phospholipides composés de quatre chaînes d’acides gras. 

Elles sont retrouvées presqu’exclusivement dans la membrane interne et aux sites de 

jonction entre les membranes interne et externe des mitochondries. En plus d’un rôle 

structural, les CL ont d’autres fonctions. En effet, plusieurs complexes de la chaîne de 

respiration mitochondriale, responsables de la production d’énergie sous forme d’ATP, ont 

besoin d’être associés aux CL pour maintenir leurs fonctions enzymatiques et leurs 

conformations (142). Les CL sont aussi associées à des mécanismes apoptotiques par leur 

liaison avec le cytochrome c. En temps normal, cette protéine située en périphérie de la 
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membrane interne mitochondriale a pour rôle de transférer les électrons entre les complexes 

III et IV de la chaîne de respiration. Cependant, lorsqu’il est relâché dans le cytosol suite à 

différents stimuli, le cytochrome c est impliqué dans la voie apoptotique en formant un 

apoptosome avec la caspase-9 et Apaf-1 (pour Apoptosis-protease activating factor 1) qui 

activera à son tour la caspase-3 (143). Puisque le cytochrome c est lié aux CL, il doit 

nécessairement s’en détacher afin de pouvoir être relâché dans le cytoplasme. 

Certaines études ont démontré qu’il existait un lien entre la quantité de CL présents 

dans les membranes mitochondriales et la relâche du cytochrome c dans le cytosol. Moins il 

y avait de CL, plus le cytochrome c était relâché. Elles ont également mis en évidence que 

la diminution du contenu lipidique des membranes sous forme de CL était induite par une 

stimulation des cellules avec de l’acide palmitique (144-146). Une de ces études a même 

observé que l’ajout de CL exogènes aux mitochondries des cellules diminuait la relâche de 

cytochrome c causée par l’acide palmitique (146). 

Afin de vérifier si la proportion des CL est diminuée dans les membranes des 

mitochondries lorsque les CMLV sont stimulées avec les combinaisons d’AGL et d’évaluer 

si ceci contribue à l’induction de l’apoptose, nous pourrions aller vérifier la quantité de 

cardiolipines par chromatographie sur couche mince. Parallèlement, la présence de 

cytochrome c dans le cytosol des cellules pourrait être évaluée par immunobuvardage de 

type Western. 

 

4.3.1.3 Impact sur la perméabilité des mitochondries 

Le gonflement extrême des mitochondries est une des étapes de l’apoptose. Cette 

particularité est due à l’augmentation de la perméabilité de la membrane interne 

mitochondriale, appelée mPT (pour mitochondrial Permeability Transition), par la 

formation d’un pore (mPTP) laissant passer librement l’eau, de petites molécules et des 

ions. La mPT cause une altération du potentiel membranaire des mitochondries, lesquelles 

deviennent alors inaptes à produire de l’ATP. Cette incapacité, combinée à la relâche du 
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cytochrome c via le mPTP, entraîne la mort des cellules (147). Ainsi, une autre façon pour 

les AGS d’induire l’apoptose serait en favorisant l’ouverture du mPTP, tel que démontré 

dans certaines études par un potentiel de membrane déclinant lorsque les cellules sont 

traitées avec de l’acide palmitique (145, 146, 148).  

Pour ce projet-ci, le potentiel membranaire des mitochondries des CMLV stimulées 

avec les combinaisons pourrait être mesuré par cytométrie en flux grâce à la sonde JC-1, 

afin de voir si les AGL ont un impact sur la mPT. Cette sonde est une molécule lipophile 

portant une charge positive qui peut pénétrer librement les mitochondries dont le potentiel 

membranaire (négatif) n’est pas aboli. En formant des agrégats dans la matrice 

mitochondriale, elle fluoresce dans le rouge. La sonde ne peut pas aller dans les 

mitochondries avec un potentiel de membrane perturbé, tel que retrouvé dans les cellules 

apoptotiques, et elle s’accumule alors dans le cytoplasme sous forme de monomères et 

fluoresce dans le vert (149). 

 

4.3.1.4 Génération de ROS 

Le stress oxydatif se produit lorsqu’il y a un débalancement entre la production de 

ROS et les défenses antioxydantes. Cela peut être parce que la production de ROS est 

augmentée ou parce que les défenses antioxydantes sont affaiblies ou encore, un mélange 

des deux. Le stress oxydatif est associé à des dommages cellulaires induisant bien souvent 

l’apoptose dans plusieurs pathologies, notamment les MCV, le DT2 et les maladies 

neurodégénératives. Une grande proportion des ROS, surtout les superoxydes (O2
-
), sont 

générées par les mitochondries. Dans ces dernières, les O2
-
 sont principalement produits à 

travers la chaîne de transport d’électrons (la chaîne de respiration) (150). Ils sont déversés 

dans la matrice mitochondriale et dans l’espace intermembranaire. Mis à part les 

mitochondries, une autre source principale d’O2
-
 est la NADPH oxydase. Cette enzyme est 

située dans la membrane plasmique et est responsable de la production cytoplasmique d’O2
-

. Les O2
-
 générés sont rapidement transformés en peroxyde d’hydrogène (H2O2) puis 
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dégradés par des catalases en eau et en oxygène lorsqu’ils sont produits à une concentration 

normale (150). Des concentrations trop élevées de H2O2, dues à une surproduction d’O2
-
, 

sont toutefois néfastes et causent l’apoptose des cellules telles que les CMLV (151). 

L’acide palmitique est connu pour augmenter la production des ROS dans les 

cellules vasculaires (152) et les cellules du muscle squelettique (153). L’étude sur ce 

dernier type cellulaire a par ailleurs démontré que cet AGS induisait la production d’O2
-
 via 

la chaîne de transport d’électrons mitochondriale et via l’activation de la NADPH oxydase. 

Comme mentionné à la section 4.3.1.1, la production de ROS pourrait aussi être due à 

l’augmentation des céramides par les AGS (141, 150). 

Afin de vérifier si les stimulations des CMLV avec les combinaisons d’AGL 

augmentent la production de ROS, nous pourrions incuber les cellules avec du DCFH-DA, 

puis visualiser les résultats par cytométrie en flux (154). Cette sonde fluorescente réagit 

surtout avec le H2O2 et un peu avec l’O2
-
. Pour savoir si la production de ROS est liée à 

l’induction de l’apoptose des CMLV, nous pourrions inclure dans nos stimulations un 

inhibiteur de la NADPH oxydase (du DPI, pour diphénylène iodonium) puis aller mesurer 

l’activité de la caspase-3 (153, 155). Pour s’assurer que l’apoptose causée par les ROS soit 

due particulièrement aux AGS, il faudrait bien sur faire des stimulations avec chacun des 

AGL de façon individuelle, car les ROS peuvent être produits aussi par d’autres types 

d’AGL. Étant donné leur sensibilité à la lipoperoxydation, les AGPI sont en effet 

susceptibles de pouvoir entraîner la génération de ROS (150). 

 

4.3.1.5 Effets sur les transporteurs des AGL 

Lorsque l’expression et la translocation des transporteurs d’AGL à la surface des 

cellules sont augmentées, les AGL peuvent être présents en plus forte concentration dans le 

cytoplasme et mener à une induction de l’apoptose. Dans les travaux précédemment 

réalisés dans notre laboratoire, une augmentation de l’expression de l’ARNm du CD36 a 

été observée chez les CMLV stimulées avec des surnageants d’adipocytes provenant des 
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souris nourries avec les diètes riches en gras. À la suite de ces résultats, il est possible 

d’envisager que l’apoptose accrue chez les CMLV stimulées avec des combinaisons d’AGL 

puisse être liée à l’augmentation de l’expression des transporteurs d’AGL. 

L’expression des transporteurs d’AGL est régulée par les PPAR (pour Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptors) (80). Les PPAR sont des facteurs de transcription 

régulant l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides. Ils 

sont également impliqués dans la régulation de mécanismes anti-inflammatoires et dans les 

tonus et remodelage vasculaires. Ils existent trois classes de PPAR (PPARα, PPARγ et 

PPARβ/δ), lesquelles sont toutes exprimées par les CMLV. Les ligands endogènes connus 

des PPAR sont les AGL insaturés, principalement les AGPI, et les phospholipides oxydés 

pour PPARα et les écosanoïdes pour PPARγ (156, 157). Ainsi, en fonction de ces 

assertions, les AGS ne semblent pas impliqués dans l’activation des PPAR et 

l’augmentation subséquente de l’expression des transporteurs des AGL.  

Si nous observions une augmentation de l’expression des transporteurs des AGL, 

tels que le CD36 et les FATP, chez les CMLV suite à une stimulation avec les 

combinaisons d’AGL, il est probable que ce serait dû aux AGPI ou aux AGMI. Afin de le 

savoir, il nous faudrait analyser l’expression de l’ARNm du CD36 et des FATP par qPCR 

(PCR quantitatif) ainsi que leur expression à la surface des cellules par cytométrie en flux 

chez les CMLV traitées avec chaque AGL présent dans les combinaisons. 

 

4.3.2 Mécanisme protecteur potentiel de l’acide oléique 

En plus de constater l’impact prépondérant des AGS sur l’apoptose des CMLV, 

nous avons également remarqué que les taux de cette dernière étaient beaucoup plus élevés 

avec les AGL individuels qu’avec les combinaisons DA et DV. Nous avons donc supposé 

qu’il y avait présence d’un ou plusieurs AGL ayant un effet protecteur sur la viabilité des 

cellules. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons stimulé les CMLV avec l’un et l’autre 

des deux AGS présents dans les combinaisons, soit l’acide palmitique et l’acide stéarique, 
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seuls ou combinés avec des doses croissantes d’acide oléique. Les concentrations utilisées 

pour les AGS et pour les doses maximales d’acide oléique étaient celles retrouvées dans les 

combinaisons DA et DV. L’acide oléique a été choisi, puisqu’il est connu pour son action 

anti-apoptotique, tel que décrit dans la section 1.4.4, et qu’il est l’AGL le plus abondant 

dans les combinaisons. Suite aux stimulations, nous avons observé que l’acide oléique 

atténuait les taux d’apoptose engendrés par les AGS de façon dose dépendante, pour toutes 

les conditions testées. Un mécanisme possible par lequel l’acide oléique pourrait inhiber les 

actions néfastes des AGS est décrit dans la prochaine section. 

 

4.3.2.1 Emmagasinage des AG sous forme de vésicules de triglycérides 

Lorsque les AGL pénètrent dans les cellules, plusieurs voies d’utilisation sont 

possibles. Ils peuvent être impliqués dans la synthèse des lipides membranaires, ou encore 

dans la synthèse des écosanoïdes dans le cas de l’acide arachidonique. Ils peuvent 

également être dirigés vers les mitochondries pour la production d’ATP via la β-oxydation. 

Les AGL qui ne sont pas utilisés immédiatement sont emmagasinés sous forme de 

vésicules de TG à titre de réserve. Tel que décrit dans l’introduction, l’emmagasinage de 

TG est la fonction première des adipocytes dans le tissu adipeux. Ce n’est cependant pas le 

cas pour les autres types cellulaires, qui peuvent toutefois emmagasiner les TG lorsqu’ils 

reçoivent de grandes quantités d’AGL dues aux concentrations plasmatiques élevées. Leur 

capacité à les entreposer est par contre beaucoup plus limitée que chez les adipocytes. Sous 

forme de vésicules de TG, les AGL sont neutres, c’est-à-dire qu’ils ne sont pas métabolisés 

sous leur forme active d’acyl-CoA et ne peuvent donc pas jouer leur rôle négatif sur les 

fonctions cellulaires. Ceci pourrait être vu comme un mécanisme protecteur visant à 

empêcher jusqu’à une certaine mesure la lipotoxicité engendrée par de fortes concentrations 

d’AGL. 

Des études ont démontré que l’acide oléique est préférentiellement entreposé sous 

forme de vésicules de TG plutôt que métabolisé. Les AGS ne suivent pas cette voie et sont 
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donc libres d’exercer leurs effets toxiques. Ces mêmes études ont également observé que la 

combinaison de l’acide oléique avec un AGS favorisait l’internalisation de ce dernier dans 

les vésicules de TG et qu’il y avait une corrélation inverse entre la lipotoxicité des AGL et 

le degré d’emmagasinage (94, 158, 159). Ainsi une partie des effets bénéfiques de l’acide 

oléique semblerait être due au fait qu’il diminue le métabolisme des AGS par leur 

entreposage sous forme neutre. Nous pourrions vérifier si l’atténuation de l’apoptose par 

l’acide oléique est due à l’entreposage des AGS sous forme de vésicules de TG lors des 

stimulations des CMLV avec ces AGL. Il faudrait faire pour cela une coloration à l’huile 

rouge (Oil Red O, qui marque les lipides neutres) pour visualiser la quantité de vésicules. 

Nous pourrions également utiliser la chromatographie sur couche mince ou la 

chromatographie gazeuse pour identifier les AGL présents dans les TG de ces vésicules. 

 

4.3.3 Compétition entre mécanismes anti- et pro-apoptotiques 

En découvrant que l’acide oléique atténuait l’apoptose induite par les AGS chez les 

CMLV, nous avons également observé un phénomène surprenant. En effet, il est apparu 

que l’acide oléique inhibait plus fortement l’apoptose des CMLV lorsque combiné à un 

AGS que lorsqu’il était seul, mais uniquement aux concentrations retrouvées dans la DA. 

Ce phénomène n’était pas présent aux concentrations retrouvées dans la DV. Les 

observations rapportées ci-dessus et à la section 4.3.2 suggèrent non seulement qu’il existe 

une compétition entre les mécanismes pro-apoptotiques des AGS et les mécanismes anti-

apoptotiques de l’acide oléique mais que ce phénomène semble être modulé en fonction des 

concentrations relatives de ces AGL. La conversion des AGS en acide oléique par l’action 

d’élongases et de désaturases à l’intérieur des cellules pourrait contribuer à expliquer que la 

compétition soit modulée selon le ratio AGS : acide oléique et qu’ainsi une stimulation 

avec l’acide oléique soit plus efficace pour réduire le taux d’apoptose en présence d’un 

AGS que lorsque seul (78, 94). En effet, en fonction de la concentration de l’AGS, il y aura 

une plus ou moins grande conversion en acide oléique, ce dernier venant s’ajouter à l’acide 

oléique déjà présent lors de la stimulation. 
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Nous pourrions penser que la compétition entre les mécanismes se joue au niveau de 

l’absorption des AGL, c’est-à-dire que l’acide oléique empêcherait les AGS de pénétrer 

dans les cellules. Une étude publiée en 2011 a cependant démontré que l’acide oléique ne 

diminue pas l’absorption de l’acide palmitique lors d’une stimulation sur des myoblastes du 

muscle squelettique de souris (160). La compétition entre les AGL a donc lieu à l’intérieur 

des cellules et elle agit probablement entre les taux de production des métabolites des AGS 

et les taux d’emmagasinage des AGS dans les vésicules de TG via l’acide oléique. 

Le fait que l’acide oléique combiné à un AGS atténue plus fortement l’apoptose des 

CMLV que l’acide oléique seul et ce, seulement à certaines concentrations, semble indiquer 

que cet aspect bénéfique est optimal sous certains ratios. Aux concentrations de la DA, 

cette atténuation était significative seulement lorsque l’acide palmitique (244 µM) était 

combiné à la plus forte dose d’acide oléique (443 µM), soit lorsqu’il y avait presque deux 

fois plus (1,82 fois plus) d’acide oléique que d’acide palmitique. En présence d’acide 

stéarique, ce ratio était presque égalé lorsqu’il était combiné avec 225 µM d’acide oléique 

(1,62 fois plus d’acide oléique). Nous pourrions donc nous attendre à ce que l’atténuation 

soit significative sous cette condition. Cependant, puisqu’initialement l’acide stéarique 

induit un taux d’apoptose plus élevé que l’acide palmitique, il se peut qu’un ratio plus élevé 

soit nécessaire pour reproduire cette inhibition. Ainsi à un ratio de 3 : 1, lorsque l’acide 

stéarique était combiné à 443 µM d’acide oléique, l’induction de l’apoptose était plus faible 

que pour l’acide oléique seul sans toutefois être significative. Il en manquait par contre 

vraiment très peu pour qu’elle le soit. 

Aux concentrations de la DV, un effet significatif d’atténuation plus forte lorsqu’un 

AGS était combiné avec l’acide oléique n’a pas été obtenu même si une tendance à la 

baisse a été observée aux doses d’acide oléique les plus fortes. Il est à noter que le taux 

d’apoptose des CMLV stimulées avec l’acide oléique seul à la concentration retrouvée dans 

la DV (650 µM) était plus faible que celui des cellules stimulées avec cet AGL à la 

concentration retrouvée dans la DA (443 µM). Il pourrait alors être plus difficile de réduire 

ce taux d’apoptose déjà très bas, qui semble près du seuil minimal d’apoptose qui peut être 
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attribué aux AGL, en combinant les AGS à l’acide oléique. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi l’effet semble plus important aux concentrations de la DA. Cela fait également 

ressortir l’importance des AGMI dans la combinaison DA, qui très riche en AGS néfastes.  

 

4.3.3.1 Effets de l’hyperinsulinémie 

En présence d’insuline, les taux d’apoptose observés avec l’acide oléique étaient 

plus faibles comparativement aux taux obtenus en absence d’insuline. L’acide oléique et 

l’insuline pourraient agir ensemble pour diminuer ces taux. L’effet combiné des deux 

molécules s’est transposé dans une plus grande inhibition de l’apoptose des CMLV lorsque 

l’acide oléique était combiné aux AGS comparée à l’acide oléique seul aux concentrations 

de la DA, avec des résultats significatifs à partir de ratios plus faibles. L’effet a été cette 

fois-ci observé autant avec l’acide palmitique qu’avec l’acide stéarique et à partir de doses 

plus faibles d’acide oléique (100 µM avec l’acide palmitique et 225 µM avec l’acide 

stéarique).  

Il a été démontré maintes fois que les AGS désensibilisent les cellules en réponse à 

l’insuline en altérant ses voies de signalisation. En effet, l’acide palmitique a la capacité 

d’inhiber la voie de PI3K lorsque l’insuline se lie à son récepteur dans les cellules 

vasculaires et les cellules du muscle squelettique (91, 160, 161). L’acide oléique pour sa 

part peut restaurer la sensibilité des cellules à l’insuline en levant cette inhibition (160). La 

voie de signalisation de PI3K est généralement associée à la voie anti-athérogénique de 

l’insuline chez les cellules vasculaires. Elle est responsable chez les CMLV d’induire le 

transport du glucose et un stade contractile bien différencié (52). Dans cette condition, les 

cellules étant plus fonctionnelles, l’acide oléique pourrait être plus efficace pour 

promouvoir l’internalisation des AGS dans des vésicules de TG. D’un autre côté, il est 

connu que l’insuline augmente la translocation du CD36 à la surface des cellules, générant 

ainsi un plus grand apport en AGL à l’intérieur des cellules (80). Nous ne pensons pas que 

cela pourrait avoir un impact différent sur l’absorption de l’acide oléique lorsque comparée 
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à celle des AGS, puisqu’il a déjà été démontré que le CD36 n’a pas de préférence de liaison 

pour des AGL spécifiques (162). Néanmoins, en tant qu’hormone anabolique, l’insuline est 

également connue pour diminuer la β-oxydation de l’acide palmitique et pour augmenter 

son estérification en TG chez les cardiomyocytes (163). Ainsi, il semble plus probable que 

l’acide oléique soit plus efficace en présence d’insuline chez les CMLV dû à la promotion 

combinée de l’intégration des AGS dans les vésicules de TG plutôt que par une absorption 

préférentielle de l’acide oléique. 

Toutes les observations mentionnées dans la section 4.3.3 pourraient expliquer la 

différence significative des taux d’apoptose chez les CMLV entre les combinaisons DV et 

DA en condition hyperinsulinémique obtenue lors des premiers essais caspase-3 (section 

2.2.13, figure 2b). Il est à noter cependant que ces résultats n’ont pas été confirmés lors des 

essais avec les AGL individuels, dans lesquels les combinaisons étaient inclues à titre de 

comparaison. Ceci peut être expliqué par le fait que dans les essais initiaux, toutes les 

conditions ont été testées en même temps, avec le même contrôle de BSA utilisé pour 

comparer les deux combinaisons d’AGL en absence d’insuline et le même contrôle de BSA 

utilisé pour comparer les deux combinaisons en présence d’insuline. Les autres essais 

caspase-3, représentés à la section 2.2.13 figure 4, ont tous été réalisés séparément, c’est-à-

dire un essai pour chaque lettre de la figure. Cela signifie que chaque essai avait son propre 

véhicule + BSA pour la comparaison avec la combinaison d’AGL testée. Les taux 

d’activité caspase-3 devraient être similaires pour tous ces contrôles puisqu’ils avaient tous 

la même concentration de BSA et, si applicable, la même concentration d’insuline. 

Cependant, nous avons observé une forte variation pour les véhicules + BSA avec insuline 

entre l’essai avec la combinaison DA plus insuline (section 2.2.13 figure 4c) et l’essai avec 

la combinaison DV plus insuline (section 2.2.13 figure 4d). L’activité caspase-3 du 

véhicule + BSA était beaucoup plus faible dans l’essai avec la combinaison DA, rendant 

ainsi difficile la comparaison des résultats entre les combinaisons DA et DV en condition 

d’hyperinsulinémie. Il serait donc important, dans une suite du projet, de refaire d’autres 

essais caspase-3 avec les CMLV stimulées avec les combinaisons d’AGL en présence ou 
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non d’insuline, mais cette fois-ci avec toutes les conditions testées en même temps pour 

éviter les variations entre les contrôles. 

 

4.3.4 Effets des autres AGMI et AGPI 

Mis à part les AGS et l’acide oléique, les combinaisons utilisées dans ce projet de 

maîtrise contenaient d’autres AGL, c’est-à-dire les acides palmitoléique, linolénique et 

arachidonique. Ces AGL étaient présents en beaucoup plus faibles proportions que les 

précédents, mais chacun pourrait avoir un impact sur la viabilité des CMLV. L’acide 

palmitoléique par exemple peut atténuer l’apoptose induite par les AGS en réduisant 

l’activation des protéines pro-apoptotiques PUMA et Bim et en réduisant le stress du 

réticulum endoplasmique (RE) (111, 164). Il aurait été intéressant d’aller vérifier si cet 

AGMI peut agir au même titre que l’acide oléique dans les combinaisons d’AGL en 

stimulant les CMLV avec des duos d’acide palmitique ou stéarique et d’acide palmitoléique 

aux concentrations retrouvées dans la DA et la DV. Il est toutefois possible que la 

concentration d’acide palmitoléique dans la DV soit trop faible pour avoir un quelconque 

effet sur les cellules. En effet, la concentration de cet AGL dans la DV est de seulement 1,8 

µM, alors qu’elle varie entre 200 et 400 µM dans les études mentionnées ci-haut (111, 

164). 

Les AGPI oméga-3, tels que l’acide linolénique, sont reconnus pour leurs actions 

bénéfiques sur la santé vasculaire comme mentionné dans la section 1.4. Des études ont 

démontré que l’acide alpha-linolénique (l’isoforme présente dans nos combinaisons 

d’AGL) diminue les effets pro-apoptiques des acides palmitique et stéarique en réduisant le 

stress du RE chez les hépatocytes (165, 166) et les cellules de rein (164). Ce stress du RE, 

qui cause entre autre des problèmes dans l’assemblage des protéines, peut d’ailleurs être dû 

à la production de ROS induite par les AGS (167). L’acide oléique est un autre AGL qui 

peut diminuer le stress du RE (160), puisqu’il internalise les AGS sous forme neutre de TG, 

empêchant leurs effets néfastes. Il serait donc intéressant de déterminer si les acides 
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palmitoléique et linolénique pourraient augmenter l’entreposage des AGS dans des 

vésicules de TG, au même titre que l’acide oléique. 

 Dans nos résultats obtenus avec les stimulations des CMLV avec chacun des AGL 

en absence d’insuline, aucune induction significative d’apoptose avec l’acide linolénique 

n’a été observée. À la concentration retrouvée dans la DA, l’acide linolénique avait un taux 

d’apoptose similaire à celui de son véhicule + BSA. Pour la concentration retrouvée dans la 

DV, le taux d’apoptose était même plus faible que celui de son véhicule + BSA, 

corroborant avec les effets anti-apoptiques de cet AGL discutés ci-haut. Un faible taux 

d’apoptose était cependant détectable en présence d’insuline. Les AGPI étant 

particulièrement sensibles à l’oxydation, il est possible qu’en présence d’une forte dose 

d’insuline ils soient plus facilement oxydés, augmentant ainsi les taux d’apotose. Ceci est 

cependant une hypothèse, puisqu’à notre connaissance, aucune étude n’a jamais été publiée 

concernant les liens pouvant exister entre l’insuline et l’oxydation des AGPI. 

Les AGPI oméga-6 montrent quant à eux plutôt des effets néfastes chez les cellules 

vasculaires. Selon une étude réalisée chez des CMLV, l’acide arachidonique cause 

l’apoptose des cellules via ses produits d’oxydation (106). Dans nos combinaisons d’AGL, 

cet AGPI est présent seulement dans la DA et nous pourrions donc nous attendre à ce qu’il 

augmente le taux d’apoptose engendré par une stimulation avec cette combinaison. 

Cependant, dans l’étude mentionnée ci-dessus, la concentration d’acide arachidonique 

utilisée était de 50 µM. Les investigateurs ont également remarqué que la diminution de la 

viabilité des cellules, démontrée par une baisse d’incorporation de thymidine [
3
H] lors de la 

synthèse d’ADN, était initiée à partir d’une concentration minimale de 20 µM avec cet 

AGL (23 % de diminution de l’incorporation de thymidine [
3
H] comparativement à la 

condition contrôle). L’effet était cependant beaucoup plus important à une concentration de 

50 µM, avec une diminution de 92 % de l’incorporation de thymidine [
3
H] lorsque 

comparée à la condition contrôle (106). La concentration d’acide arachidonique dans la 

combinaison DA était de 17,1 µM. Cette concentration, assez éloignée de celle de 50 µM 

utilisée dans l’étude décrite ci-haut, est possiblement trop faible pour avoir un impact sur le 
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taux d’apoptose lié à la DA et pour créer ainsi une différence avec la combinaison DV qui 

ne renferme pas d’acide arachidonique. 



 

 

 

121 

4.4 La variation des résultats entre les travaux in vitro et in vivo 

 

Pour faire un bref rappel, nous avions émis en début de projet l’hypothèse qu’en 

condition hyperinsulinémique la combinaison d’AGL la plus riche en AGS (la DA) 

induirait plus fortement l’apoptose des CMLV que la combinaison la plus riche en AGMI 

(la DV). Cette hypothèse avait été formulée suite aux résultats obtenus dans les travaux 

précédemment réalisés au laboratoire. Dans ceux-ci, le taux d’apoptose des CMLV était 

plus élevé lorsqu’elles avaient été stimulées avec des surnageants d’adipocytes provenant 

de souris nourries avec la DA comparativement avec la DV. Cette différence était 

augmentée par une stimulation des adipocytes avec une forte concentration d’insuline. 

Dans le cadre des travaux effectués pour ce projet de maîtrise, la combinaison DA 

ne semblait pas plus néfaste que la DV et nous avons plutôt obtenu une apoptose plus 

fortement induite chez les CMLV stimulées avec la combinaison DV en condition 

hyperinsulinémique. Cette différence peut s’expliquer par le fait que mon projet de maîtrise 

était réalisé in vitro uniquement, tandis que le projet précédent renfermait une partie in vivo. 

Les expériences in vitro impliquent un système plus simple, dont l’environnement est 

strictement contrôlé par l’investigateur. Ainsi, nous savions les concentrations exactes 

d’AGL que contenait le milieu de stimulation des cellules. Les expériences réalisées en 

partie in vivo sont plus complexes puisqu’elles incluent plusieurs systèmes à la fois. Dans 

nos travaux précédents, le tissu adipeux des souris était conditionné in vivo en maintenant 

les souris pendant vingt semaines sur l’une ou l’autre des diètes riches en gras, entraînant 

des altérations métaboliques importantes menant au développement du DT2 (168). Les 

adipocytes étaient ensuite isolés, stimulés ou non avec de l’insuline, puis les surnageants 

étaient récoltés pour obtenir un milieu conditionné pour les stimulations des CMLV. Ce 

milieu de stimulation contenait plusieurs facteurs relâchés par les adipocytes, appelés 

adipokines. Ainsi, les AGL, mais aussi d’autres molécules pouvaient moduler la réponse 
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des CMLV dans cette étude. Tous ces facteurs étaient susceptibles d’influencer la viabilité 

des cellules. 

 

4.4.1 La présence d’hormones et de cytokines in vivo 

 

4.4.1.1 Adiponectine et leptine 

Le tissu adipeux a une fonction endocrine. Différentes hormones sont donc 

produites et sécrétées par les adipocytes. Parmi celles-ci se retrouve l’adiponectine, 

associée à des effets bénéfiques sur la sensibilité à l’insuline et à une fonction anti-

athérogénique grâce à un rôle anti-inflammatoire. Elle a effectivement la capacité d’inhiber 

la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-6, entraînant une 

réduction de l’activité de NF-κB. Cette inhibition favorise la diminution de l’expression de 

molécules d’adhérence à la surface des CE (169). Il a également été démontré que 

l’adiponectine inhibe l’apoptose des CE induite par l’acide palmitique en réduisant la 

production de ROS (170). Les taux d’adiponectine sont cependant plus faibles chez les 

obèses et les gens atteints de DT2 (169). Les souris nourries avec les diètes riches en gras 

dans les travaux de notre laboratoire étaient obèses et diabétiques et avaient des taux réduits 

d’adiponectine lorsque comparés aux souris nourries avec une diète normale. Il est tout de 

même possible, même à faibles taux, que l’adiponectine présente dans les surnageants des 

adipocytes des groupes DA et DV utilisés pour stimuler les CMLV ait eu un impact anti-

apoptotique. 

Les adipocytes sécrètent aussi de la leptine, un produit du gène ob (pour obesity), 

dont le rôle principal est de réguler la sensation d’appétit. Des concentrations plasmatiques 

élevées de cette adipokine sont directement corrélées à l’augmentation de la masse du tissu 

adipeux. Au contraire de l’adiponectine, la leptine a plutôt un rôle pro-inflammatoire et 

donc pro-athérogénique (169). L’hyperleptinémie est associée entre autres à une 

dysfonction endothéliale, une augmentation de la production de ROS et à l’augmentation de 
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la prolifération des CMLV (171). Les souris nourries avec la DA et la DV étaient obèses et 

leurs taux de leptine étaient fortement augmentés lorsque comparés aux souris nourries 

avec une diète normale, pouvant ainsi affecter les fonctions des CMLV. 

 

4.4.1.2 Cytokines pro-inflammatoires 

Tel que décrit dans l’introduction à la section 1.3.2, les obèses présentent une 

inflammation chronique du tissu adipeux. Cette inflammation s’accompagne d’une 

sécrétion élevée de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-α et l’IL-6, par les 

adipocytes et les macrophages. Ces cytokines influencent la production de l’adiponectine et 

de la leptine, en la diminuant pour la première et en l’augmentant pour la deuxième (24). 

Chez les CMLV, le TNF-α n’a pas tendance à induire l’apoptose lorsqu’il est seul puisqu’il 

active la voie de survie via NF-κB (104, 172). Cependant, lorsqu’il est combiné à d’autres 

molécules telles que l’acide palmitique, l’apoptose est induite à des niveaux plus élevés que 

pour chacun des deux composés seuls (104).  

Dans notre étude précédente, les adipocytes ont été séparés des macrophages 

présents dans le tissu adipeux des souris. Cependant, puisque les macrophages sont une 

importante source de TNF-α (41), il est possible que les concentrations de cette cytokine 

dans le surnageant des adipocytes n’aient pas été très élevées, résultant en un impact limité 

sur l’induction de l’apoptose des CMLV stimulées. Puisque les adipocytes des souris 

obèses et diabétiques sécrétaient aussi des AGL, l’effet pro-apoptotique des surnageants 

était dû en grande partie à ces molécules. Leur nature et leur quantité étaient probablement 

influencées par les diètes ingérées par les souris et par la fonctionnalité des adipocytes. Les 

adipocytes des souris nourries avec la DA étaient plus hypertrophiés que ceux des souris 

nourries avec la DV, les rendant plus dysfonctionnels. Les adipocytes hypertrophiés et 

dysfonctionnels ont une capacité réduite à emmagasiner les TG comparativement aux 

adipocytes normaux, puisqu’ils sécrètent des adipokines pro-inflammatoires altérant cette 
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fonction et que leur capacité maximale d’emmagasinage a également déjà été atteinte. En 

conséquent, il est possible que leur taux de lipolyse ait été augmenté (41). 

Tous les facteurs mentionnés ci-dessus, à différentes concentrations selon les 

conditions, pouvaient donc influencer les variations des taux d’apoptose des CMLV 

stimulées avec les surnageants d’adipocytes des souris alimentées avec la DA ou la DV. 

Mon projet a permis d’évaluer l’impact des AGL sans l’intervention des autres molécules 

puisqu’elles n’étaient pas présentes dans le milieu de stimulation. 

 

4.4.2 La différence de ratios des AGL 

Une autre des raisons qui pourrait faire que les résultats divergent entre l’étude in 

vivo et celle in vitro est la différence de ratios des AGL présents dans le milieu de 

stimulation des CMLV. Les ratios des AGL dans les combinaisons utilisées dans ce projet 

étaient basés sur ceux retrouvés dans les diètes ayant servies à nourrir les souris du 

précédent projet. Ces ratios ne correspondaient cependant pas forcément à ceux résultant du 

métabolisme des AGL in vivo avant les expérimentations sur les CMLV. Effectivement, les 

AGL présents dans les diètes ont dû subir tout le processus de digestion, absorption dans 

l’intestin, transport vers le tissu adipeux et relâche par les adipocytes avant que le 

surnageant ne soit récolté et mis en contact avec les CMLV. Le ratio d’AGL relâchés était 

donc directement dépendant de l’activité des adipocytes, fortement influencée par l’obésité 

et l’état diabétique, et pouvait ainsi être très différent du ratio des AGL ingérés initialement. 

Bien que la composition en acides gras des TG entreposés dans les adipocytes soit 

relativement très similaire à celle retrouvée dans une diète, certaines évidences suggèrent 

que la lipolyse des TG et la relâche des AGL par les adipocytes soient un peu plus 

sélectives. Des études démontrent en effet que le ratio d’AGL sécrétés n’est pas toujours 

représentatif de la composition en AG dans les TG (173-177). Il varie en fonction de la 

longueur de la chaîne et du degré d’insaturation des AGL. La mobilisation relative des 

AGL, c’est-à-dire le pourcentage d’AGL sécrétés comparé au pourcentage des AG dans les 
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TG, est plus faible avec un nombre allant croissant d’atomes de carbone dans la chaîne 

aliphatique. Elle est par contre plus élevée avec un nombre grandissant d’insaturations 

(177). Parmi les AGL présents dans les diètes et les combinaisons utilisées dans notre 

laboratoire, les études mentionnées ci-haut ont déterminé chez les humains, les rats et les 

lapins que la mobilisation relative était plus grande pour les acides palmitoléique, 

linolénique et arachidonique. D’un autre côté, celle pour les acides palmitique, stéarique et 

oléique était soit plus faible ou sinon assez représentative du pourcentage de ces AGL 

retrouvé dans les TG. Ce mécanisme sélectif pourrait avoir été altéré en fonction du degré 

de dysfonction des adipocytes dans notre étude précédente. 

Ainsi, ces variations de mobilisation, combinées au degré de dysfonction des 

adipocytes, pourraient avoir créé une différence de ratios des AGL mis en présence des 

CMLV entre le projet in vitro et le projet in vivo et donc faire une différence au niveau de 

l’impact sur la viabilité des cellules.  Pour ce projet-ci, l’idéal aurait été de créer les 

combinaisons d’AGL en s’inspirant du ratio retrouvé dans le surnageant des adipocytes des 

souris alimentées avec les diètes riches en gras. Pour le cadre de mon projet de maîtrise, la 

mesure de la concentration et de la nature de chacun des AGL sécrétés par les adipocytes, 

bien qu’envisagée, n’a toutefois pu être effectuée. 



 

 

5. Conclusion 



 

 

 

127 

En conclusion, nos travaux démontrent que la viabilité des CMLV est affectée par la 

présence d’une concentration élevée de groupes complexes d’AGL, dont les ratios 

s’apparentent l’un à la diète occidentale (DA) et l’autre à la diète méditerranéenne (DV). 

Les combinaisons d’AGL se sont avérées avoir un effet inhibiteur sur la prolifération des 

CMLV, un impact lié à leur potentiel pro-apoptotique. Les AGS présents dans les 

combinaisons sont les principaux responsables de l’induction de l’apoptose des cellules. 

Cet impact pro-apoptotique n’implique pas un blocage du cycle cellulaire, cependant 

plusieurs mécanismes pourraient en être à l’origine. La synthèse de céramides, la 

production de ROS et un impact sur les mitochondries via l’altération de leur perméabilité 

et une diminution de la proportion de cardiolipines sont particulièrement suspectés. De 

façon plus importante, nous avons déterminé qu’une stimulation avec chacun des AGL 

étudiés engendre des taux d’apoptose plus élevés que lorsqu’ils sont tous les six combinés 

sous la DA ou la DV. Cet effet est principalement dû à la présence d’un AGL protecteur, 

l’acide oléique, entrant en compétition avec les mécanismes pro-apoptotiques des AGS. 

L’intégration des AGS dans des vésicules de TG par l’acide oléique est possiblement le 

mécanisme via lequel a lieu la compétition. Nos travaux mettent également en lumière, 

pour la première fois, que les concentrations relatives des différents AGL présents dans une 

combinaison sont toutes aussi importantes que leurs concentrations totales dans ce 

phénomène de compétition anti- et pro-apoptotique. En effet, nous avons démontré que 

l’acide oléique atténue l’apoptose de façon plus marquée lorsqu’il est combiné avec un 

AGS que lorsqu’il est seul. Cet effet est significatif seulement aux concentrations 

retrouvées dans la combinaison DA et s’avère encore plus prononcé en présence d’insuline. 

L’augmentation de la sensibilité des cellules à l’insuline par l’acide oléique est 

probablement impliquée. Nos résultats n’ont pas été dans le même sens que ceux obtenus 

lors d’une de nos précédentes études, c’est-à-dire que la combinaison la plus riche en AGS 

n’a pas été plus néfaste que la combinaison la plus riche en AGMI sur les CMLV en 

condition hyperinsulinémique. Ceci confirme que les AGL et l’insulinémie ne sont pas les 

seules variables modulant la viabilité des CMLV. Plusieurs autres facteurs tels que les 

adipokines et l’état métabolique doivent donc être considérés. Tous ces travaux amènent 
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ainsi de nouvelles connaissances sur les liens existant entre le DT2 et l’athérosclérose. Ils 

pourraient également s’avérer utiles pour l’établissement de nouvelles diètes pour les 

patients souffrant de ces deux pathologies.  

Pour la suite de ces travaux, il serait pertinent d’étudier les voies via lesquelles les 

AGS dans les combinaisons induisent l’apoptose des CMLV afin de mieux comprendre les 

mécanismes cellulaires impliqués. Il sera d’autant plus intéressant d’aller vérifier si l’acide 

oléique diminue cette apoptose en internalisant les AGS dans des vésicules de TG et si les 

autres AGMI et AGPI présents dans les combinaisons peuvent avoir le même effet. De 

plus, l’évaluation de l’impact des combinaisons d’AGL sur la viabilité de CMLV provenant 

de souris athérosclérotiques permettrait de parfaire notre compréhension du phénomène 

d’accélération du processus d’atteintes vasculaires par le DT2. 
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