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ERRATUM 

 

Dans les articles 2 et 4 présentés dans ce manuscrit, la notion de nitrosylation des 

protéines apparait (modification post-traductionnelle induite par la réaction avec le NO 

disponible). Cette dénomination est erronée. En effet, l’anticorps utilisé dans les études 

correspondantes était un anticorps anti-Nitrotyrosine (ThermoFisher Scientific, #32-1900). 

Les résultats observés caractérisent donc la nitrotyrosination des protéines (modification 

post-traductionnelle induite par la présence des péroxynitrites). 
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Résumé 
 

  

Les maladies cardiovasculaires constituent la première cause de mortalité dans 

le monde. De nombreuses situations conduisent à une insuffisance cardiaque généralement 

associée à une altération mitochondriale. Le stress oxydant est un acteur majeur favorisant 

ces dysfonctionnements. Les acides gras polyinsaturés de la famille 3 et, en particulier l’EPA, 

ont été souvent associés à des effets cardio-protecteurs. Cependant, dans certains cas, 

l’impact engendré était délétère. L’hypothèse qui a porté cette thèse soutient que l’EPA devient 

nocif dans les situations où le stress oxydant est trop intense : l’association avec un agent 

antioxydant adapté permettrait de maintenir les propriétés cardioprotectrices. Divers modèles 

de situations pathologiques, d’un stress oxydant faible vers une situation où il est sévère 

et chronique, ont été étudiés. L’EPA a montré des effets bénéfiques pour le cœur en modulant 

le collagène, la réactivité coronaire, la fonction mitochondriale, le statut oxydant, 

l’inflammation, le métabolisme énergétique, l’homéostasie calcique et le profil lipidique. 

Cependant, dans le cas d’un stress oxydant intense et chronique modélisé par un diabète sucré 

associé à un régime obésogène, l’EPA a entraîné un accroissement radical de la mortalité. 

Cet effet a été contrecarré par un enrichissement en extrait de thé vert grâce aux propriétés 

anti-oxydantes et hypolipémiantes de ce dernier. L’association de l’EPA à un agent antioxydant 

adapté à la situation et administré à doses adéquates est indispensable dans les situations 

où le stress oxydant est suffisamment sévère pour induire une peroxydation lipidique. 

L’impact bénéfique de l’EPA est lié à des acteurs mitochondriaux tels que la SOD2, l’UCP3 

et la Sirt3. Les observations récoltées au cours de ces travaux nous incitent à étudier la fonction 

mitochondriale chez l’Homme afin de déterminer si l’effet cardioprotecteur de l’EPA combiné 

à un antioxydant est maintenu. Cette thèse décrit également une méthode fiable pour extraire 

des mitochondries cardiaques humaines à partir de rejections atriales obtenues lors 

de circulations extracorporelles. Des analyses omiques sur le plasma permettraient également 

de découvrir des biomarqueurs du fonctionnement mitochondrial permettant la mise en lumière 

d’altérations éventuelles survenant en amont du développement de l’insuffisance cardiaque 

et l’adaptation précoce d’un traitement adéquat. 

 

Mots clefs : Cœur, Stress oxydant, Mitochondries, EPA, Antioxydant 

 

 



 

 

 

Abstract 
 

 

Cardiovascular disease is the leading cause of death in the world. Many situations 

trigger heart failure which is usually associated with mitochondrial dysfunction. 

Oxidative stress is a major contributor to these dysfunctions. Polyunsaturated fatty acids of the 

3 family, in particular EPA, have often been associated with cardioprotective effects, 

but in some cases their impact is deleterious. The hypothesis behind this thesis is that EPA 

becomes harmful in situations in which the oxidative stress is too high: an appropriate 

combination with an antioxidant would maintain the cardio-protective properties. 

Several models of pathological situations characterized by a low or severe and chronic 

oxidative stress were studied. EPA displays beneficial effects on the heart by modulating 

collagen, coronary reactivity, mitochondrial function, oxidative status, inflammation, 

energy metabolism, calcium homeostasis and lipid profile. However, in case of a high 

and chronic oxidative stress triggered by diabetes mellitus and an obesogenic diet, EPA results 

in a dramatic increase in animal mortality. This effect is countered by enriching the diet with 

green tea extract thanks to the antioxidant and lipid-lowering properties of this last. 

The combination of EPA with an antioxidant adapted to the situation and administered 

in adequate doses is essential when the oxidative stress is severe enough to induce lipid 

peroxidation. The beneficial impact of EPA is related to mitochondrial actors such as SOD2, 

UCP3 and Sirt3. The findings obtained in these animal studies need to be verified in humans 

to determine whether the cardioprotective effect of EPA combined with an antioxidant 

is maintained. This thesis also describes a reliable method allowing the extraction of human 

cardiac mitochondria from atrial rejection obtained during extracorporeal circulation. 

Omic studies on the plasma would also allow the discovery of new biomarkers of mitochondrial 

function permitting clinicians to highlight possible dysfunctions prior to onset of the heart 

failure and to adapt a precocious treatment to the particular patient situation. 

 

Keywords: Heart, Oxidative stress, Mitochondria, EPA, Antioxidant 
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DPA ou C22 : 5 3 : acide docosapentaénoïque 

dSirt2 : sirtuine 2 de la drosophile, équivalente de la sirtuine 3 des mammifères 
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GPx ou GPX : peroxydase à glutathion 

GPx1 ou GPX1 : peroxydase à glutathion classique 

GPx2 ou GPX2 : peroxydase à glutathion gastro-intestinal  

GPx3 ou GPX3 : peroxydase à glutathion plasmatique 

GPx4 ou GPX4 ou PHGPx4 : peroxydase à glutathion des phospholipides hydropéroxydés 

GSH : glutathion réduit ou γ-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine 

GSSG : glutathion oxydé ou disulfure de glutathion 
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H2O : eau 

H2O2 : peroxyde d'hydrogène 

HBA1c : hémoglobine glyquée 

HDAC : histone déacétylase 
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HOMA-IR : indice d’insulino-résistance (HOMeostasic Assessment of Insulin Resistance) 

HSF : facteur de transcription des protéines du stress 

Hsp : protéines du stress 

 

ICR : indice de contrôle respiratoire 

IL-1 : interleukine-1 

IL-1 : interleukine 1 

IL-6 : interleukine 6 

IMAC : canal anionique de la membrane interne mitochondriale 

IMC : indice de masse corporel 
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MAPK : MAP kinases 

mCAT : catalase mitochondriale 

MCP-1 : protéine chimio-attractante 1 du monocyte 
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PRA : période réfractaire absolue 

PRE : période réfractaire effective 

PRR : période réfractaire relative 

Prx : péroxirédoxines 

PTPm : pore de transition de perméabilité mitochondrial 

 

QH2 : ubiquinol 

QRS : complexe QRS relatif à la contraction des ventricules 

 

RE : réticulum endoplasmique 

RNS : espèces réactives de l'azote 

ROO.- : radicaux peroxyles 

ROS : espèces réactives de l'oxygène (reactive oxygen species) 

RyR : récepteur à la ryanodine 

 

Sirt : sirtuine 

Sirt1 : sirtuine 1 

Sirt2 : sirtuine 2 

Sirt3 : sirtuine 3 

Sirt4 : sirtuine 4 

Sirt5 : sirtuine 5 

Sirt6 : sirtuine 6 

Sirt7 : sirtuine 7 

SN : sodium nitroprusside 

SOD : dismutase des superoxydes 

SOD1 ou CuZn-SOD : dismutase des superoxydes cytosolique 

SOD2 ou Mn-SOD : dismutase des superoxydes mitochondriale 

SOD3 ou EC-SOD : dismutase des superoxydes extracellulaire 

 

T : onde T relative à la repolarisation des ventricules 

TBARS : substances réagissant avec l’acide thiobarbiturique 

TFAM : facteur de transcription mitochondrial A  

TNF : facteur de nécrose tumorale alpha 

TRF2 : facteur 2 de liaison répétée au télomère 
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Trx : thiorédoxine 

TrxR : thiorédoxine réductase 

UCP : protéine découplante 

UCP1 : protéine découplante 1 

UCP2 : protéine découplante 2 

UCP3 : protéine découplante 3 

 

3-LC : oméga 3 à longue chaîne 

ΔpH : gradient de protons, gradient de pH 

ΔΨ : potentiel de membrane 
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Avant-propos 

 Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de décès dans le monde comme 

le soulève l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cette dernière précise également 

que cette mortalité concernera plus de 23,6 millions de personnes sur le globe dans la prochaine 

décennie (« OMS | À propos des maladies cardiovasculaires » s. d.). Les méthodes 

de préventions primaire, secondaire ou tertiaire afin de réduire une telle évolution sont variées. 

L’une d’entre elles fait intervenir la nutrition. L’impact des nutriments sur la santé n’est plus 

à démontrer. Les nombreuses études effectuées chez l’Homme, chez l’animal ou encore 

sur des modèles alternatifs comme les cultures cellulaires, ont permis de mettre en avant 

une modulation via les nutriments des acteurs physiopathologiques de l’organisme. 

L’une des causes principales d’apparition ou d’aggravation des maladies cardiovasculaires 

est le stress oxydant (Cervantes Gracia, Llanas-Cornejo, et Husi 2017). Un accroissement 

des facteurs oxydatifs tels que les espèces réactives de l’oxygène (ROS pour reactive oxygen 

species) ou les espèces réactives de l’azote (RNS pour reactive nitrogen species) entraine 

des dommages importants au niveau de l’ADN, des cellules, des tissus et au final à l’organisme 

entier. Le stress oxydant est présent dans divers contextes pathologiques tels que l’obésité, 

le diabète ou encore des situations infectieuses comme l’endocardite aiguë ou le sepsis. 

Dans tous ces cas, cette perturbation du statut oxydant va mener vers une altération structurale 

et/ou fonctionnelle au niveau cardiaque.  Cependant, le corps possède également des agents 

susceptibles de lutter contre le stress oxydant mais dont l’expression ou l’activité peuvent aussi 

être modulées par différentes situations physiopathologiques. Les plus importants acteurs 

du système de défense antioxydant sont la dismutase des superoxydes (SOD), la peroxydase 

à glutathion (GPx ou GPX) et la catalase. Les deux premiers sont d’ailleurs fortement retrouvés 

au niveau de la mitochondrie, élément cellulaire chargé de la production énergétique 

de l’organisme mais synthétisant de manière importante les ROS en cas de situation 

pathologique. Cet organite est extrêmement présent au niveau cardiaque, ce qui s’explique 

aisément par le besoin énergétique important de cet organe pour jouer son rôle vital 

lui permettant de répondre aux besoins de l’organisme. Une altération des mitochondries 

cardiaques conduit inévitablement à un déficit énergétique favorisant la survenue 

d’une insuffisance cardiaque, facteur de risque majeur de mortalité. Les impacts délétères 

sur le niveau de stress oxydant ou la viabilité des mitochondries peuvent être prévenus par 

différents nutriments. En effet, la nutrition joue un rôle quotidien sur la santé et adapter 
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les apports en nutriments bénéfiques en fonction de la situation de chacun constitue 

une stratégie des plus prometteuses en terme de résultats, de simplicité de mise en place 

et de coûts limités. Outre leur aspect préventif, certains nutriments prescrits en doses adéquates 

dans certaines situations pathologiques peuvent également favoriser la guérison 

et la récupération des patients. Parmi les nutriments présentant un intérêt pour la santé 

cardiovasculaire, les acides gras polyinsaturés de la famille des oméga 3 (3) demandent 

une attention particulière, en particulier les 3 à longue chaîne (3-LC) d’origine marine 

et notamment l’acide eicosapentaénoïque (EPA). Malgré les effets cardioprotecteurs majeurs 

de l’EPA, cette molécule présente une sensibilité importante au stress oxydant. En effet, 

ce dernier peut favoriser la peroxydation lipidique. Les 3 constituent une cible majeure pour 

ce phénomène et présentent alors des effets délétères surtout s’ils sont administrés à haute dose. 

Une méthode simple afin d’éviter l’altération de l’EPA dans l’organisme consiste à l’associer 

de façon préventive à un agent antioxydant. Le thé vert est connu pour ses capacités anti-

oxydantes mais aussi pour ses propriétés cardio-protectrices permettant de réduire la mortalité 

des patients atteints de maladies cardiovasculaires (Zhang et al. 2015). 

 

 L’objectif principal de ma thèse a consisté à étudier les effets des acides gras 3 sur 

la fonction cardiaque dans divers contextes de stress oxydant. En premier lieu, j’ai souhaité 

vérifier si l’association de divers antioxydants avec l’huile de colza contenant l’acide 

-linolénique (ALA) précurseur des 3-LC offre un effet bénéfique au niveau cardiaque dans 

une situation d’obésité abdominale connue pour favoriser un stress oxydant modéré mais 

prolongé dans le cœur. Une seconde étape m’a permis d’évaluer les conséquences d’un apport 

en EPA, en thé vert ou de l’association des deux composés sur l’activité cardiaque dans un 

modèle de rat diabétique, présentant donc un stress oxydant chronique de forte intensité. 

Ensuite, une évaluation du niveau de stress oxydant a été effectuée dans un modèle de sepsis 

précoce de faible intensité chez le rat Wistar. Après avoir validé le modèle, les effets 

d’un enrichissement en EPA sur l’activité cardiaque et la fonction mitochondriale 

ont été déterminés ainsi que les mécanismes mis en jeu. Finalement, au vu des résultats 

bénéfiques constatés, une extrapolation à l’Homme a débuté en initiant une étude clinique afin 

d’étudier l’effet d’un enrichissement en EPA dans des situations d’obésité et d’endocardite 

aiguë. Afin de pouvoir étudier la fonction mitochondriale sur du tissu cardiaque humain 

fraichement prélevé, nous avons adapté notre protocole animal afin qu’il soit optimal pour 

travailler chez l’Homme.  
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Chapitre 1 : Etat de l’art 

Partie 1 

Le système cardiovasculaire 

1.1 Généralités sur le cœur 

Le cœur est un des organes « nobles » du corps humain. Cette appellation caractérise 

les organes essentiels au fonctionnement autonome et à la survie de l’organisme. 

En plus du cœur, ils correspondent au cerveau, aux poumons, au foie, au pancréas et aux reins. 

Pour un homme de 70 kg, le cœur pèse 260-300 g ce qui représente environ 0,4% du poids 

corporel. Il est situé dans le thorax, entre les poumons, devant la trachée et l’œsophage, 

derrière le sternum et au-dessus du diaphragme (Figure 1). Sa forme est généralement associée 

à une pyramide à 3 faces. La base de cette « pyramide » concentre la jonction des vaisseaux 

et la pointe du cœur, appelée apex, s’accole au poumon gauche. Sa morphologie 

et son orientation favorisent son développement plus important vers la gauche. 

En conséquence, le poumon gauche est partiellement comprimé et est anatomiquement divisé 

en deux lobes, au lieu des trois définis pour le poumon droit. 

 

 
Figure 1 : Localisation du cœur dans le thorax. Placé entre les deux poumons, le cœur est 

orienté vers la gauche de sorte que l’apex s’appuie sur les lobes du poumon gauche. La base du 

cœur reçoit les différents vaisseaux des circulations systémiques et pulmonaires. Le sang riche 

en CO2 et pauvre en O2 (en bleu) revenant des organes, et plus directement du foie, arrive au 

cœur par les veines caves supérieure et inférieure. Le sang oxygéné (en rouge) est expulsé vers 

les organes par l’aorte. (Source : illustration adaptée d’une vidéo de l’INSERM, 

youtube.com/watch?v=tYTbbPSGIHk, consultée le 12 septembre 2018) 

 

https://www.youtube.com/watch?v=tYTbbPSGIHk
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Le cœur est anatomiquement constitué de 4 cavités : 2 ventricules et 2 oreillettes/atria 

(Figure 2). L’oreillette et le ventricule droits constituent le cœur droit responsable 

de la circulation pulmonaire du sang riche en CO2 et pauvre en O2. L’oreillette et le ventricule 

gauches forment le cœur gauche gérant la circulation systémique du sang riche en O2 et pauvre 

en CO2 nécessaire au fonctionnement des organes. Ces deux parties sont séparées par 

une cloison musculaire nommée septum. Les veines caves supérieure et inférieure apportent 

le sang souillé au cœur droit d’où il est expulsé par l’artère pulmonaire. Le sang oxygéné 

parvient au cœur gauche par les veines pulmonaires puis est adressé aux organes par l’aorte. 

Les deux compartiments de chacune de ces parties sont séparés par des valves 

atrio-ventriculaires : la valve tricuspide pour le cœur droit et la valve mitrale pour le cœur 

gauche. Ces deux éléments sont chacun reliés à des muscles papillaires, appelés les piliers, 

par des cordages tendineux offrant à ces valves leur fonction anti-reflux au cours de la systole 

ventriculaire. La contraction ventriculaire permet l’expulsion du sang dans la circulation. 

Deux valves artérielles sont également présentes au niveau du cœur dont le rôle est d’empêcher 

le reflux sanguin dans le ventricule pendant la diastole ventriculaire, période suivant la systole 

ventriculaire et correspondant à la relaxation cardiaque. 

 
Figure 2 : Cœur droit & cœur gauche. Le sang provenant des organes arrive par les veines 

caves supérieure et inférieure pour pénétrer dans l’oreillette droite puis dans le ventricule droit 

en passant par la valve tricuspide avant d’être envoyé dans la circulation pulmonaire par l’artère 

pulmonaire. Le sang revenant des poumons est amené au cœur par les veines pulmonaires au 

niveau de l’oreillette gauche, puis passe dans le ventricule gauche via la valve mitrale avant 

d’être expulsé vers la circulation systémique par l’aorte. (Source : adapté d’une illustration du 

site internet de la Fédération Française de Cardiologie, fedecardio.org/Je-m-informe/Le-

coeur/le-fonctionnement-du-coeur, consultée le 10 octobre 2018) 
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1.2 Structure du cœur et des vaisseaux sanguins 

 Les cavités cardiaques sont revêtues par l’endocarde, une couche d’endothélium 

similaire à celui trouvé dans les vaisseaux sanguins, qui constitue une membrane protectrice 

interne. L’endocarde est accolé au myocarde correspondant à la structure musculaire 

de la pompe cardiaque. Entre ces deux tissus se trouve le tissu nodal responsable 

de la contraction automatique du myocarde et les cellules cardionectrices du réseau de Purkinje 

(cf. paragraphe 1.3 « Système électrique cardiaque et contraction musculaire »). Le myocarde 

constitue le tissu musculaire du cœur. C’est grâce à lui que la fonction de pompe cardiaque 

est possible. Les cellules musculaires qui le composent sont appelées les cardiomyocytes. 

Ces derniers consomment à eux-seuls 10% de l’oxygène de l’organisme. La membrane 

protectrice externe du cœur s’appelle le péricarde. Il se compose de deux parties : le péricarde 

séreux et le péricarde fibreux. Le premier est constitué de différentes couches : au contact 

du myocarde, l’élément le plus interne est la lame viscérale aussi appelée épicarde. Il accueille 

la vascularisation cardiaque. L’épicarde est séparé du feuillet pariétal du péricarde séreux par 

une cavité virtuelle contenant le fluide péricardique qui favorise le glissement des feuillets lors 

des mouvements cardiaques. La couche la plus externe du tissu cardiaque se compose de tissu 

conjonctif et porte le nom de péricarde fibreux (Figure 3) (Anderson, Razavi, et Taylor 2004). 

 

 

Figure 3 : Structure du cœur. L’endocarde constitue la couche interne du cœur, recouvrant 

les cavités cardiaques. Le myocarde correspond à la partie musculaire. Le péricarde est 

composé de l’épicarde, de l’espace péricardique, du péricarde pariétal et du péricarde fibreux. 

La couche sous-endocardique accueille le tissu nodal impliqué dans la contraction du myocarde. 

(Source : adapté de naturolistique.fr/le-tissu-du-myocarde/, consultée le 5 octobre 2018) 
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Au niveau de ce péricarde, plus particulièrement sur la face externe du péricarde viscéral 

et à l’extérieur du péricarde pariétal, se trouve le tissu adipeux péricardique. 

Ce dernier est impliqué dans les caractéristiques anatomiques et métaboliques du cœur comme 

l'augmentation du métabolisme des acides gras, la stimulation de l'inflammation 

et la modulation de la fonction endothéliale (Iacobellis 2015). 

 

 La vascularisation du cœur représente 5 à 10% du débit cardiaque. Elle survient grâce à 

un réseau très étendu de vaisseaux tout autour du tissu cardiaque appelés les artères coronaires. 

Elles sont toutes issues de deux coronaires principales qui se développent au niveau de l’aorte : 

l’artère coronaire droite et l’artère coronaire gauche. Chacune va permettre l’émergence d’un 

réseau complexe de vaisseaux partant de la base du cœur vers son apex. Le drainage est quant 

à lui effectué par des veines et des vaisseaux lymphatiques. Les vaisseaux du retour veineux 

sont satellites des artères coronaires. Toutes les veines se rejoignent dans le sinus coronaire 

situé dans le sillon atrio-ventriculaire à gauche de la veine cave. Ce sinus déverse ensuite le sang 

dans l’oreillette droite, au niveau de sa partie inférieure (Yamada et al. 2008). La circulation 

lymphatique rejoint quant à elle les nœuds trachéo-bronchiques (Figure 4). 

 
Figure 4 : Vascularisation cardiaque. Les coronaires transportent le sang oxygéné (rouge) et 

les veines le sang riche en CO2 (bleu). (Source : anatomie-humaine.com/Vascularisation-du-

coeur.html, consultée le 27 septembre 2018) 
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 De manière générale, la vascularisation se compose de 3 grandes familles de vaisseaux : 

les artères, les veines et les capillaires (Figure 5). A l’exception des artères pulmonaires 

transportant le sang veineux aux poumons, les artères transportent le sang riche en O2 du cœur 

vers les organes. Leur calibre évolue de celui de l’artère, 2,5 cm de diamètre, à celui 

des artérioles, environ 2 mm de diamètre. La structure de ces vaisseaux est constituée de trois 

couches différentes : l’intima, la média et l’adventice (Pugsley et Tabrizchi 2000). 

L’intima forme la couche interne. Elle comporte une membrane basale aussi appelée lamina, 

composée de collagène favorisant la rigidité tissulaire, et possède un revêtement antiadhésif 

appelé endothélium permettant au sang et à ses composés de circuler librement dans 

les vaisseaux. De plus, l’endothélium présente également une fonction sécrétoire. Il produit 

différents facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote (NO) ou la prostacycline, mais 

aussi des facteurs vasoconstricteurs comme l’endothéline-1, le thromboxane ou encore 

l’angiotensine II. Ces facteurs permettent aux artères de moduler leur diamètre en fonction 

du besoin en afflux sanguin. L’endothélium sécrète également des facteurs influençant 

la coagulation sanguine tels que la prostacycline et le plasminogène. La couche intermédiaire 

des artères se nomme la média. Elle est riche en cellules musculaires lisses et s’adapte 

à la pression sanguine. En effet, elle présente une capacité d’élasticité et de modification 

du diamètre en fonction des phénomènes de vasoconstriction et de vasodilatation. Le feuillet 

le plus externe des artères s’appelle l’adventice. Cette dernière favorise l’arrimage des artères 

sur les tissus qu’elles traversent. 

 
Figure 5 : Structure du réseau vasculaire. Les artères transportent le sang riche en O2 (rouge) 

du cœur jusqu’aux organes où le réseau capillaire s’occupe des échanges gazeux. Les veines 

prennent en charge le sang riche en CO2 pour sa circulation jusqu’au cœur. (Source : Thibault 

Leger. Remerciements à Servier Medical Art) 
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Les veines retournent au cœur le sang riche en CO2 après les échanges gazeux 

avec les organes, à l’exception des veines pulmonaires ramenant le sang oxygéné au cœur. 

A l’image des artères et des artérioles, les veines distales sont appelées des veinules 

et présentent un diamètre inférieur. Les veines sont également composées d’une intima formée 

d’un endothélium et d’une mince membrane élastique la séparant d’une fine couche musculaire 

lisse n’offrant à ces vaisseaux qu’une faible capacité contractile mais un fort potentiel 

de dilatation. Le tout est gainé par l’adventice. Les grosses veines des membres inférieurs 

possèdent également des valvules empêchant au sang de refluer vers le bas.  

 

Les capillaires portent leur nom par analogie aux cheveux même s’ils sont en réalité 

encore plus fins que des cheveux, respectivement de l’ordre de 8-10 µm de diamètre 

versus 40 à 100 µm. Leur rôle consiste à transporter le sang au sein des organes, en réalisant 

la jonction entre les artérioles et les veinules. Ils sont uniquement composés d’une fine 

membrane basale entourant l’endothélium, indispensable pour une bonne circulation sanguine. 

 

1.3 Système électrique cardiaque et contraction musculaire 

 Le cœur est l’unique organe du corps humain à être autonome. En effet, contrairement 

aux muscles striés squelettiques ou aux cellules musculaires lisses caractérisés respectivement 

par une contraction volontaire ou involontaire, le muscle cardiaque possède une stimulation 

électrique indépendante (Figure 6A). Celle-ci nait au niveau du nœud sinusal, situé à la base 

de la veine cave supérieure (Csepe et al. 2016). L’onde électrique se disperse alors dans le tissu 

atrial engendrant la systole des oreillettes. Avec un léger retard, elle stimule également le nœud 

auriculo-ventriculaire localisé dans la jonction des septa inter-atrial et inter-ventriculaire. 

L’influx électrique est ensuite conduit le long du faisceau de His dans le septum 

inter-ventriculaire avant de rejoindre le réseau de Purkinje. Ce dernier initie le début 

de l’excitation au niveau de l’apex du cœur. Une fois la stimulation électrique étendue à tout 

le tissu ventriculaire à l’aide du réseau de Purkinje, la systole ventriculaire se déclenche. 

L’évolution de l’influx électrique peut-être mesurée par électrocardiographie, ce qui permet 

de repérer des situations pathologiques. L’électrocardiogramme (ECG) illustre les différentes 

étapes de la stimulation et de la contraction cardiaques (Figure 6B). L’onde P représente 

la dépolarisation des oreillettes et leur contraction. L’intervalle PQ correspond à la conduction 

de l’onde de dépolarisation dans le nœud auriculo-ventriculaire et dans le faisceau de 

His.La dépolarisation des ventricules jusqu’au début de leur contraction est visible grâce 
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au complexe QRS. Enfin, l’onde T représente la repolarisation ventriculaire traduisant 

la relaxation musculaire. 

 

 
 

Figure 6 : Stimulation électrique cardiaque et représentation d’un électrocardiogramme. 

(A) L’influx électrique nait du nœud sinusal, rejoint le nœud auriculo-ventriculaire, suit le 

faisceau de His puis rejoint le réseau de Purkinje qui disperse la stimulation électrique au tissu 

ventriculaire. (B) Onde P : contraction des oreillettes ; complexe QRS : contraction des 

ventricules ; onde T : repolarisation des ventricules. (Sources : (A) d’après Fédération 

Française de Cardiologie, fedecardio.org/Je-m-informe/Le-coeur/lactivite-electrique-du-coeur, 

(B) Unisciel, ressources.unisciel.fr/physiologie/co/grain2d3.html, consultées le 10 octobre 

2018) 

 

La différence de potentiel électrique de part et d’autre de la membrane plasmique est appelé le 

potentiel de membrane. Les modifications de cette valeur suite à des échanges ioniques ou à 

une stimulation électrique déclenchent un potentiel d’action qui dirige les phénomènes de 

couplage excitation-contraction. Au niveau des cardiomyocytes, ce potentiel d’action est 

décomposé en 5 phases, de 0 à 4 (Figure 7). Il peut être mis en parallèle avec la courbe obtenue 

lors de l’ECG. La phase 0 correspond à la dépolarisation rapide qui commence dès que le 

potentiel de la membrane atteint un seuil d’environ -70 à -60 millivolts (mV), au lieu 

des -90 mV pour la polarisation basale. Une activation des canaux sodiques provoque un afflux 

immédiat de sodium (Na+) dans le cardiomyocyte qui se traduit par une augmentation rapide 

du potentiel d'action. Suite à la dépolarisation rapide, plusieurs modifications ioniques 

conduisent à une repolarisation rapide précoce correspondant à la phase 1 : une inactivation du 

canal Na+, une activation subséquente du canal potassique (K+) et la stimulation de l'échangeur 

Na+/ Ca2+, qui permute 3 Na+ contre 1 Ca2+. 
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Figure 7 : Phases du potentiel de membrane et parallèle avec un ECG. 0 : dépolarisation ; 

1 : repolarisation rapide précoce ; 2 : plateau ; 3 : repolarisation ; 4 : phase de repos ; PRA : 

période réfractaire absolue ; PRE : période réfractaire effective ; PRR : période réfractaire 

relative ; PS : période supranormale ; P : contraction des oreillettes ; QRS : contraction des 

ventricules ; T : repolarisation des ventricules. (Source : adapté de Ikonnikov G. et Wong E., 

http://www.pathophys.org/physiology-of-cardiac-conduction-and-contractility, consulté le 12 

septembre 2019) 

 

L’étape 2 est caractérisée par un plateau défini par un potentiel d’action stable suite à un 

équilibre entre les circulations d’ions à travers la membrane plasmique. Le flux d'ions est le 

résultat du courant sortant du K+. A contrario, un mouvement constant de Ca2+ dans la cellule 

à travers les canaux calciques de type L encore ouverts, l’afflux de Na+ par le canal 

voltage-dépendant et l'échange de Na+ contre du Ca2+ interne par l'échangeur Na+/Ca2+ sont 

responsables de l'afflux d'ions (Dedkova et Blatter 2008). La phase 2 est associée à une 

modification de la conductance du calcium qui est responsable du processus de couplage 

excitation-contraction. L’entrée de Ca2+ dans la cellule entraîne l’activation des récepteurs à la 

ryanodine (RyR) au niveau du réticulum sarcoplasmique et la libération du Ca2+ de cette zone 

de stockage intracellulaire vers le cytosol. Suite à la hausse de la concentration intracellulaire 

en Ca2+, ce dernier se fixe alors au niveau du sarcomère favorisant alors le glissement des 

filaments de myosine et d’actine, ce qui conduit au phénomène ATP-dépendant de la 

contraction musculaire (Mladěnka et al. 2018) (Figure 8). 

 

http://www.pathophys.org/physiology-of-cardiac-conduction-and-contractility
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Figure 8 : Mécanisme calcium-dépendant de la contraction musculaire. Le calcium est 

transporté dans la cellule par des canaux Ca2+ (1). Une augmentation des taux intracellulaires 

de Ca2+ déclenche la libération de Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique (2). Le Ca2+ entraîne 

une contraction musculaire par l'interaction avec l'actine-myosine (3). Il est ensuite re-capté par 

le réticulum sarcoplasmique par une Ca2+ ATPase (non représenté) et renvoyé dans l'espace 

extracellulaire par l'échangeur Na+/ Ca2+ (4) et la Ca2+ ATPase de la membrane plasmique (non 

représentée). Par ce transporteur, le Na+ est transporté à l'intérieur des cellules et son gradient 

de part et d’autre du sarcolemme est rétabli grâce à l'activité de l'adénosine-triphosphatase 

sodium-potassium (Na+/K+-ATPase, 5). (Source : d’après Mladěnka P. et al., Med Res Rev., 

2018) 

 

Ensuite, la phase de repolarisation (phase 3) s’installe. Elle s’accompagne de l’inactivation des 

canaux Ca2+ permettant le retour à un potentiel de repos de -90 mV grâce au débit sortant de K+ 

qui est maintenu. Ceci prépare la cellule à un nouveau cycle de dépolarisation. Des cycles de 

contraction-relaxation se produisent alors de manière cyclique jusqu’à une repolarisation 

suffisante de la cellule. Les gradients de concentrations ioniques transmembranaires de repos 

sont restaurés en renvoyant les ions Na+ et Ca2+ dans l'environnement extracellulaire et les ions 

K+ à l'intérieur de la cellule. Les pompes concernées comprennent l'échangeur sarcolemmal 

Na+-Ca2+, la Ca2+-ATPase et la Na+-K+-ATPase. Une fois le potentiel de -90 mV restauré, 

le cardiomyocyte se situe en phase 4, correspondant à la phase de repos (Nerbonne et Kass 

2005). Le moment entre la phase 0 et la prochaine dépolarisation possible d’un cardiomyocyte 

est nommée période réfractaire. Elle est décrite par 3 phases en fonction de la possible réaction 

du cardiomyocyte : les périodes réfractaires absolue (PRA), effective (PRE) et relative (PRR). 

Pendant la PRA, la cellule est complètement insensible à un nouveau stimulus. 

La PRE comprend la PRA et un court segment de la phase 3 au cours duquel un stimulus peut 

entraîner une dépolarisation minimale de la cellule mais n'engendrera aucune propagation du 
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potentiel d'action et donc une absence de dépolarisation des cellules voisines. 

La PRR correspond à la phase où un stimulus supérieur à la normale dépolarise la cellule 

et provoque un potentiel d'action. A la suite de la période réfractaire, la période supranormale 

(PS) est également observée. Elle correspond à une situation d’hyperexcitabilité de la part 

de la cellule pendant laquelle un stimulus plus faible que la normale dépolarise les cellules 

et provoque un potentiel d'action. Les cellules dans cette phase sont particulièrement sensibles 

aux arythmies lorsqu'elles sont exposées à un stimulus mal synchronisé (Stockbridge 1988).  

 

Avec un rythme de 70 battements par minute, le cœur se contracte environ 100 000 fois 

par jour ce qui représente 7000 litres de sang pompés quotidiennement (Berne 1981). Cet 

organe possède un métabolisme dit oxydatif : il consomme de l’oxygène pour produire l’énergie 

nécessaire à la contraction et à la relaxation. L’adénosine triphosphate (ATP) constitue cette 

source énergétique. Cette molécule est produite en grande partie par les mitochondries 

(« The Discovery of Adenosine Triphosphate and the Establishment of Its Structure » 1991).  
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Partie 2 

Les mitochondries 

2.1 Brève histoire sur les mitochondries 

 Les cellules procaryotes et les bactéries ont fonctionné de manière anaérobie 

et/ou grâce à la photosynthèse depuis leur émergence il y a environ 2,5 milliards d’années 

jusqu’à l’apparition des cellules eucaryotes environ 1 milliard d’années plus tard (Sagan 1967). 

La transition procaryotes-eucaryotes aurait été permise grâce à l’apparition de nombreux 

éléments cytosoliques comme le noyau, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi, 

le cytosquelette ou encore plus spécialement les mitochondries. Lynn Sagan met en avant son 

hypothèse selon laquelle la naissance des cellules eucaryotes à partir des cellules procaryotes 

et des bactéries anaérobies aurait transité par l’apparition de bactéries aérobies 

dont les protomitochondries auraient découlé. 

 

Bien que controversée pendant les décennies suivantes, cette idée a été appuyée 

par d’autres scientifiques comme John Archibald dans son livre One Plus One Equals One: 

Symbiosis and the Evolution of Complex Life paru en 2014 (Archibald 2014). En effet, 

en se basant sur les études obtenues à l’aide des progrès scientifiques et techniques, l’auteur 

confirme la théorie développée en 1967 en précisant l’existence d’une bactérie 

endosymbiotique ayant servi de prémices aux mitochondries, désormais indispensables à la vie 

des mammifères et d’autres espèces cellulaires. Bien que datant de plusieurs milliards d’années, 

le début exact de cette symbiose ayant mené aux cellules eucaryotes que nous connaissons 

actuellement reste encore flou. Cependant, les origines et les mécanismes ayant conduit aux 

mitochondries ont été éclaircis au cours de ces dernières années. En 2017, Roger et coll. (Roger, 

Muñoz-Gómez, et Kamikawa 2017) publient une revue présentant l’ancêtre des mitochondries : 

l'alpha-protéobactérie pré-mitochondriale (Figure 9). Les protomitochondries auraient évolué 

à partir de ce premier endosymbiote. Au jour d’aujourd’hui, et depuis de nombreuses années, 

les mitochondries sont donc devenues des organites indispensables au fonctionnement 

et à la survie de l’organisme, à la suite de l’installation d’une symbiose entre deux organismes 

vivants. 
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Figure 9 : Origine des mitochondries. Les mitochondries ont évolué à partir d'une 

alphaprotéobactérie endosymbiotique (violette) au sein d'une cellule hôte d'origine archéale qui 

était le plus étroitement apparentée à Asgard archaea (verte). L'ancêtre le plus ancien des 

mitochondries est l'alphaprotéobactérie pré-mitochondriale. FECA : premier ancêtre commun 

eucaryote (first eukaryote common ancestor) ; LECA : dernier ancêtre commun eucaryote (last 

eukaryotic common ancestor). (Source : Roger AJ., Curr Biol., 2017) 
 

2.2 Caractéristiques principales des mitochondries 

 Les mitochondries présentent une forme globalement oblongue et mesurent 1 à 2 µm 

de long sur 0,5 à 1 µm de large (Figure 10). Ces dimensions sont d’ailleurs assez proches de 

celles de la bactérie Escherichia coli. Une de leurs caractéristiques morphologiques majeures 

est la présence d’une double membrane lipidique séparant la matrice mitochondriale du cytosol 

de la cellule. La membrane externe est convexe sur toute la surface de la mitochondrie 

et présente par endroit des jonctions avec le réticulum endoplasmique (RE) appelées 

communément des points de contact (MAM pour Mitochondria-associated endoplasmic 

reticulum membranes) qui maintiennent une distance entre la mitochondrie et le RE de 10 

à 50 nm (Giacomello et Pellegrini 2016). Ces MAMs sont connues pour favoriser les échanges 

entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique et participent principalement à la 
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signalisation calcique impliquée dans l’homéostasie mitochondriale (Theurey et al. 2016). Ces 

MAMs jouent également un rôle dans la synthèse et le transfert des phospholipides (Vance 

1990; 1991). La phosphatidylsérine est synthétisée au sein du réticulum endoplasmique puis 

migre via les MAMs juqu’à son site de décarboxylation dans les membranes mitochondriales. 

La phosphatidyléthanolamine ainsi obtenue repasse des mitochondries à son site de méthylation 

en phosphatidylcholine au niveau du réticulum endoplasmique. La phosphatidylcholine migre 

alors vers les mitochondries à l’aide des MAMs. Un dysfonctionnement de ce sytème de 

synthèse et de transfert des phospholipides conduit à des perturbations métaboliques. 

 

 
Figure 10 : Structure de la mitochondrie. ME : membrane externe ; MI : membrane interne ; 

ME-MI : distance entre les 2 membranes de la mitochondrie. (Source : d’après Anupama N., 

Fundam Clin Pharmacol., 2018) 

 

L’espace intermembranaire sépare la membrane externe de la membrane interne. Cette 

dernière offre une surface supérieure à la membrane externe suite aux nombreuses invaginations 

dans la matrice qu’elle présente. Ces reliefs membranaires sont appelés des crêtes et ils 

supportent les complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. La matrice mitochondriale 

contient de nombreux éléments : de l’acide désoxyribonucléique (ADN), des ribosomes, des 

enzymes et encore des accumulations granuleuses d’ions calcium, sodium et potassium. Parmi 

tous les composants d’une cellule eucaryote, seules les mitochondries possèdent leur propre 

ADN, résultat de la symbiose historiquement décrite. En effet, 10% de l’ADN total de la cellule 

existe sous forme d’ADN mitochondrial. La part restante appartient exclusivement à l’ADN 

présent dans le noyau de la cellule. Le génome mitochondrial humain est circulaire, 
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mesure 16 569 paires de bases et chaque mitochondrie peut contenir 2 à 10 copies de cette 

molécule d’ADN (Wiesner, Rüegg, et Morano 1992). Il comporte 37 gènes l’un à la suite de 

l’autre, séparés par de courtes régions non traduites (Figure 11) (Schon, DiMauro, et Hirano 

2012). Comme pour le génome nucléaire, l’ADN mitochondrial permet d’obtenir des acides 

ribonucléiques (ARN) par le phénomène de transcription. Les gènes mitochondriaux codent 

pour 2 ARN ribosomiques (ARNr), 22 ARN de transfert (ARNt) et 13 ARN messagers (ARNm) 

permettant la traduction de protéines inclues dans les complexes de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Chan 2006). 

 

 
 

Figure 11 : Génome mitochondrial. Le génome mitochondrial humain. Les 37 gènes codés 

par l’ADN mitochondrial (ADNmt) comprennent 7 sous-unités du complexe I (ND1, 2, 3, 4, 4, 

4L, 5 et 6), une sous-unité du complexe III (cytochrome b (Cyt b)), trois sous-unités du 

complexe IV (Cytochrome c oxydase (COX) I, II et III), deux sous-unités de la F1-F0 ATP 

synthase (A6 et A8), deux ARNr (12S et 16S) et 22 ARNt (nommé ici par une seule lettre). Les 

origines de la réplication du brin lourd (OH) et du brin léger (OL) sont également illustrées. 

Les promoteurs de transcription du brin lourd (HSP) et du brin léger (LSP). (Source : adapté de 

Schon EA., Nat Rev Genet., 2012) 
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2.3 L’oxydation phosphorylante : principale fonction des 

mitochondries 

Les mitochondries contribuent à de nombreuses fonctions telles que la signalisation 

calcique, le développement embryonnaire, la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS pour reactive oxygen species) ou encore les phénomènes d’apoptose. Outre ceux cités 

précédemment, leur rôle principal reste la production d’adénosine triphosphate (ATP), 

véritable « fuel » de l’organisme car elle représente la molécule majeure du métabolisme 

énergétique (Figure 12) (Dorn II 2015). 

 

 

Figure 12 : Principaux rôles des mitochondries. Les mitochondries sont impliquées dans le 

métabolisme énergétique (ATP), le développement embryonnaire, la signalisation calcique, la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et l’apoptose. (Source : d’après Dorn 

GW., EMBO Mol Med., 2015) 

 

La réserve cardiaque d’ATP reste faible, seulement 1 gramme, alors qu’environ 30 kg 

d’ATP sont consommés chaque jour. Plus un tissu est énergie-dépendant, plus les 

mitochondries sont présentes. De même, plus la production d’énergie demandée aux 

mitochondries est importante, plus celles-ci présentent une surface de crêtes élevée et une 

densité conséquente de complexes de la chaîne respiratoire (Leveille et al. 2017). La présence 

de ces complexes est en effet corrélée aux besoins énergétiques du tissu, qui est elle-même 

associée à la consommation d’oxygène. Il a d’ailleurs été observé que le cœur est l’organe le 

plus imposant en terme de consommation en oxygène (Rolfe et Brown 1997). Chez l’Homme, 
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bien que cet organe ne représente en moyenne que 0,4% du poids corporel total, il consomme 

à lui seul 11% de l’oxygène utilisé par l’organisme (Tableau 1). Dans une situation aérobie 

physiologique, plus de 90% de l’ATP produit au quotidien par le cœur provient de l’oxydation 

phosphorylante au sein de la chaîne respiratoire mitochondriale. Les 10% restants résultent de 

la glycolyse, anaérobie principalement, ou le cycle de l’acide tricarboxylique connu aussi sous 

le nom de cycle de Krebs ou cycle de l’acide citrique (Bonora et al. 2012). 

 

Tableau 1 : Relation entre la masse et la consommation d’oxygène des tissus. (Source : 

d’après Rolfe DFS. et Brown GC., Physiol Rev., 1997) 

 

 

Masse de l’organe 

(% du poids corporel) 

Consommation d’oxygène 

(% de la consommation 

totale) 

Humain 

Cœur 0,4 11 

Reins 0,5 6 

Poumons 0,9 4 

Cerveau 2 20 

Foie 2 17 

Tractus intestinal 2 10 

Muscles squelettiques 42 20 

TOTAL 49,8 88 

 Rat 

Cœur 0,5 3 

Reins 0,9 7 

Poumons 0,6 1 

Cerveau 1,5 3 

Foie 5 20 

Tractus intestinal 5 5 

Muscles squelettiques 42 30 

TOTAL 55,5 69 

 

La chaîne respiratoire mitochondriale se situe au niveau de la membrane interne des 

mitochondries. Elle se compose de quatre complexes protéiques : le complexe I 

(NADH-ubiquinone réductase), le complexe II (succinate-ubiquinone réductase), 

le complexe III (ubiquinol-cytochrome c réductase ou complexe bc1) et le complexe IV 

(cytochrome c oxydase). Parfois nommée à tort complexe V, une enzyme complète le système 

d’oxydation phosphorylante et permet la production d’énergie pour la cellule. Il s’agit de 

la F1F0-ATP synthase qui permet la synthèse d’ATP par transfert des protons (H+) de l’espace 

inter-membranaire vers la matrice mitochondriale (Green et Tzagoloff 1966). La présence des 

protons dans l’espace inter-membranaire résulte de l’activité des complexes I, III et IV. 
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Elle découle du transfert des électrons (e-) entre les complexes de la membrane interne. 

Le transfert d’électrons est engendré par l’oxydation de la nicotinamide adénine dinucléotide 

réduite (NADH+H+ ou NADH) et de la flavine adénine dinucléotide réduite (FADH2) issus du 

métabolisme intermédiaire, en particulier du cycle de Krebs (Dare et al. 2009). Un troisième 

point d’entrée des électrons dans la chaîne respiratoire est l’ETF-ubiquinone oxydoréductase 

(ETFQoR ou ETF-ubiquinone déshydrogénase) qui réduit l’ubiquinone (aussi appelé coenzyme 

Q, CoQ ou CoQ10) en ubiquinol (QH2). Le transfert d’électrons favorise l’installation d’un 

gradient de protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne qui alimente 

l’ATP synthase. Le gradient de protons est responsable d’une différence de pH autrement 

dénommée ΔpH. Il est important de noter que le pH sanguin est égale à 7,4 alors que celui des 

cardiomyocytes a été évalué à 7,1-7,2 (Swietach et al. 2010). En revanche, une étude du pH sur 

des cellules endothéliales humaines ECV304 a mis en évidence un pH cytosolique 

d’environ 7,6 contre un pH de 7,8 dans la matrice mitochondriale (Porcelli et al. 2005). 

Le pH de l’espace intermembranaire a en revanche été évalué à 6,9. En plus de cette variation 

de pH, les protons H+ chargés positivement, les électrons (e-) issus de la chaîne respiratoire et 

les différents ions présents dans l’environnement mitochondrial vont entrainer en parallèle un 

gradient électrique entre l’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale. 

Cette différence électrique est nommée potentiel de membrane (ΔΨ). L’association du ΔpH et 

du ΔΨ forme le gradient électrochimique. C’est ce dernier qui régule l’activité de l’ATP 

synthase mitochondriale, la F1F0-ATP synthase (Figure 13). 
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Figure 13 : La chaîne respiratoire mitochondriale. ME : membrane externe ; MI : membrane 

interne ; CoQ : Coenzyme Q ; Cyt c : cytochrome c ; H+ : proton ; e- : électron ; H2O : eau ; O2 : 

dioxygène ; ATP : adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate ; Pi : phosphate 

inorganique ; SOD : dismutase à superoxydes ; CAT : catalase ; ETF : flavoprotéine de 

transfert d’électrons (forme l’ETF-ubiquinone oxydoréductase par son association avec le 

CoQ). (Source : adapté de Dorn GW., EMBO Mol Med., 2015) 
 

2.3.1 Les complexes de la chaîne respiratoire 

 

Le complexe I est constitué de 46 sous-unités représentant environ 1000 kDa. Au niveau 

de celui-ci, la NADH déshydrogénase transforme le NADH+H+ en nicotinamide adénine 

dinucléotide oxydée (NAD+) et transfère 2 e- à une sous-unité du complexe, la flavine 

mononucléotide (FMN), qui marquera le début du transfert des électrons à travers divers centres 

fer-soufre (Fe-S). Attirés par des potentiels électrochimiques de moins en moins négatifs, 

ces électrons poursuivent leur route jusqu’au CoQ situé au niveau de la membrane interne, 

résultant en la formation de QH2. Cette dernière opération nécessite de prélever 2 H+ dans la 

matrice mitochondriale, ce qui participe également au gradient de protons. L’ensemble conduit 

au rejet de 4 H+ dans l’espace intermembranaire (Lenaz et al. 2006). 

 

Le complexe II est le seul appartenant à la fois à la chaîne respiratoire et au cycle de 

Krebs. En effet, il contient une enzyme appelée la déshydrogénase du succinate qui catalyse 

l’oxydation du succinate en fumarate plus 2 H+. Cette réaction conduit à la transformation du 
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cofacteur interne au complexe, la flavine adénine dinucléotide réduite FADH2 en sa forme 

oxydée FAD (Dourado, Swart, et Carvalho 2018). Elle mène au transfert de 2 e- à travers des 

centres Fe-S jusqu’au noyau héminique du complexe II. Ensuite, les électrons transitent au 

niveau du pool des quinones et conduisent à la réduction du CoQ en QH2 qui nécessite 2 H+. 

L’équilibre des protons au niveau de ce complexe ne lui permet pas de participer au gradient de 

protons (Jang et Javadov 2018). De plus, l’oxydation du FADH2 libère moins d’énergie que 

celle du NADH+H+. En effet, une molécule de ce dernier conduit à la production 

de 2,73 molécules d’ATP contre seulement 1,64 molécules pour le FADH2 (Silverstein 2014; 

Mookerjee et al. 2017). 

 

Le complexe III est composé de 2 cytochromes b et d’un cytochrome c1, auquel viennent 

s’associer le cytochrome c situé dans l’espace intermembranaire (Kim et al. 2012). 

Les cytochromes sont des protéines de transfert possédant au moins un noyau héminique dont 

l’atome de fer oscille entre l’état ferreux Fe2+ et l’état ferrique Fe3+ lors de la circulation des 

électrons issus du pool de CoQ. Le complexe bc1 catalyse l'oxydation d'une molécule 

d'ubiquinol QH2 et la réduction de deux molécules de cytochrome c. Contrairement au CoQ qui 

transporte deux électrons par molécule, le cytochrome c ne transporte qu'un électron par 

molécule. Ceci conduit à un mécanisme de transfert d’électrons plus sophistiqué que ceux des 

autres complexes. Il correspond au cycle Q, constitué de 2 étapes (Trumpower 1990). Au cours 

de chaque phase, 2 H+ sont éjectés dans l’espace intermembranaire, soit 4 H+ au total pour 

chaque cycle (Schultz et Chan 2001). 

 

Le complexe IV est composé de 13 sous-unités, possède 2 groupes héminiques et 

renferme des ions métalliques : 3 de cuivre, 1 de zinc et 1 de magnésium (Tsukihara et al. 1996). 

Il s’associe aux cytochromes c réduits par le complexe III et catalyse leur oxydation. La réaction 

s’accompagne du transfert de 4 e- vers une molécule d'O2 permettant la formation 

de 2 molécules d’H2O au niveau de la matrice mitochondriale. Cette réaction induit la libération 

de 4 H+ dans l’espace intermembranaire pour une molécule de dioxygène soit 2 H+ par molécule 

d’oxygène (Crofts 2004). 

 

La F1F0-ATP synthase est composée de 2 assemblages protéiques (Figure 14). La partie 

F0 est situé dans la membrane interne. Elle est constituée d’un cœur appelé l’anneau c, composé 

de plusieurs copies de la même sous-unité, formant un pore à protons. Ce nombre de copies, 

qui semble conservé entre les espèces, même entre vertébrés et invertébrés, a été évalué à 8 
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chez le bovin (Watt et al. 2010). Un exemplaire des sous-unités a, b, d, F6 et de la protéine 

conférant la sensibilité à l’oligomycine (OSCP) sont également associés à ce noyau principal. 

Les sous-unités b, d, F6 et OSCP forment la tige périphérique qui se trouve à un côté du 

complexe. Un certain nombre d'autres sous-unités (e, f, g et A6L), qui couvrent 

toute la membrane, sont associées à F0. Le domaine F1 est quant à lui situé dans la matrice 

mitochondriale et s’associe à l’anneau c de F0. Il constitue la partie rotative de l’ATP synthase 

directement responsable de la synthèse d’ATP. Il est composé de trois exemplaires de chacune 

des sous-unités α et β, plus une de chacune des sous-unités γ, δ et ε. Les sous-unités γ, δ et ε 

constituent la tige centrale du domaine (Fujikawa et al. 2015). 

 
Figure 14 : Structure de la F1F0-ATP synthase mitochondriale. Les sous-unités du domaine 

F1 sont 3, 3, 1, 1 et 1. L’élément F0 se compose de l’anneau c auquel se fixe les sous-

unités a, e, f et A6L. Le complexe b-e-g associé aux protéines F6 et OSCP forme la tige latérale 

de l’enzyme. (Source : adapté de Fujikawa et al., FEBS Lett., 2015) 

 

La F1F0-ATP synthase transfère les H+ obtenus via la chaîne respiratoire de l’espace 

intermembranaire vers la matrice suite à la force protomotrice instaurée. Ce déplacement 

entraîne une rotation de 120° au niveau des sous-unités motrices du domaine F1. L’action 

mécanique imposée fournie l’énergie à l’ATP synthase et provoque la formation d’ATP à partir 

d’adénosine diphosphate (ADP) et d’un phosphate inorganique (Pi). La théorie du 

fonctionnement de la F1F0-ATP synthase grâce au gradient de protons a été découverte par 

Mitchell, ce qui lui a valu le prix Nobel de Chimie en 1978 (Mitchell 1961). Adachi et coll. a 

mis en évidence que l’hydrolyse de l’ATP utilise la même voie mais en sens inverse : en cas de 

forte production d’ATP, l’enzyme perd son affinité pour l’ADP et privilégie au contraire 

l’utilisation de l’ATP (Adachi et al. 2007). L’oligomycine est un inhibiteur de l’ensemble des 

ATPases de l’organisme et également de la F1F0-ATPsynthase mitochondriale suite 

à la présence de la sous-unité OSCP (Devenish et al. 2000). 
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Dans certaines situations, il a été observé des associations possibles entre différents 

complexes de la chaîne respiratoire incluant la F1F0-ATP synthase (Letts et Sazanov 2017). 

Elles ne concernent pas forcément toujours tous les éléments de la chaîne mais peuvent parfois 

constituer des structures imposantes. Ces macromolécules sont nommées supercomplexes ou 

respirasomes (Lenaz et al. 2006). D’après une étude stœchiométrique, ils présenteraient une 

répartition moyenne des complexes I, II, III, IV et de la F1F0-ATP synthase de 1,1 ; 1,3 ; 3,0 ; 

6,7 et 3,5 respectivement (Schägger et Pfeiffer 2001). Des travaux récents ont observés la 

formation de mégacomplexes de plus de 140 sous-unités (Guo et al. 2017). 

 

L’ATP fraichement formé est expulsé dans l’espace intermembranaire par la translocase 

des nucléotides adényliques (ANT) en permettant à l’ADP de pénétrer dans la matrice 

mitochondriale en parallèle (Kim et al. 2010). Le cœur étant un organe synthétisant 

et consommant beaucoup d’ATP, il nécessite un renouvellement élevé des taux de cette 

molécule énergétique tout en permettant son adressage de sa zone de production vers son lieu 

d’utilisation. Cela nécessite le système de la navette créatine phosphate (Kammermeier 1987). 

Cette navette est impliquée dans l’homéostasie du ratio phosphocréatine/créatine (Bessman 

1987). La synthèse de créatine est réalisée par la glycine amidinotransférase rénale qui, à partir 

d’arginine et de glycine, forme du guanidinoacétate. Ce dernier composé permet la synthèse de 

créatine sous l’effet de la N-guanidinoacétate méthyltransférase hépatique. La créatine rejoint 

alors la circulation sanguine jusqu’à l’organe cible (Figure 15). Elle pénètre dans 

les cardiomyocytes grâce au transporteur de la créatine situé dans la membrane plasmique. 

Il existe plusieurs isoformes de la créatine kinase : la créatine kinase myofibrillaire, la créatine 

kinase mitochondriale et la créatine kinase cytosolique dont les activités représentent 88%, 10% 

et moins de 2% de l’activité créatine kinase totale dans le myocarde (Nascimben et al. 1996). 

La créatine kinase mitochondriale est située dans l’espace intermembranaire, accolée 

à la membrane interne et à l’ANT, ce qui lui procure également un rôle de structure. 

Sous le contrôle des différentes créatines kinases, l’ATP une fois produite par oxydation 

phosphorylante est exportée dans l’espace intermembranaire grâce à l’ANT. Ensuite, la créatine 

kinase mitochondriale récupère un groupement phosphate de l’ATP puis le transfère sur 

la créatine conduisant à la formation de phosphocréatine, d’ADP et de H+. L’ADP rejoint 

ensuite la matrice mitochondriale où il peut être re-phosphorylé par la F1F0-ATP synthase. 

En parallèle, la phosphocréatine formée est expulsée dans le cytosol via une porine 

de la membrane externe des mitochondries où elle joue le rôle d’accumulateur énergétique 

fortement disponible. En cas de besoin énergétique comme lors de la contraction musculaire, 
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la créatine kinase myofibrillaire réalise la réaction inverse en formant de l’ATP et de la créatine 

à partir de la phosphocréatine et de l’ADP obtenu par la contraction des myofibrilles (Zervou 

et al. 2016). Ce système est extrêmement important car l’affinité de la mitochondrie pour l’ADP 

se réduit quand l’organite produit de l’ATP. La navette créatine phosphate permet donc 

de maintenir un rendement énergétique suffisant, surtout pour les organes fortement 

demandeurs comme le cœur. Il a d’ailleurs été observé que les situations d’hypoxie stimulent 

l’expression de la créatine kinase, ce qui montre son implication dans des situations anaérobies 

(Álvarez-Herms et al. 2016). Dans de nombreuses cardiomyopathies, les concentrations 

des différentes créatines kinases sont réduites, hormis celle de la créatine kinase cytosolique 

(Ventura-Clapier 1998). Dans le cadre du diabète en revanche, toutes les isoformes sont réduites 

au niveau cardiaque. Un constat similaire a été observé dans le cas d’une restriction calorique 

chez le rat (Kirsch et Savabi 1992). 

 

 
Figure 15 : Synthèse de la créatine et son implication dans le système de la navette créatine 

phosphate. AGAT : glycine amidinotransférase rénale ; GAMT : N-guanidinoacétate 

méthyltransférase hépatique ; Cr : créatine ; PCr : phosphocréatine ; Mito-CK : créatine kinase 

mitochondriale ; MM-CK : créatine kinase myofibrillaire ; ATP : adénosine triphosphate ; 

ADP : adénosine diphosphate. (Source : d’après Zervou, Mini Rev Med Chem., 2016) 
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2.3.2 Les principaux substrats de l’oxydation 

phosphorylante 

Avant d’engendrer la production d’ATP, de nombreuses étapes métaboliques 

sont nécessaires. La chaîne respiratoire mitochondriale doit tout d’abord recevoir des substrats 

afin d’alimenter son fonctionnement. Au niveau cardiaque, entre 60 à 90% de l’ATP produit 

par la phosphorylation oxydative tient sa source dans la -oxydation des acides gras. La part 

restante est majoritairement occupée par l’oxydation du glucose et du lactate alors que les corps 

cétoniques et les acides aminés ne représentent qu’une part mineure dans le cœur sain (Wisneski 

et al. 1985; Gertz et al. 1988; W. C. Stanley, Recchia, et Lopaschuk 2005). 

 

L’utilisation du glucose débute par son entrée dans la cellule. D’une part, le glucose issu 

des réserves de glycogène est déjà présent dans les cellules cardiaques et il ne nécessite donc 

pas de passage par la membrane plasmique. D’autre part, le glucose exogène pénètre via 

une famille de transporteurs spécifiques appelés les GLUT (pour « GLUcose Transporter »). 

Au niveau cardiaque, GLUT 1 et 4 sont les deux formes les plus représentées. GLUT1 constitue 

le principal transporteur du glucose dans le cœur du fœtus, période pendant laquelle il contribue 

à l'absorption constitutive du glucose nécessaire au développement. GLUT4 est l'isoforme 

prédominante chez l'adulte où il assure la régulation majeure de l’absorption basale du glucose 

(Abel 2004; Aerni-Flessner et al. 2012, 4). La présence de ce transporteur sur la membrane 

plasmique est sous la dépendance du signal insulinique. A la suite de son absorption, le glucose 

subit la glycolyse décomposée en de nombreuses phases mais dont 3 étapes ATP-dépendantes 

sont irréversibles : la phosphorylation du D-glucose en glucose-6-phospate par une hexokinase 

(HK), l’ajout d’un second phosphate sur le fructose 6-phosphate conduisant ainsi au 

fructose-1,6-biphosphate et l’étape finale d’obtention du pyruvate grâce à l’action de la 

pyruvate-kinase. La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) est déterminante 

dans le contrôle de la glycolyse. Elle catalyse la conversion du 3-phosphate de glycéraldéhyde 

en 1,3-diphosphoglycérate et produit du NADH+H+, facteur limitant de la glycolyse dont 

l'accumulation inhibe l’activité de l’enzyme. A contrario, une concentration intracellulaire 

importante de NAD+ stimule l’enzyme (Stanley, Recchia, et Lopaschuk 2005). 

Le NADH+H+ obtenu lors de la glycolyse est localisé dans le cytosol. La membrane 

mitochondriale est imperméable à ce cofacteur et nécessite donc un mécanisme d’entrée 

spécifique dans la matrice : la navette malate-aspartate (Haslam et Krebs 1968; Indiveri, 

Krämer, et Palmieri 1987). Le pyruvate peut aussi être obtenu à partir du lactate par action de 
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la lactate déshydrogénase (LDH), cette réaction fournissant également du NADH+H+. 

A l’inverse, dans une situation anaérobie, la LDH effectue la transformation du pyruvate en 

lactate en produisant dans ce cas-ci du NAD+ (Neill et al. 1969). Le pyruvate est conduit dans 

la mitochondrie où il peut subir soit une décarboxylation oxydative soit une carboxylation. 

L’oxydation du pyruvate s’effectue par l’action consécutive de 3 enzymes : la pyruvate 

déshydrogénase (PDH), la dihydrolipoyl transacétylase permettant d’obtenir 

de l’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA), principal substrat du cycle de Krebs, et enfin 

la dihydrolipoyl déshydrogénase permettant d’obtenir du NADH+H+. Ce dernier servira 

de donneur d’électrons au complexe I de la chaîne respiratoire. La PDH peut être inhibée 

à la suite d’une phosphorylation par la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK). Cette enzyme 

existe sous 4 isoformes (PDK 1, 2, 3 et 4). La PDK4 est la forme majoritaire retrouvée dans 

le myocarde. La PDK1 joue également un rôle (Sugden et Holness 2003). Le pyruvate peut 

aussi subir une carboxylation pour former de l’oxaloacétate ou du malate, deux intermédiaires 

du cycle de Krebs. L’oxaloacétate inhibe également le complexe II de la chaîne respiratoire 

en s’associant à lui (Stepanova et al. 2016). 

 

 Une fois les acides gras non estérifiés présents dans la circulation sanguine, 

leur utilisation demande au préalable leur entrée dans le cytosol. Ceci se fait grâce à 3 protéines 

membranaires : la translocase d'acides gras FAT/CD36, la protéine de liaison des acides gras 

à la membrane plasmatique FABPpm et la protéine de transport des acides gras FATP (Glatz, 

Luiken, et Bonen 2001). Les acides gras à chaîne courte peuvent diffuser directement au travers 

de la membrane interne des mitochondries où ils sont ensuite transformés en acyl-coenzyme A 

(acyl-CoA). En revanche, les acides gras à longue chaîne sont tout d’abord transformés en 

acyl-CoA dans le cytosol grâce à l’isoforme 1 de la synthéthase d’acyl CoA. Ils sont ensuite 

soit estérifiés en triglycérides de stockage par la glycérolphosphate acyltransférase, soit 

incorporés dans les phospholipides membranaires, soit transformés en acylcarnitine à longue 

chaîne par le transfert du groupement acyl entre le coenzyme A et la carnitine grâce 

à la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1) situé dans la membrane externe des mitochondries 

(G. D. Lopaschuk et al. 1994; van der Vusse, van Bilsen, et Glatz 2000; Ellis et al. 2011). 

La CPT1 constitue le principal régulateur de la -oxydation selon la teneur en malonyl-CoA 

qui joue le rôle d’inhibiteur endogène de l’absorption des acides gras mitochondriaux. 

Ce dernier est produit dans la synthèse de novo des acides gras par l’acétyl-CoA carboxylase, 

elle-même inhibée par phosphorylation gâce à la protéine kinase acitvée par l’AMP (AMPK). 

Le malonyl-CoA est dégradé via l’action de la malonyl-CoA décarboxylase. Une augmentation 
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du malonyl-CoA entraine l’inhibition de la CPT1 ce qui réduit la -oxydation. Dans l’ischémie 

cardiaque, l’activation de l’AMPK diminue le taux de malonyl-CoA conduisant, pour le 

métabolisme oxydatif du cœur, à une contribution accrue des acides gras dont le taux circulant 

est augmenté (Dyck et Lopaschuk 2002). Contrairement à l’utilisation stimulée des acides gras, 

une baisse de l’oxydation du pyruvate est également constatée dans le cadre de l’ischémie. Ces 

adaptations énergétiques peuvent être toutes les deux limitées en augmentant le taux de 

malonyl-CoA. Une telle action s’avère bénéfique pour le cœur dans des situations d’altération 

de la fonction cardiaque telles que l’ischémie ou l’obésité (Lopaschuk et Stanley 2006; Folmes 

et Lopaschuk 2007). Une augmentation du malonyl-CoA au niveau hypothalamique apparaît 

même comme un régulateur central de l’appétit en diminuant la prise alimentaire et à 

l’inhibition de la CPT1. Suite à l’action de la CPT1, l’acylcarnitine transite tout d’abord vers 

l’espace intermembranaire à l’aide d’une porine puis dans la matrice mitochondriale, en 

échange d’une molécule de carnitine libre, via une translocase à acylcarnitine située dans la 

membrane interne (Kerner et Hoppel 2000). Une fois dans la matrice mitochondriale, la 

carnitine palmitoyltransférase 2 (CPT2) reconvertit l’acylcarnitine en acyl-CoA qui entre alors 

dans le cycle de la -oxydation. Cette réaction conduit à la formation d’acétyl-CoA générant 

via le cycle de Krebs du NADH et du FADH2, principaux donneurs d’électrons pour le 

fonctionnement de la chaîne respiratoire. La -oxydation des acides gras à moyenne et longue 

chaînes conduit majoritairement à l’obtention de FADH2 (Schönfeld et al. 2010). 

Cependant, l’étude de l’oxydation phosphorylante à l’aide du palmitoylcarnitine-malate chez le 

rat met en évidence qu’un substrat lipidique alimente la chaîne respiratoire mitochondriale 

grâce à plusieurs voies : i) via les flavoprotéines transférantes d'électrons (ETF) 

qui transmettent les électrons vers un CoQ, cofacteur de l’ETFQoR, ii) par l’oxydation du 

NADH+H+ au niveau du complexe I, voie similaire à celle d’un substrat glucidique et iii) par 

l’oxydation du succinate, intermédiaire du cycle de Krebs, qui est oxydé au niveau du complexe 

II (Perevoshchikova et al. 2013). La voie des ETF est une voie spécifique aux substrats 

lipidiques. Le premier acteur de la -oxydation des acides gras, l’acyl-CoA déshydrogénase, 

est une enzyme à FAD qui est localisée dans la matrice mitochondriale, c’est-à-dire en milieu 

hydrophile. Le FAD, hydrophobe en revanche, nécessite les ETF FAD-dépendantes pour 

transmettre les électrons à l’ETFQoR. Ce dernier est très présent au sein du tissu adipeux brun 

et représente également une part importante des protéines impliquées dans le transfert des 

électrons au niveau du cœur (Orr et al. 2012).  Ceci peut s’expliquer par la forte utilisation des 

acides gras comme substrat énergétique au niveau cardiaque. En revanche, au niveau des 
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muscles squelettiques, l’ETQoR représente une part moins importante qu’au niveau du muscle 

myocardique.  

En plus des principaux substrats cités préalablement, les corps cétoniques, les acides 

aminés et le lactate peuvent pénétrer directement dans les mitochondries pour subir 

une oxydation. Cependant, ils ne représentent qu’une part minime de l’apport énergétique 

global au niveau cardiaque en conditions physiologiques en raison de leur faible disponibilité. 

Leur utilisation est augmentée dans différentes situations, généralement suite à une déficience 

énergétique due par exemple à un jeûne prolongé, une anaérobiose, des situations cancéreuses, 

un trouble du métabolisme glucidique ou une -oxydation insuffisante (Wentz et al. 2010; 

Cotter, Schugar, et Crawford 2013; Porporato et al. 2016; Chen et al. 2016). 

 

Dans les périodes de besoins énergétiques importants telles qu’une activité physique 

intense ou un stress sévère, le taux de lactate circulant est accru et ceci conduit 

à une augmentation de son oxydation par rapport à la -oxydation et au catabolisme du glucose 

dans le myocarde (Schönekess 1997; Gibb et al. 2017; Fulghum et Hill 2018). 

Cependant, cet effet bénéfique n’est valable qu’avec le L-lactate, isomère majoritaire dans 

l’organisme : le-D-lactate, au contraire, altère la production énergétique aux niveaux cardiaque 

et cérébral chez le rat (Ling et al. 2012). 

 

Les corps cétoniques sont issus de la cétogenèse qui s’effectue principalement au niveau 

hépatique par l’oxydation des acides gras provenant de la circulation sanguine. 

Parmi eux, le β-hydroxybutyrate et l’acétoacétate sont ré-orientés dans la circulation sanguine 

afin de rejoindre les organes cibles, principalement le cœur et le cerveau. Le métabolisme 

des corps cétoniques conduit à l’obtention d’acétyl-CoA qui alimente le cycle de Krebs 

(Newman et Verdin 2014).  

 

Chez l’Homme, certains acides aminés présentent un potentiel cétogène, c’est-à-dire 

que leur catabolisme produit des corps cétoniques qui sont métabolisés en entrant dans le cycle 

de Krebs sous forme d’acétyl-CoA. Ces acides aminés sont : la leucine, la lysine, la 

phénylalanine, l’isoleucine, la thréonine, le tryptophane et la tyrosine (Nshimiyimana, Liu, et 

Du 2019). Les deux premiers sont exclusivement cétogènes alors que les autres sont également 

glucoformateurs. 
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Le cycle de Krebs ou cycle de l’acide tricarboxylique ou encore cycle de l’acide citrique 

survient dans les mitochondries et décrit une chaîne de réactions enzymatiques conduisant après 

plusieurs oxydations à la formation d’oxaloacétate (Figure 16). L’acétyl-CoA produit 

par la glycolyse, la -oxydation et l’oxydation du L-lactate interagit avec l’oxaloacétate pour 

former du citrate, premier constituant du cycle de Krebs (Peuhkurinen 1984). 

Trois déshydrogénases (isocitrate déshydrogénase, -cétoglutarate déshydrogénase et malate 

déshydrogénase) produisent 3 molécules de NADH à chaque tour du cycle. De plus, le succinate 

hydrosoluble est formé dans le cycle puis il est oxydé au niveau du complexe II de la chaîne 

respiratoire. Chaque tour de cycle produit donc 3 molécules de NADH, 1 de FADH2 

et 1 de GTP. Son bilan global en terme d’efficacité à synthétiser l’ATP est intermédiaire à ceux 

du NADH et du FADH2. Deux enzymes du cycle de Krebs sont très utiles dans l’évaluation du 

stress oxydant mitochondrial : l’aconitase et la fumarase. L’activité de l’aconitase est réduite 

par le stress oxydant suite à la réaction d’un ion superoxyde (O2
.-) avec le 

groupement [4Fe-4S]2+ de l’enzyme (Vásquez-Vivar, Kalyanaraman, et Kennedy 2000). 

A contrario, l’activité de la fumarase est insensible aux ROS et en particulier à l’O2
.-. 

Expérimentalement, le rapport des activités de l’aconitase et de la fumarase dans le tissu entier 

est utilisé depuis de nombreuses années comme marqueur du stress oxydant au niveau des 

mitochondries (Gardner, Nguyen, et White 1994). Par l’inactivation de l’aconitase, les ROS 

inhibent le cycle de Krebs et la production des équivalents réduits, ce qui bloque alors la 

respiration mitochondriale. Ces mêmes radicaux libres inhibent également le complexe I de la 

chaîne respiratoire en dégradant les cardiolipides, phospholipides de la membrane interne 

localisés dans les microdomaines qui régissent l’activité de nombreuses enzymes 

mitochondriales (Petrosillo et al. 2009). 
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Figure 16 : Le cycle de l’acide tricarboxylique ou cycle de l’acide citrique ou cycle de 

Krebs. (Source : adapté de https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_Krebs , consulté le 20 août 

2019) 

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_Krebs
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Partie 3 

Maladies cardiovasculaires et stress oxydant 

 

3.1 Le stress oxydant 

 3.1.1 Notions sur le stress oxydant 

 

L’oxygène est apparu il y a 2,5 milliards d’années sur Terre. Depuis, il est indispensable 

à la survie de l’Homme. Pourtant, en 1954, Gershman et coll. mettent en avant le concept d’un 

effet délétère de l’oxygène qu’il nomme « empoisonnement à l’oxygène » (Gerschman et al. 

1954). Ce phénomène est dû à l’apparition de composés dérivés de l’oxygène suite 

à l’exposition à des radiations. Les composés qu’ils détectent sont des radicaux libres, 

l’anion superoxyde O2
.- et le radical hydroxyle HO. à partir desquels vont découler d’autres 

molécules réactives comme l’hydroperoxyle HO2
. et le peroxyde d’hydrogène H2O2. 

En 1956, Harman dévoile sa théorie des radicaux libres et leur impact négatif 

sur le métabolisme cellulaire dans le vieillissement. Dans son étude, des souris ont vécu 20% 

plus longtemps grâce à un régime enrichi en antioxydants (Harman 1956). Il met également 

en avant un mécanisme de défense enzymatique contre ces radicaux libres médié 

par la dismutase des superoxydes (SOD) qui permet également de limiter l’inflammation 

en réduisant la mortalité des granulocytes. Les termes de stress oxydant et d’espèces réactives 

de l’oxygène (ROS pour reactive oxygen species) sont apparus plusieurs années après, 

dans les années 1970s (Paniker, Srivastava, et Beutler 1970; Weiss, King, et LoBuglio 1977). 

Fridovich a été le premier à mettre en avant l’impact des radicaux libres sur différentes voies 

métaboliques de l’organisme (Fridovich 1978). Outre les ROS, les espèces réactives de l’azote 

(ou RNS pour reactive nitrogen species) ont également été décrites comme impliquées 

dans le stress oxydant (Darley-Usmar et Halliwell 1996). Le stress oxydant est défini par 

un déséquilibre du statut oxydant (ou statut rédox). Il est dû à une production excessive de ROS 

ou de RNS et/ou à une déficience des systèmes antioxydants de l’organisme (Lushchak 2014). 

Ces anomalies entraînent des dommages aux acides nucléiques, des altérations protéiques suite 

à des modifications post-traductionnelles, une dégradation lipidique par peroxydation,  
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favorisent  l’apoptose et nuisent à la production énergétique suite à une atteinte mitochondriale 

(Cooke et al. 2003; Chan et al. 2012; Niki 2008; Navarro-Yepes et al. 2014; Kudryavtseva 

et al. 2016). Cependant, physiologiquement et en l’absence d’agressions, la production de ROS 

est faible mais indispensable au bon fonctionnement de l’organisme. En effet, à dose restreinte, 

elle joue un rôle important dans la croissance, l’angiogenèse, le maintien de certaines voies 

de signalisation comme l’insuline et aussi dans l’équilibre entre la survie cellulaire et l’apoptose 

(Geiszt et Leto 2004; H. S. Park et al. 2004; D’Autréaux et Toledano 2007). Il a en particulier 

été observé que divers facteurs de croissance et cytokines tels que PDGF, EGF, l’insuline, 

l’angiotensine II et le TNFα induisent la production de l’H2O2 dans les cellules cibles en 

stimulant l'activation de la famille des NADPH oxydases (NOX), protéines reliées à la 

production de ROS (Geiszt et Leto 2004; Park et al. 2004). De plus, la synthèse de l'hormone 

thyroïdienne nécessite l'iodation oxydative de résidus spécifiques de tyrosine de la 

thyroglobuline, ce qui est effectué par une quantité appropriée d’H2O2 générée par les NOX 

(Ohye et Sugawara 2010; Szanto, Pusztaszeri, et Mavromati 2019). Il est également connu 

qu’en cas d’infection, les ROS peuvent être produits par les macrophages et les neutrophiles 

afin de stimuler la phagocytose des bactéries (Slauch 2011). Un niveau suffisant de ROS est 

également nécessaire à certains processus cognitifs comme la mémorisation (Massaad et Klann 

2011). De plus, à niveau physiologique, la synthèse des ROS et des RNS active les gènes 

antioxydants par des mécanismes tels que la voie de signalisation PI3K-Nrf2-ARE. Ce 

phénomène protège l’organisme en le pré-conditionnant envers une future hausse des facteurs 

oxydatifs, à l’image d’un vaccin préparant le système immunitaire pour une agression ultérieure  

(Ray, Huang, et Tsuji 2012; Park et al. 2016). Bien que les ROS et les RNS puissent être 

bénéfiques et nécessaires à l’organisme, leur production excessive suite à divers stimuli conduit 

inéluctablement à de nombreuses altérations métaboliques dues au stress oxydant. 

 

3.1.2 Les facteurs du stress oxydant 

 

Les principaux acteurs du stress oxydant sont les ROS et les RNS. Les ROS rassemblent 

l’anion superoxyde O2
.-, le radical hydroxyl HO., les radicaux peroxyles ROO.-, le radical 

perhydroxyl HO2
., le peroxyde d’hydrogène H2O2 et l’acide hypochloreux HOCl (Apel et Hirt 

2004). Il est important de noter que tous les ROS ne sont pas forcément des radicaux libres 

causant des attaques radicalaires aux divers composants de l’organisme. 
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Les RNS sont représentés par le monoxyde d’azote (.NO), le dioxyde d’azote (NO2), le 

peroxynitrite (ONOO-) et de nombreux autres composés dérivés de le monoxyde d’azote, y 

compris l'anion nitroxyle, le cation nitrosonium, les oxydes d'azote supérieurs, les S-

nitrosothiols et les complexes dinitrosylferreux (Fubini et Hubbard 2003; Martínez et 

Andriantsitohaina 2009). D’autres éléments peuvent être impliqués dans le stress oxydant 

comme le carbone (Bild et al. 2013), le soufre (Jacob 2006) ou les composés halogénés tels que 

le chlore (« The Negative Health Effects of Chlorine - Hattersley » s. d.). 

 

  3.1.2.1 Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

 

Comme évoqué précédemment, en parallèle de l’oxydation phosphorylante, la chaîne 

respiratoire mitochondriale favorise également la formation de ROS. Les mitochondries 

sont considérées comme étant la principale source de ces dérivés (Murphy 2009; Zorov, 

Juhaszova, et Sollott 2014) (Figure 17). Dans les organismes vivants en conditions aérobies, 

plus de 90% de l'oxygène consommé est réduit directement en eau par la cytochrome oxydase 

de la chaîne de transport d'électrons située au niveau de la membrane mitochondriale interne. 

La réduction tétravalente impliquée se résume par la formule : O2 + 4 e- + 4 H+ → 2 H2O 

(Grivennikova et Vinogradov 2013). Les 10% résiduels sont réduits par les oxydoréductases 

mitochondriales suite à l’interaction avec un seul électron, entraînant la conversion de l'oxygène 

moléculaire en un radical libre, l’anion superoxyde O2
.-, par la réaction : O2 + 1 e- → O2

.-. 

En conditions physiologiques, le faible pourcentage d’électrons impliqués dans ces réactions 

est dû à une fuite prématurée au niveau de la chaîne respiratoire. Une étude in vitro sur des 

mitochondries isolées a montré que 1 à 3% de l'oxygène consommé est dirigé vers la production 

radicalaire. Cependant, in vivo, ce pourcentage semble réduit à environ 0,4 à 0,8% (Alberto 

Boveris et Chance 1973; Brand et al. 2004). Les complexes I et III présentent un rôle majeur 

dans cette fuite d’électrons (Valko et al. 2007). Une des principales sources d’O2
.- 

est le cytochrome c qui accepte les électrons issus du complexe III (Han, Williams, et Cadenas 

2001). L’O2
.- produit au niveau de ce complexe est libéré dans l’espace intermembranaire d’où 

il peut rejoindre le cytosol via le canal anionique voltage-dépendant (VDAC) (Muller, Liu, et 

Van Remmen 2004). L’inhibition des complexes I et III favorise la production d’H2O2 et d’O2
.- 

(Jensen 1966; Forkink et al. 2015) en raison de la localisation du site d’action des inhibiteurs 

sur les complexes. 
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Figure 17 : Principales sources et voies de détoxification des ROS au niveau 

mitochondrial. Dans les mitochondries, le complexe I relargue l’O2
.- dans la matrice tandis que 

le complexe III libère l’O2
.- des deux côtés de la membrane interne. Le canal anionique de la 

membrane interne (IMAC) ouvert peut transférer l’O2
.- de la matrice vers l'espace 

intramembranaire. Environ 1% de l’O2
.- est hydraté en HO2

.. Le reste est dismuté en H2O2 par 

la Mn-SOD dans la matrice ou la CuZn-SOD dans l'espace intermembranaire. Une quantité 

infime d’H2O2 est convertie en radical hydroxyle (.OH, notamment par la réaction de Fenton 

catalysée par le Fe2+). Les deux radicaux les plus hautement réactifs, HO2
. et .OH, en plus de 

réagir avec les protéines et avec l'ADN mitochondrial, initient la peroxydation lipidique. La 

principale contribution mitochondriale aux ROS cytosoliques est apportée par l’H2O2 qui 

échappe à la détoxification par la GPx matricielle et par l’O2
.- résiduel qui peut pénétrer dans le 

cytosol par la porine (VDAC). La monoaminooxidase fournit également une source 

supplémentaire importante de ROS en fonction des substrats disponibles. (Source : d’après 

Jezek et Hlavatá, Int J Biochem Cell Biol., 2005) 

 

D’autres acteurs mitochondriaux sont également impliqués dans la production d’O2
.- et de 

H2O2 : la glycérol-3-phosphate déshydrogénase, le système ETFQoR, la pyruvate-

déshydrogénase et la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (Brand 2010). L’O2
.- est aussi 

synthétisé par la famille des NOX situées au niveau des cellules vasculaires endothéliales 

(Griendling, Sorescu, et Ushio-Fukai 2000; Geiszt et Leto 2004; H. S. Park et al. 2004). 

D’autres voies de production de l’O2
.- existent suite à une auto-oxydation de l’oxygène en 

présence de neuromédiateurs (adrénaline, noradrénaline dopamine), de groupements thiols, de 
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coenzymes réduits comme la flavine mononucléotide FMNH2, de la FADH2, ou encore de la 

détoxification de xénobiotiques via les cytochromes P450 situées au niveau du réticulum 

endoplasmique (Halliwell 2012; Grivennikova et Vinogradov 2013). Une concentration trop 

importante d’O2
.- est responsable de dysfonctionnements mitochondriaux résultant de la 

dégradation de l’ADN matriciel, de la peroxydation lipidique, de l’inhibition de l’aconitase ou 

de l’altération de l’activité des complexes de la chaîne respiratoire (Richter et al. 1995; Jezek 

et Hlavatá 2005). Une autre des conséquences majeures de l’excès de ROS au niveau 

mitochondrial est l’ouverture du pore de transition de perméabilité (PTPm) qui entraine une 

fuite du contenu matriciel et donc une baisse de l’oxydation phosphorylante. L’ouverture de ce 

pore favorise également le transfert de calcium de part et d’autre de la membrane 

mitochondriale interne, en fonction du gradient de concentration du cation. Le calcium 

matriciel est également un élément impactant le PTPm et la fonction mitochondriale en général 

(Bernardi et al. 2015; Briston et al. 2017). Par dismutation spontanée ou par détoxification grâce 

à la SOD, l’O2
.- est réduit par réaction avec 1 e- et 2 H+, ce qui conduit à la formation d’H2O2 

(Murphy 2009). 

 

L’H2O2 matriciel participe à l’homéostasie calcique de la cellule. En effet, il provoque 

l'oxydation des nucléotides pyridiniques mitochondriaux et stimule ainsi spécifiquement 

la libération de Ca2+ hors des mitochondries intactes. En revanche, un taux plus élevé d’H2O2 

conduit à la libération puis au re-captage excessive de Ca2+, favorisant alors la mort cellulaire 

(Richter et al. 1995). Contrairement à l’O2
.- qui est hydrophile et donc incapable de diffuser 

à travers les membranes lipidiques, l’H2O2 est lipophile ce qui lui permet de s’extruder hors de 

la matrice mitochondriale afin de se retrouver dans le cytosol où il peut participer au stress 

oxydant cellulaire en cas d’excès (Kajiya et al. 2001). Au niveau de la cellule, les peroxisomes 

représentent également une source importante d’H2O2. Le dysfonctionnement de ces organites 

peut accroitre la libération d’H2O2 dans le cytosol et participer au stress oxydant (Boveris, 

Oshino, et Chance 1972). La lipooxygénase et les myélopéroxydase sont de même des sources 

de ROS impactant la santé cardiovasculaire (Sugamura et Keaney 2011). La xanthine oxydase, 

une enzyme impliquée dans la formation de l’acide urique, constitue également une source 

d’O2
.- et d’H2O2 et représente une autre cible dans le traitement des maladies cardiovasculaires 

(Lastra et al. 2017; Schuchardt et al. 2017). Les macrophages sont également une source d’O2
.- 

au niveau de l’organisme (Pabst et Johnston 1980). La toxicité principale de l’H2O2 provient 

de sa capacité à générer le radical hydroxyle HO. par réaction avec des cations métalliques 

comme l’ion cuivre Cu+ ou l’ion ferreux Fe2+. Ce processus est appelé la réaction de Fenton : 
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H2O2 + Fe2+ → HO. + Fe3+ + HO- (Griendling, Sorescu, et Ushio-Fukai 2000). La combinaison 

de l’H2O2 et de l’O2
.- peut également conduire à la formation de HO. à la suite de la réaction 

d’Haber-Weiss se déroulant en 3 étapes, dont la seconde est la réaction de Fenton : 

(1) Fe3+ + O2
.− → Fe2+ + O2 

(2) Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + .OH 

(3) O2
.− + H2O2 → .OH + OH− + O2 

 

Environ 0,3% de l’O2
.− cellulaire peut conduire à un radical peroxyle par protonation : l’HOO.. 

Ce radical est impliqué dans la peroxydation lipidique (Aikens et Dix 1991). Parmi les ROS, 

HOCl est un agent du stress oxydant un peu particulier car il présente des effets bénéfiques. 

En effet, bien que connu pour ses propriétés pro-inflammatoires, il présente également selon 

les situations une capacité anti-inflammatoire en stimulant les monocytes et en favorisant 

la lutte contre les bactéries à Gram-négatif (Sam et Lu 2009; Gray, Wholey, et Jakob 2013; 

Chun-Ju Chen, Chen, et Ding 2016). 

 

3.1.2.2 Les espèces réactives de l’azote (RNS) 

 

Outre les ROS, les RNS jouent également un rôle important dans le stress oxydant 

(Figure 18). En tête de file, le .NO constitue un radical réactif abondant qui agit en tant que 

molécule oxydante de signalisation dans une grande variété de processus physiologiques 

comme la neurotransmission, la régulation de la tension artérielle, les mécanismes de défense, 

la relaxation musculaire lisse calcium-dépendante et la régulation immunitaire (Bergendi et al. 

1999). Le monoxyde d’azote a une grande affinité pour les ions métalliques, ce qui explique 

son rôle de co-facteur de diverses enzymes. Beaucoup de ses effets physiologiques résultent de 

sa liaison initiale avec le Fe2+ présent dans l'enzyme guanylate cyclase soluble, comme l’ont 

démontré chez le rat White et coll. en 1976 (White et al. 1976). Le NO, principalement produit 

par la eNOS, stimule également la biogenèse mitochondriale grâce à l’induction du 

co-activateur 1α du récepteur γ activé par le proliférateur du peroxisome (PPARγ) (PGC-1 

(Nisoli et al. 2003). 
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Figure 18 : Principales sources et destinées des RNS au niveau mitochondrial. Le .NO 

formé par les trois isoformes de synthase à monoxyde d’azote (NOS) diffuse facilement dans 

les mitochondries (flèche orange). Le .NO issu de la NOS mitochondriale peut inhiber 

directement, réversiblement et de façon compétitive la cytochrome c oxydase mitochondriale 

(complexe IV). Ce faisant, la production d'O2
.- dans la chaîne respiratoire est accrue en raison 

d’une modification de l'état redox de l’enzyme. Le .NO peut également inhiber le complexe I. 

Il peut réagir avec l'oxygène et induire une cascade de réactions. En se combinant avec l'O2
.- 

lors d’un processus contrôlé par diffusion, il produit du peroxynitrite (OONO-) en équilibre 

avec OONOH, pKa 6,8, demi-vie 0,9 s) qui peut réagir avec le CO2, les lipides ou autres 

composés pour produire un radical hydroxyle .OH. Le peroxynitrite lui-même initie la 

peroxydation des lipides, inhibe les complexes I, II et IV, l'ATP synthase, l'aconitase, la créatine 

kinase et même la MnSOD. Lorsque les formations de .NO et d'O2
.- sont accrues, les 

peroxynitrites libérés modifient les mécanismes de phosphorylation oxydative et l'homéostasie 

calcique, induisant notamment un efflux de Ca2+ hors des mitochondries via le pore de transition 

perméabilité (PTP). Le phénomène provoque alors une libération de cytochrome c et d’autres 

facteurs apoptotiques dans le cytosol, ce qui conduit à la mort programmée des cellules. 

Alternativement, le peroxynitrite peut induire un flux de Ca2+ issu de la matrice mitochondriale 

via l’échangeur Na+/Ca2+. (Source : d’après Jezek et Hlavatá, Int J Biochem Cell Biol., 2005) 
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En réagissant avec l’O2
.-, le .NO conduit à la formation de peroxynitrite ONOO-. 

Ce dernier et l’acide peroxynitrique (ONOOH) peuvent participer directement aux réactions 

d'oxydation qui sont fortement dépendantes du pH (Pryor et Squadrito 1995; Santiano et 

Francisco 2004). Les peroxynitrites peuvent favoriser l'oxydation de cofacteurs par des 

mécanismes directs ou dépendants des radicaux libres. La synthase à monoxyde d’azote (NOS) 

existe sous différentes formes dans l’organisme : neuronale (nNOS), endothéliale (eNOS) 

et inductible (iNOS). Malgré son nom, la première constitue la forme la plus abondante 

dans le cœur et les muscles squelettiques (Xuan et al. 2000; Förstermann et Sessa 2012; Simon 

et al. 2014). L’ONOO- favorise l'oxydation de la tétrahydrobioptérine, cofacteur essentiel 

de la NOS, en quinonoïde 5,6-dihydrobioptérine (puis en 7,8-dihydrobioptérine) entraînant 

alors le découplage de la NOS. Il a été proposé que de faibles niveaux de tétrahydrobioptérine 

peuvent ensuite favoriser la destruction de l’enzyme parallèlement à la formation d’ONOO- 

(Milstien et Katusic 1999). Ce mécanisme pourrait contribuer au dysfonctionnement 

endothélial vasculaire induit par le stress oxydant dans diverses pathologies. L’ONOO- conduit 

également à de nombreuses altérations suite à la nitrotyrosination des protéines impliquées dans 

les différentes fonctions de l’organisme. La mesure des résidus tyrosines nitrosylés constituent 

d’ailleurs une méthode d’évaluation du degré de dommages induits par le stress oxydant lié aux 

RNS (Yang, Zhang, et Pöschl 2010). 

 

 3.1.3 Les systèmes antioxydants endogènes 

 Afin de maintenir l’homéostasie cellulaire et de lutter contre le stress oxydant en 

situations d’agressions, l’organisme possède divers systèmes antioxydants (Figure 19). 

La majorité sont des enzymes représentés par la SOD, la peroxydase à glutathion (GPx ou GPX) 

et la catalase. Il existe un autre acteur non-enzymatique important : le glutathion. 
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Figure 19 : Schéma simplifié non exhaustif des systèmes endogènes de lutte contre le stress 

oxydant. NOX : NADPH oxydase ; O2 : dioxygène ; O2
.- : anion superoxyde ; .NO : radical 

monoxyde d’azote ; ONOO- : peroxynitrite ; H2O2 : peroxyde d’hydrogène ; .HO : radical 

hydroxyle ; Fe3+ : ion ferrique ; Fe2+ : ion ferreux ; H2O : eau ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : 

glutathion oxydé ; GPx : péroxydase à glutathion; NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate réduit ; NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé , SOD : 

dismutase des superoxydes. (Source : Thibault Leger) 

 

 La SOD (EC 1.15.1.1) est le principal mécanisme de détoxification de l’O2
.− 

et de l’ONOO-. Elle catalyse la réaction suivante : O2
.− + O2

.− + 2 H+ → H2O2 + O2. La famille 

des SOD présente 3 membres chez les mammifères : les SOD 1, 2 et 3 (McCord et Fridovich 

1969; Fukai et Ushio-Fukai 2011). La SOD1 est aussi appelée Cu-Zn-SOD car elle possède 

2 noyaux cuivre (Cu2+) au niveau de son centre catalytique et 2 ions zinc (Zn2+) favorisant 

la stabilité de son homodimérisation. En effet, la SOD1 est active sous forme d’homodimère 

de 32 kDa. Elle est localisée majoritairement dans le cytosol de la cellule mais également au 

niveau de l’espace inter-membranaire de la mitochondrie ou encore dans le noyau de la cellule, 

les lysosomes ou les peroxysomes. La SOD2, ou Mn-SOD, présente à l’image de sa sœur 

un cofacteur métallique au niveau de sa zone catalytique correspondant à un ion 

manganèse (Mn3+). Sa forme active est un homotétramère formant un complexe de 96 kDa. 

Cette enzyme est localisée uniquement au niveau de la matrice mitochondriale où elle présente 

un rôle majeur dans la protection des mitochondries en transformant l’O2
.− hydrophile en H2O2 

lipophile pouvant s’exporter vers le cytosol. Cette réaction procure un avantage majeur aux 

mitochondries en limitant les dégâts dans ces organites grâce à l’élimination de l’O2
.−. De plus, 

ce mécanisme restreint la possibilité de formation de ONOO-. Une fois dans le cytosol, les H2O2 
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en excès peuvent inactiver la SOD1 (Hink et al. 2002). La SOD3 est aussi nommée EC-SOD 

du fait de sa localisation au niveau extracellulaire : dans les matrices, les fluides et à la surface 

des cellules. Sa forme active est formée par un homotétramère de 135 kDa. Elle possède les 

mêmes noyaux métalliques que la SOD1 qui jouent chacun les rôles identiques. Bien que la 

fonction des SOD soit relativement similaire, seuls les gènes des SOD 1 et 2 présentent un 

élément de régulation de la transcription du facteur nucléaire kappa B (NF-B) chez l’Homme 

et chez la souris (Zelko, Mariani, et Folz 2002). La stimulation de l’expression de ces enzymes 

anti-oxydantes dans une situation inflammatoire survient suite à l’activation de la voie NF-B 

et à la libération de cytokines pro-inflammatoires, en particulier du facteur de nécrose tumorale 

alpha (TNF) (Maehara, Hasegawa, et Isobe 2000; Morgan et Liu 2011). 

 

 La GPx (EC 1.11.1.9 et EC 1.11.1.12) est le nom global d'une famille de sélénoprotéines 

enzymatiques dont l’activité dépend de la disponibilité en sélénium (Kipp 2017). 

Elles catalysent la réduction de l’H2O2 ou d'hydroperoxydes organiques avec du glutathion 

réduit (GSH) comme donneur d'électron afin d’obtenir l’eau ou l’alcool correspondant 

et du glutathion sous forme oxydée (GSSG). La réaction est la suivante : 

H2O2 + 2 GSH → GSSG + 2 H2O 

Dans les tissus des mammifères, il existe quatre isozymes GPx majeures dépendantes 

du sélénium : la GPx classique (GPx1) localisée dans les globules rouges, le foie, les poumons 

et les reins ; la GPx gastro-intestinale (GPx2) ; la GPX plasmatique (GPx3) présente  dans 

différents organes comme les reins, les poumons, l'épididyme, le canal déférent, le placenta, 

les vésicules séminales, le cœur et le muscle ; et la dernière, la GPx des phospholipides 

hydropéroxydés (GPx4 ou PHGPx4), est également largement distribuée dans différents tissus 

(Margis et al. 2008). Les GPx1, 2 et 3 sont actives sous la forme d’homotétramères, 

tandis que la GPx4 est fonctionnelle en tant que monomère. Les GPx présentent 

des localisations subcellulaires diverses : GPx1 a été identifiée dans le cytosol, le noyau 

et les mitochondries ; GPx2 s'accumule dans le cytosol et le noyau ; GPx3 est une protéine 

sécrétée également présente dans le cytosol, tandis que GPx4 est présente dans le noyau, 

le cytosol, les mitochondries et aussi liée aux membranes. Deux autres isozymes 

ont été identifiées chez les mammifères qui apparaissent étroitement liées à la GPx3 : la GPx5 

et la GPx6. La GPx5 sécrétée dans l'épididyme ne présente pas de sélénocystéine au niveau de 

son site actif. La GPx6 identifiée chez l'Homme et le porc représente une GPx 

sélénium-dépendante présente dans l'épithélium olfactif. 
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 La catalase (EC 1.11.1.6) est une autre enzyme permettant l’élimination de l’H2O2 au 

niveau de la cellule où elle existe dans différents compartiments. Elle peut être retrouvée au 

niveau mitochondrial (mCAT), dans les peroxysomes (pCAT) et à l’intérieur du noyau (nCAT) 

(Dai et al. 2017). Cette enzyme est active sous forme d’un tétramère dont la masse moléculaire 

globale est d'environ 240 kDa. Il est constitué de quatre sous-unités identiques de 60 kDa 

ne contenant qu’un seul groupe ferriprotoporphyrine par sous-unité (Matés, Pérez-Gómez, 

et Núñez de Castro 1999). La catalase permet la transformation d’H2O2 en molécules d’eau 

et de dioxygène selon la réaction suivante : H2O2 + H2O2 → H2O + O2. Chez les mammifères, 

l’altération de cette enzyme conduit non seulement à une détoxification moindre des ROS mais 

favorise aussi la production de ces formes radicalaires (Kirkman et Gaetani 2007). 

 

 Outre ces enzymes, le glutathion ou la γ-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine (GSH 

sous sa forme réduite) joue également un rôle majeur dans l’homéostasie oxydative de 

l’organisme. Il s’agit de l’antioxydant thiol le plus abondant de la cellule. Le GSH est retrouvé 

au niveau de la cellule, des mitochondries et du noyau (Masella et al. 2005). Il est impliqué 

dans différentes voies biologiques comme l'élimination des composés électrophiles 

et des métaux potentiellement toxiques (protection vis-à-vis des produits toxiques de 

l'oxygène), la régulation de l'expression de gènes, les mécanismes de l'apoptose ou le transport 

membranaire (Anderson 1998; Hammond, Lee, et Ballatori 2001). L’un des rôles majeurs 

du GSH est de participer à la détoxification de l’H2O2 cellulaire via l’action de la GPx, 

ce qui conduit à la formation de sa forme oxydée (GSSG ou disulfure de glutathion). 

L’accumulation de GSSG dans la cellule provoque des altérations importantes par oxydation 

ce qui est constaté dans de nombreuses situations pathologiques telles que les maladies 

neurodégénératives, le diabète sucré, l’athérosclérose, l’inflammation, l’ischémie 

et les maladies rénales et hépatiques (Zeeshan et al. 2016). La mesure du rapport GSH/GSSG 

est un bon marqueur du niveau de stress oxydant cellulaire (Owen et Butterfield 2010). Un autre 

rôle du GSH est la régénération des molécules anti-oxydantes ingérées car non synthétisées par 

l’organisme. En effet, de nombreux antioxydants exogènes comme les tocophérols 

et les tocotriénols (également appelés vitamine E), l'acide ascorbique (ou vitamine C), 

les caroténoïdes réagissent avec les ROS. Après leur oxydation, ces micronutriments doivent 

être régénérés dans le milieu biologique. Cela nécessite des systèmes réducteurs non 

radicalaires comme les couples GSH/GSSG, dihydrolipoate/lipoate, NADPH/NADP+ 

et NADH/NAD+ (Sies, Stahl, et Sundquist 1992). Le NADPH sert aussi de cofacteur à la GSH 



 

Page | 54  

 

réductase dont le rôle est de réduire la GSSG en GSH (Huet et al. 2011). Il est également 

impliqué dans le système thiorédoxine composé du NADPH, de la thiorédoxine réductase 

(TrxR) et de la thiorédoxine (Trx) (Lu et Holmgren 2014). Ce système disulfure réductase 

peut fournir des électrons à diverses enzymes et s'avère important dans la synthèse d'ADN, 

la défense contre le stress oxydant et l’équilibre dithiol/disulfure. Il fournit les électrons aux 

péroxirédoxines (Prx), des peroxydases thiol-dépendantes, pour éliminer les espèces réactives 

de l'oxygène et de l'azote avec une vitesse de réaction rapide (Karlenius et Tonissen 2010). 

Son rôle dans la réparation de l'ADN et des protéines consiste à inhiber la ribonucléotide 

réductase et la méthionine sulfoxyde réductase mais aussi à réguler l'activité de nombreux 

facteurs de transcription sensibles au statut oxydant. De plus, le système Trx est fortement 

impliqué dans la réponse immunitaire, l'infection virale et la mort cellulaire. Dans les cellules 

de mammifères, il existe de manière ubiquitaire aux niveaux cytosolique (Trx1 et TrxR1) 

et mitochondrial (Trx2 et TrxR2). Le système glutathione-glutarédoxine composé de NADPH, 

de glutathion réductase, de GSH et de glutaredoxine contribue également à l’homéostasie 

du statut oxydant cellulaire (Lu et Holmgren 2014; Zhang et al. 2017). Récemment, 

les systèmes de thiorédoxine et de glutathion des mammifères se sont révélés capables 

de se fournir mutuellement des électrons et de servir ainsi de système de secours les uns 

vis-à-vis des autres (Figure 20). Une étude a mis en évidence que la TrxR2 permet de maintenir 

un faible flux d’H2O2 dans des mitochondries cardiaques isolées de cobayes (Stanley et al. 

2011). En effet, le blocage de l’activité de cette enzyme par un de ses inhibiteurs comme 

l’auranofine favorise la production de ROS et notamment d’H2O2. 

 
Figure 20 : Schéma simplifié non exhaustif du système thiorédoxine et son implication 

dans la lutte contre le stress oxydant. H2O2 : peroxyde d’hydrogène ; H2O : eau ; Prx : 

péroxirédoxine ; Trx : thiorédoxine ; TrxR : thiérodoxine réductase ; NADPH :  nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate réduit ; NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

oxydé ; S-S : groupement disulfure ; SH : groupement thiol, Se : sélénium. (Source : d’après 

Karlenius et Tonissen, Cancers, 2010) 
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3.2 Maladies cardiovasculaires et relations avec le stress 

oxydant 

Depuis maintenant plusieurs décennies, Harman a démontré que le stress oxydant 

s’installe au cours du vieillissement (Harman 1956). Cependant, de nombreuses autres 

situations physiopathologiques sont associées à ce phénomène telles que le cancer (Chikara et 

al. 2018), des situations infectieuses comme le sepsis ou l’endocardite aiguë (Prauchner 2017), 

des atteintes au niveau cérébral (McGinnis 2004; Zhang et Butterfield 2017), l’obésité, le 

diabète et les maladies cardiovasculaires (Karam et al. 2017; Cervantes, Llanas-Cornejo, 

et Husi 2017). La catalase est une enzyme clé dans le métabolisme de l’H2O2 et des RNS. 

Or, l’expression et la localisation de ses isoformes sont sensiblement modifiées 

dans les situations cancéreuses, influant alors sur la prolifération cellulaire (Glorieux 

et Calderon 2017). Des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, 

l’acétylation, la nitration, la glycation ou la glutathionylation peuvent toucher les SOD 

conduisant majoritairement à l’inhibition de leur activité (Yamakura et Kawasaki 2010). 

Cela peut même favoriser l’émergence de conséquences délétères, comme le maintien d’un fort 

stress oxydant ou l’induction de l’apoptose dans de nombreuses situations pathologiques dont 

les maladies cardiovasculaires (Batinic-Haberle et al. 2014; Banks et Andersen 2019). 

Dans des conditions inflammatoires, il a été constaté que l’hyper acétylation de la SOD2 

sur les lysines en positions 68 et 122 (K68 et K122) inhibe son activité. Ce phénomène peut 

être anihilé par l’action de la sirtuine 3 (Sirt3) au niveau mitochondrial (Dikalova et al. 2017). 

L’étude de Dikalova montre également qu’un déficit en Sirt3 efficiente favorise 

la surproduction d’O2
.- et le stress oxydant au niveau endothélial. 

 

La Sirt3 appartient à une famille de déacétylases NAD+-dépendantes dont 7 isoformes 

sont connues chez l’Homme à l’heure actuelle : les sirtuines (Sirt) (Singh et al. 2018). Les Sirt 1, 

2, 6 et 7 sont retrouvées au niveau du cytosol alors que les Sirt 3, 4 et 5 sont localisées dans 

les mitochondries. Historiquement, ces enzymes ont été découvertes en tant qu’histones 

déacétylases (HDAC), mais il a été constaté ultérieurement qu’elles ciblaient également 

d’autres protéines de l’organisme (Imai et al. 2000). Elles participent activement à l’équilibre 

oxydatif de l’organisme et présentent donc un intérêt majeur dans les maladies 

cardiovasculaires. Les Sirt 1 à 7 modulent le niveau de ROS et le stress oxydant cellulaire, 

l’activité des enzymes anti-oxydantes, la réparation de l'ADN, les dysfonctionnements 

mitochondriaux et le métabolisme énergétique grâce à des facteurs de transcription clés 



 

Page | 56  

 

tels que NRF2, p53, NF-κB, FOXO, le cytochrome c et la PGC-1 (Figure 21). Les Sirt1 et 2 

sont connues pour déacétyler FOXO3a induisant alors des effets antioxydants en modulant 

l’activité de la SOD2 et de la catalase (Brunet et al. 2004; Wang et al. 2007). La Sirt2 impacte 

les enzymes de la glycolyse en agissant sur la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) 

et la phosphoglycérate mutase (PGAM2). La Sirt1 module également le métabolisme 

énergétique en activant par déacétylation le PGC-1, facteur favorisant la -oxydation, 

réduisant la glycolyse et stimulant la biogenèse mitochondriale. PGC-1 est d’ailleurs connu 

pour son implication dans la physiopathologie cardiovasculaire (Finck et Kelly 2007). 

Il est cependant nécessaire de noter que la Sirt4 favorise la présence des ROS 

dans les mitochondries en inhibant la SOD2 dans le cas de l’hypertrophie cardiaque 

angiotensine II-dépendant (Luo et al. 2017). 

 
Figure 21 : Illustration de l’implication des sirtuines dans l’équilibre oxydatif de la cellule.  

Les points d'interrogation (?) indiquent que le mécanisme exact est inconnu. Lorsque les 

cellules sont stressées, la production de ROS augmente et la coenzyme NAD+ (diamant vert) 

active diverses sirtuines (ovales jaunes). De plus, les sirtuines régulent l'activité des éléments 

de réponse anti-oxydante (ARE) (ovales oranges) qui à leur tour modulent la transcription des 

gènes pro- et antioxydants pour maintenir les cascades de signalisations oxydatives. ADP : 

adénosine diphosphate ; CAT : catalase ; FOXO : classe O des facteurs de transcription des 

boîtes de tête de fourche ; G6PD : glucose 6-phosphate déshydrogénase ; NAD : nicotinamide 

adénine dinucléotide ; NF-κB : facteur nucléaire kappa B ; PARP1 : poly (ADP-ribose) 

polymérase 1 ; PGAM2 : phosphoglycérate mutase ; SIRT : sirtuine. (Source : Singh, Antioxid 

Redox Signal, 2018) 
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Au niveau mitochondrial, le phénomène d’acétylation peut s’avérer fortement délétère. 

En effet, il a été constaté que les souris KO pour le gène Ndufs4 exprimant une protéine 

indispensable à la structure du complexe I présentent une respiration mitochondriale amoindrie 

et une insuffisance cardiaque (Karamanlidis et al. 2013). L’atteinte du complexe I 

s’accompagne également d’une baisse du rapport NAD+/NADH inhibant l’activité de la Sirt3 : 

ceci conduit à l’hyperacétylation protéique au niveau des résidus lysine et favorise l’ouverture 

du PTPm. Ces effets sont en revanche compensés par une supplémentation en NAD+, cofacteur 

de la Sirt3. Une autre étude sur l’homologue de la Sirt3 des mammifères chez la drosophile, 

la dSirt2, a démontré une régulation de l’activité de l’ATP synthase par l’acétylation 

de sa sous-unité catalytique  (Rahman et al. 2014) : les mutants dSirt2 présentent un taux élevé 

d’acétylation des résidus lysine de la sous-unité  et une chute de l’activité de l’enzyme 

productrice d’ATP. En revanche, la surexpression de la déacétylase provoque l’effet inverse. 

Une étude récente sur des fibroblastes humains suggère qu’une déficience en complexe IV de la 

chaîne respiratoire s’accompagne d’une sous-expression des protéines Sirt 1, 3 et 4 associée à 

une concentration moindre en NAD+ intracellulaire (Potthast et al. 2017). En revanche, 

l’action d’activateurs pharmacologiques des sirtuines comme le SRT1720 permet de retrouver 

un taux normal de ces enzymes. Ces études montrent l’importance des sirtuines 

sur le fonctionnement mitochondrial et la santé cardiovasculaire en lien avec le stress oxydant. 

 

La réaction de l’organisme suite au stress oxydant induit par les maladies 

cardiovasculaires est à analyser au cas par cas. En effet, en fonction du niveau de stress oxydant 

observé, les conséquences sur le métabolisme diffèrent (Lushchak 2014). En situation de stress 

oxydant de faible intensité, l’organisme active la voie NRF2-Keap1, normalement inopérante 

dans les conditions physiologiques. L’activation de cette voie conduit à la fixation du facteur 

NRF2 au niveau des gènes comprenant l’élément de réponse antioxydant (ARE), 

ce qui favorise l’expression de facteurs antioxydants permettant une réponse adaptée de la part 

de l’organisme (Zhuang et al. 2014). Un stress oxydant d’intensité modérée stimule également 

l’inflammation par l’activation de la voie NF-B et des MAP kinases (MAPK). Il active aussi 

le facteur de transcription des protéines du stress (HSF) et favorise donc l’expression des 

protéines du stress (Hsp). Malgré cette réponse adaptative encore présente, des dommages 

cellulaires commencent à apparaître. En cas de stress oxydant sévère, les voies biologiques 

s’orientent vers une mort cellulaire par apoptose ou par nécrose en fonction de l’intensité du 

stress oxydant et de la disponibilité en ATP. L’un des principaux phénomènes impliqués 
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est l’ouverture exagérée du PTPm, conduisant à un déversement du contenu matriciel 

dans le cytosol et à la déficience énergétique mitochondriale. Ceci a été observé dans des cœurs 

post-ischémiques déficitaires en dystrophine comme dans la maladie de Duchenne ou encore 

chez des rats Zucker présentant un diabète de type II (Correa, Soto, et Zazueta 2007; Ascah et 

al. 2011; Riojas-Hernández et al. 2015). 

 

3.2.1 L’implication de l’obésité et du diabète 

dans les maladies cardiovasculaires 

 

La prévalence de l'obésité dans le monde occidental a considérablement augmenté 

au cours des deux dernières décennies (Flegal et al. 2012). Le critère principal pour définir 

l’obésité est l’indice de masse corporelle (IMC) calculé en divisant le poids corporel 

en kilogrammes par le carré de la taille en mètres (Arroyo-Johnson et Mincey 2016). 

L’IMC s’exprime donc en kg/m2. Une personne de poids normal présente un IMC compris 

entre 18,5 et 24,99 kg/m2. Un IMC inférieur classe le patient en insuffisance pondérale. Un IMC 

supérieur ou égal à 25 kg/m2 caractérise les individus en surpoids. A partir d’un IMC égal 

à 30 kg/m2, les personnes sont classées dans une situation d’obésité qui peut être répartie 

en 3 sous-catégories : classe I ou modérée (30 kg/m2 ≤ IMC < 35 kg/m2), classe II ou sévère 

(35 kg/m2 ≤ IMC < 40 kg/m2) et classe III ou morbide (IMC ≥ 40 kg/m2). Une classification 

de l’obésité par phénotype a également été définie par De Lorenzo pour la chirurgie bariatrique 

en fonction de critères complémentaires comme le pourcentage de masse grasse et divers 

paramètres sanguins : lipides circulants, insulinémie, glycémie et protéine C réactive qui 

est un marqueur de l’inflammation (De Lorenzo et al. 2016) (Figure 22). Un autre indicateur 

important de l’obésité et de la survenue de maladies cardiovasculaires est le rapport 

tour de taille/tour de hanche (Murray 2006). 
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Figure 22 : Caractéristiques de 4 phénotypes de l’obésité chez la femme (A) 

et l’homme (B). MPN : mince de poids normal ; OPN : obèse de poids normal ; OMPN : obèse 

métabolique de poids normal ; OMS : obèse métaboliquement sain ; OMM : obèse 

métaboliquement malsain ; IMC : indice de masse corporelle ; HDL : lipoprotéine de haute 

densité ; LDL : lipoprotéine de basse densité ; CRP : protéine C réactive. (Source : d’après De 

Lorenzo, World J Gastroenterol., 2016) 
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L'obésité, en particulier l'obésité centrale ou abdominale, est fortement associée à 

l'apparition du syndrome métabolique et du diabète sucré de type 2 qui augmentent le risque de 

développer une maladie cardiovasculaire. 

 

 Le diabète est l'une des principales causes de mortalité dans le monde, avec un décès 

toutes les six secondes selon la Fédération Internationale du Diabète (FID). Le 8ème Atlas 

du diabète de la FID suggère que le diabète sucré concerne environ 425 millions de personnes 

dans le monde, soit 1 adulte sur 11, et ce nombre devrait atteindre près de 700 millions en 2045 

(« IDF Diabetes Atlas - 2017 Atlas » s. d.). L'Organisation Mondiale de la Santé rapporte 

que le coût annuel international du diabète s'élève à plus de 827 milliards de dollars US. Il existe 

différents types de diabète, dont le diabète sucré est le principal. Il se présente sous deux formes 

majeures : le type 1 caractérisé par une déficience en insuline et le type 2 associé 

à un dysfonctionnement des voies liées à l'insuline. Le premier représente 6% des personnes 

diabétiques alors que le second concerne 92%. Le type 1 apparait généralement tôt dans la vie 

des patients alors que le diabète de type 2 se développe plutôt tardivement. D'autres formes de 

diabète sont caractérisées par des cas plus spécifiques tels que le diabète gestationnel, le diabète 

néonatal, le diabète de maturité des jeunes ou le diabète auto-immun latent des adultes. 

Un nombre important de personnes atteintes de diabète ne sont toujours pas diagnostiquées, 

comme plus de 90% des cas de diabète monogénique (Thomas et Philipson 2015). 

La FID estime qu'un peu plus de 210 millions de personnes dans le monde souffrent de diabète 

non diagnostiqué ("IDF Diabetes Atlas - 2017 Atlas" n.d.). La Fédération Française 

des Diabétiques précise que plus de 4,2 millions de français étaient diabétiques en 2015 

dont 700 000 non-diagnostiqués (« Les chiffres du diabète en France » s. d.). 

Le diabète augmente d’un facteur 2 à 4 le risque de cardiopathie. L’insuffisance cardiaque 

est associée à la mortalité de 65% des patients diabétiques et 16% des décès surviennent 

par arrêt cardiaque (« Cardiovascular Disease and Diabetes » s. d.). 

 

3.2.1.1 L’obésité, sa transition vers un diabète de 

type 2 et la santé cardiovasculaire 

 

L'obésité affecte la fonction cardiaque, entraînant une insuffisance cardiaque à long 

terme. La phase précoce accroit l’activité mécanique du myocarde, entraîne un enrichissement 

en ARA des phospholipides membranaires et une augmentation de la capacité vasodilatatrice 
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des micro-vaisseaux coronariens (Mourmoura et al. 2014). Cette stimulation de l’activité 

cardiaque s’accompagne d’une augmentation de la fonction mitochondriale. 

Cependant, ce statut est transitoire en cas d’augmentation du niveau de l’obésité voire 

de la transition vers un diabète de type 2. L’état pré-diabètique est caractérisé 

par une perturbation du métabolisme glucidique, l’installation d’une insulino-résistance 

et l’apparition de complications macro-vasculaires (Wang et al. 2016; Jia, DeMarco, 

et Sowers 2016) (Figure 23). Ces modifications s’accompagnent d’une hyperglycémie 

postprandiale. 

 

 
Figure 23 : Evolution du diabète. IFG : glycémie à jeun altérée (impaired fasting glucose) ; 

IGT : intolérance au glucose (impaired glucose tolerance). (Source : Wang, J Diabetes., 2016) 

 

L’obésité est également caractérisée par une biodisponibiltié insuffisante en NO suite à une 

atteinte de la eNOS et de sa neutralisation en réagissant avec les ROS et principalement l’O2
.- 

(Sansbury et Hill 2014). De plus, l’obésité s’accompagne de l’installation d’une inflammation 

suite à la hausse des acides gras non estérifiés (AGNE) et de cytokines pro-inflammatoires 

comme le TNF- résultant de l’activation de la voie NF-B au niveau des macrophages (Ouchi 

et al. 2012). La libération des cytokines pro-inflammatoires, suite à la stimulation de la voie 

NF-kB et la présence des acides gras libres dans la circulation, favorise une forte activation de 

l’enzyme JNK-1, caractéristique de l’obésité (Hirosumi et al. 2002). Sa présence augmente 

l’adiposité, le taux d’AGNE et favorise le développement d’une insulino-résistance. 

L’augmentation des acides gras libres circulants entraîne des phénomènes de lipotoxicité au 

niveau musculaire et hépatique. En plus d’entretenir l’inflammation, une altération du signal 
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insulinique s’installe alors conduisant à une surproduction d’insuline par les 

cellules  pancréatiques suite à l’insulino-résistance musculaire (Ye 2013). Une dysfonction 

des cellules  pancréatiques suite à la lipotoxicité, l’apparition de complications micro-

vasculaires et l’insulino-résistance hépatique conduisent vers une hyperglycémie à jeun 

caractéristique de l’apparition du diabète de type 2. A contrario, le diabète de type 1 induit une 

diminution d’emblée du taux d’insuline qui justifie un état hyperglycémique responsable des 

complications (Boles, Kandimalla, et Reddy 2017). 

 

3.2.1.2 L’hypoxie dans l’obésité 

 

Une autre complication de l’obésité contribue au développement d’un diabète de type 2 : 

un état hypoxique chronique associé à une biodisponibilité réduite du monoxyde d'azote 

(Norouzirad, González-Muniesa, et Ghasemi 2017). Une surproduction de ROS 

active la sous-unité alpha du facteur induit par l’hypoxie (HIF-1) suite à une stimulation 

de la voie NF-kB en situation hypoxique (Bonello et al. 2007; Jung et al. 2008). En conditions 

normoxiques, HIF-1α est situé dans le cytosol où il subit une dégradation 

protéasome-dépendante. En situation d’hypoxie, il se fixe à la sous-unité béta du facteur induit 

par l’hypoxie (HIF-1) formant ainsi le facteur induit par l’hypoxie (HIF-1). Ce dernier 

est alors adressé dans le noyau où il active ses gènes cibles impliqués dans le métabolisme 

du glucose, l’inflammation et l’insulino-résistance (Warbrick et Rabkin 2019). L’obésité et le 

syndrome métabolique sont caractérisées par une augmentation de la graisse épicardique 

stimulant l’expression de HIF-1. HIF-1α stimule la différenciation des macrophages en des 

macrophages M1 pro-inflammatoires. Ce phénomène est par exemple rencontré dans une 

situation d’insuffisance cardiaque avec fraction d’éjection préservée associée à l'obésité et au 

syndrome métabolique. Les macrophages M1 libérent alors l'interleukine 6 (IL-6), la protéine  

chimio-attractante 1 des monocytes (MCP-1), le TNF-α et l'interleukine 1β (IL-1β) 

avec une expression accrue de thrombospondine, du pro-collagène α2, du facteur de croissance 

transformateur β, de la NADPH oxydase et du facteur de croissance des tissus connectifs CTGF 

(Warbrick et Rabkin 2019). Ces facteurs favorisent la fibrose tissulaire et l’altération 

de la fonction cardiaque : la présence des macrophages M1 pro-inflammatoires entraîne en effet 

un accroissement de la demande métabolique dans le tissu adipeux, caractérisé par une hausse 

du métabolisme glycolytique, et une inflammation au niveau vasculaire provoquant une 

hypoxie tissulaire (Boutens et al. 2018). L’inhibition de l'expression de HIF-1α par la 
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metformine dans le tissu adipeux chez le rongeur nourri avec un régime riche en graisses 

supprime la fibrose et réduit l'inflammation du tissu adipeux (Li et al. 2016). Outre la 

modification du métabolisme énergétique dans les macrophages suite à l’hypoxie et à 

l’induction de HIF-1a, il a également été constaté qu’une hypoxie infligée à des rats Wistar 

induit une augmentation de l’oxydation du pyruvate et une baisse de la -oxydation, ce qui 

traduit par une expression ralentie de la pyruvate déhydrogénase kinase 4 (PDK4) et de la CPT1 

(Essop et al. 2004). Dans cette étude, l’hypoxie s’accompagne d’une baisse de l’expression de 

la protéine découplante 3 (UCP3) des mitochondries qui est associée à une baisse de la 

respiration mitochondriale et de la production d’ATP sans découplage énergétique apparent. 

 

Le découplage mitochondrial correspond à la fuite de H+ de l’espace intermembranaire 

vers la matrice mitochondriale. Il ne conduit pas à une synthèse d’ATP mais à une production 

de chaleur. Physiologiquement, ce phénomène existe et il permet d’éviter l’accumulation de H+ 

dans l’espace intermembranaire qui engendrerait une surproduction des ROS par la chaîne 

respiratoire. Dans des situations de stress ou d’altérations de l’ATP synthase, 

les H+ s’accumulent ce qui accroît fortement le gradient électrochimique (ΔΨ + ΔpH) stimulant 

alors la production de ROS et les altérations mitochondriales. Les protéines découplantes (UCP) 

permettent de prévenir ce phénomène en réintégrant ces protons dans la matrice mitochondriale 

(Akhmedov, Rybin, et Marín-García 2015). L’UCP1 a été la première découverte et se situe 

dans le tissu adipeux. Au niveau cardiaque, les isoformes présentes sont l’UCP2 et l’UCP3. 

La délétion génétique d’UCP3 favorise le dysfonctionnement mitochondrial, 

augmente la production de ROS et induit l’apoptose des cardiomyocytes dans l'hypoxie in vitro 

et le cœur ischémique (Perrino et al. 2013). Une surexpression d’UCP2 favorise la mitophagie 

et protège les cardiomyocytes dans l’ischémie/reperfusion (Wu et al. 2019). Les UCP semblent 

donc impliqués dans la santé cardiovasculaire. 
 

 

3.2.1.3 Le diabète sucré, le stress oxydant et le 

système cardiovasculaire 

 

En 1993, le Diabetes Control and Complications Trial Research Group a observé 

que la prévention de l'hyperglycémie dans le diabète sucré limite le développement 

de ses complications (Diabetes Control and Complications Trial Research Group et al. 1993). 
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Des glycémies élevées chez les patients après chirurgie et placés en soins intensifs contribuent 

à la lésion de plusieurs organes comme les reins ou le cœur (Van den Berghe 2004; Ouattara 

et al. 2005). L'hyperglycémie chronique augmente l'hémoglobine glyquée (HBA1c) et favorise 

le développement d’une insuffisance cardiaque chez plus de 30% des patients (Jia, 

Whaley-Connell, et Sowers 2018). La résistance à l'insuline et l'hyperglycémie qui est induite 

sont associées au stress oxydant et à l'inflammation (Bagi 2009) qui affectent les vaisseaux 

et provoquent l'athérosclérose (Hashimoto et al. 1998; Kapiotis et al. 2006). L’hyperglycémie 

chronique est l’une des causes principales du développement et de l’entretien du stress oxydant 

qui est à son tour responsable des complications notamment cardio-vasculaires 

chez les diabétiques (Giacco et Brownlee 2010). 

 

L'insuffisance cardiaque chez le patient diabétique survient inexorablement en raison 

du développement progressif de l’insulino-résistance, de l'hyperglycémie et du stress oxydant 

(Habbout et al. 2013). On sait que l’inflammation favorise l’installation d’un stress oxydant 

tissulaire et vice versa. Ainsi, ces 2 paramètres impliqués dans de nombreuses complications 

physiopathologiques s’auto-alimentent (Biswas 2016). Une des principales atteintes protéiques 

produites en situation de stress oxydant consiste en la carbonylation des protéines. 

Ce phénomène a été prouvé comme délétère au niveau cardiaque dans le cadre d’un diabète 

de type I (Dennis et al. 2013). Dans le diabète sucré en général, l'inflammation suite 

à l'activation de la voie NF-kB est impliquée dans de nombreuses maladies cardiovasculaires 

(Aragno et al. 2006; Gordon, Shaw, et Kirshenbaum 2011). Il est également connu 

que la déshydratation induite par l’hyperglycémie dans le cadre du diabète peut favoriser 

la glycation et l’apparition des produits de fin de glycation conduisant à des altérations 

aux niveaux cardiaque, vasculaire et rénal (Guillet 2010; Dali-Youcef 2010). Les patients 

diabétiques développent souvent des perturbations électrolytiques comme l'acidocétose 

diabétique ou le syndrome hyperosmolaire hyperglycémique non cétosique qui entraînent des 

variations des ions sodium, potassium, magnésium, phosphate et calcium (Ahn, Kang, et Jeung 

2017). Dans le diabète de type 1, les cellules β pancréatiques diminuent et subissent également 

un appauvrissement en Ca2+ dans le réticulum endoplasmique. Dans le diabète de type 2, 

la concentration calcique intra-réticulaire est également appauvrie favorisant l’apparition 

d’un stress. Dans une étude récente sur des cœurs de rats rendus diabétiques 

par la streptozotocine, l'épuisement du calcium réduit l'expression des canaux calciques comme 

l’échangeur Na+/Ca2+ NCX1 (Zhang et al. 2019). La relation entre NCX1 et NHE1 dans le 

métabolisme calcique a été mis en évidence au niveau cardiaque (Karmazyn, Sostaric, et Gan 
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2001). Or, un modèle de diabète induit par injection de streptozotocine altère le fonctionnement 

des micro-vaisseaux coronaires, réduit la perfusion myocardique et diminue la fonction 

mécanique du cœur en jouant sur l’échangeur Na+/H+ (Vial et al. 2008). 

Malgré une augmentation du stress oxydant et une atteinte de la fonction mécanique cardiaque, 

des rats Zucker souffrant d’un diabète sucré précoce présentent une préservation de la dilatation 

endothéliale-dépendante de la micro-vascularisation coronaire étudiée ex vivo (Mourmoura et 

al. 2013). Dans un stade plus avancé du diabète, le cœur montre une accumulation de collagène, 

une fibrose et un dysfonctionnement de la microcirculation coronaire (Adameova et Dhalla 

2014; Gao et al. 2016). Ces altérations traduisent une atteinte de la structure et de la fonction 

cardiaque engendrée par la mort des cardiomyocytes. 

 

3.2.1.4 L’impact du diabète sur les mitochondries 

cardiaques 

 

Outre l'altération des voies liées à l'insuline, la lipotoxicité dans le tissu myocardique 

et la hausse des AGNE, des altérations mitochondriales apparaissent au stade précoce du 

diabète sucré dans le cœur (Jia, DeMarco, et Sowers 2016; Adeghate et Singh 2014). 

L’activation de l’inflammation via NF-B induit également un stress oxydant 

chez les diabétiques et augmente les altérations mitochondriales (Mariappan et al. 2010). 

Dans un premier temps, le diabète nuit à la fonction des mitochondries cardiaques sans induire 

l'hypertrophie de l’organe ni modifier les performances mécaniques. Ceci suggère que 

la dysfonction mitochondriale survient avant l'insuffisance cardiaque (Bombicino et al. 2016). 

La dysfonction mitochondriale est impliquée dans l'augmentation continue du stress oxydant 

dans le diabète sucré et ses complications ultérieures. L’obésité dans son stade pré-diabétique 

et le diabète sucré sont responsables d’une surproduction des ROS mitochondriaux résultant de 

l’hyperglycémie (Brownlee 2001). Une oxydation incomplète des acides gras induit par un 

stress oxydant peut entraîner le transfert d'acylcarnitines des mitochondries vers le cytosol, 

puis dans la circulation. Ces acylcarnitines sont impliquées dans la physiopathologie 

de l'insulino-résistance (Koves et al. 2008). L’hyperglycémie joue aussi un rôle sur la fonction 

mitochondriale en favorisant l’augmentation du Ca2+ intracellulaire et en activant les protéines 

kinases ERK 1 et 2 impliquées dans la prolifération cellulaire (Yu, Jhun, et Yoon 2011). 

Ces facteurs régulent l’homéostasie mitochondriale et la survie cellulaire. En effet, l’inhibition 

de la voie ERK/MAPK augmente la production mitochondriale des ROS et favorise l’apoptose 
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suite à l’activation de la voie des caspases (Monick et al. 2008). La production de ROS induite 

par une hyperglycémie peut également être régulée par des facteurs de la dynamique 

mitochondriale. Une délétion de la GTPase DLP1 (dynamin-like protein 1), aussi appelée 

DRP1 (pour dynamin-related protein 1) ou Dnm1L (dynamin 1-like), qui stimule les 

phénomènes de fission permet de réduire la fragmentation mitochondriale et la production de 

ROS induites par l’hyperglycémie. En revanche, une surexpression de la mitofusine-2 (MNF2), 

qui est impliquée dans le mécanisme de fusion des membranes externes mitochondriales, 

permet de limiter la production de ROS induite par l’hyperglycémie (Yu, Robotham, et Yoon 

2006). Donc, en situation d’hyperglycémie, la fusion des mitochondries limite le stress oxydant 

alors que la fragmentation mitochondriale par les mécanismes de fission stimule la production 

de ROS dans les cellules cardiaques. La mutation ou la délétion de MNF2 est également 

impliqué dans le diabète de type 2 (Liesa, Palacín, et Zorzano 2009). De plus, une autre protéine 

qui intervient dans les phénomènes de fusion mitochondriale appelée la protéine OPA1 (pour 

optic atrophy protein 1, aussi appelée mitochondrial dynamin-like GTPase) joue également un 

rôle dans la viabiltié mitochondriale et le stress oxydant au niveau cardiaque. En effet, des 

souris OPA1+/- sont caractérisées par une augmentation de la production de ROS associée à une 

dysfonction mitochondriale et au développement d’une cardiomyopathie au 12ème mois (Chen 

et al. 2012). Des souris possédant la même mutation et soumises à une constriction aortique 

transversale durant 6 semaines présentent une baisse de la fraction d’éjection et une 

hypertrophie cardiaque 2 fois supérieures à celles de souris OPA+/+ ayant subie la même 

opération (Piquereau et al. 2012). La dynamique mitochondriale joue donc un rôle important 

dans la viabilité mitochondriale, le stress oxydant et la santé cardiaque. 

 

3.2.2 Pathologies infectieuses et cardiopathies : 

cas du sepsis 

 

Le sepsis correspond à une infection microbienne généralisée de l’organisme. 

Il se développe suite à un syndrome de réponse inflammatoire systémique en condition 

infectieuse. En fonction de la gravité et de l’étendu de la contamination, le sepsis évolue 

vers un sepsis sévère pouvant conduire au choc septique. Le choc septique est une cause 

majeure de morbidité et de mortalité au niveau mondial, principalement dans les unités de soins 

intensifs (Fleischmann et al. 2016). Le sepsis évoluant en sepsis sévère est caractérisé 
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par le déclenchement d’un stress oxydant relié à des réactions inflammatoires, à  l’activation 

de systèmes de coagulation pouvant conduire à une hypoperfusion généralisée 

et à une défaillance de plusieurs organes (Rhodes et al. 2017). Ces phénomènes peuvent 

même conduire à la mort par insuffisance cardiaque en cas de choc septique. Le sepsis précoce 

est associé à une phase hyperdynamique caractérisée par une stimulation de la fonction 

cardiaque. Suite à l’hypoperfusion, le sepsis évolue vers une phase hypodynamique traduisant 

l’insuffisance cardiaque (Flynn, Chokkalingam Mani, et Mather 2010). D’importantes 

altérations au niveau cardiovasculaire découlent de ce phénomène infectieux. 

 

  3.2.2.1 Altérations cardiaques en cas de sepsis 

 

Lors du sepsis, une détérioration de la morphologie des ventricules cardiaques 

et de leur contractilité apparaît, entrainant une réduction du volume de sang éjecté par 

le ventricule gauche (J. D. Hunter et Doddi 2010). Quand le sepsis s’aggrave ou lorsque le choc 

septique se déclenche, une modification structurale importante est constatée au niveau du cœur. 

Une altération aiguë du ventricule gauche cardiaque est habituelle et plus de 50% des patients 

atteints de sepsis manifestent une dilatation ventriculaire ou une altération de la fonction 

systolique. Selon la gravité du sepsis, l’atteinte cardiaque touche des zones différentes. 

L’altération cardiaque se caractérise d’abord par une dégradation diastolique. Ce n’est qu’en 

cas d’une aggravation sévère qu’une atteinte systolique peut être induite. L’échocardiographie 

est un outil précieux pour estimer le degré d’altération du ventricule gauche et pour déterminer 

la cause la plus probable de ce dysfonctionnement (Hochstadt, Meroz, et Landesberg 2011). 

Toutefois, ces constatations ont été réalisées dans le cadre de la recherche. En situation clinique 

quotidienne, la détermination des altérations morphologiques est plus difficile. 

L’emploi d’imagerie par résonance magnétique (IRM) cardiaque permet également d’évaluer 

l’état morphologique du cœur en mesurant, par exemple, la masse du ventricule gauche. 

Elle permet aussi de renseigner sur la fonction cardiaque en fournissant des informations telles 

que la fraction d’éjection systolique ou, encore mieux, le rendement cardiaque (volume de sang 

éjecté par unité de temps). Cependant, cette méthode n’est utilisable en clinique que pour 

l’estimation de la fraction d’éjection systolique, le temps d’acquisition nécessaire pour 

déterminer le rendement cardiaque étant trop long pour le patient ou pour être utilisé en routine 

par le personnel de santé. En effet, la prise en charge des patients atteints de sepsis doit être 

rapide et commence par l’administration d’antibiotiques à large spectre, 
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puis par une antibiothérapie ciblée une fois effectuée l’identification des bactéries en cause 

(Rhodes et al. 2017). 

 

En cas de sepsis, la microcirculation sanguine est altérée, ce qui est néfaste pour 

l’organisme (den Uil et al. 2008). L’endothélium micro-vasculaire devient perméable 

aux fluides et une quantité importante de liquide quitte le milieu sanguin pour provoquer 

un œdème cellulaire, une baisse du volume sanguin et une hypotension (Micek et al. 2013). 

De nombreux paramètres favorisent également le déclenchement de cette hypotension dont 

la surproduction de NO par l’activation de la  iNOS et celle de la prostacycline (Gamcrlidze et 

al. 2015). L’hypotension demeure un aspect majeur dans le dysfonctionnement cardiaque en cas 

de sepsis. La stabilisation au niveau hémodynamique est un objectif important afin de contrer 

au mieux cette altération. Différentes interventions sont utilisées dans cet objectif : 

la restauration du volume des fluides, l’administration d’agents vasoconstricteurs ainsi que 

celle de médicaments inotropes tels que la dobutamine ou la milrinone (Francis, Bartos, et 

Adatya 2014). Le remplissage vasculaire par perfusion d’une solution colloïde ou cristalloïde 

constitue d’ailleurs une priorité majeure comme thérapie directe en cas de sepsis, car il permet 

de réduire la mortalité chez les patients admis en unité de soins intensifs (Citerio et al. 2015; 

Rochwerg et al. 2014).  

 

3.2.2.2 Acteurs de l’atteinte cardiaque dans le 

sepsis 

 

Les causes responsables de la dépression myocardique sont multiples : l’excès 

d’endothéline-1 et de NO, l’altération du fonctionnement mitochondrial, l’activation des 

récepteurs de type Toll (TLR pour Toll-like receptor), la synthèse de cytokines inflammatoires 

et une perturbation des canaux calciques (Figure 24) (Rudiger et Singer 2013; Antonucci 

et al. 2014). 
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Figure 24 : Les différentes causes possibles d'atteintes cardiaques en cas de sepsis. 

L’altération cardiaque dans cette condition d’infection grave peut être due à l’influence de six 

éléments différents : le monoxyde d’azote, les canaux calciques, l’endothéline-1, les récepteurs 

toll-like, les cytokines pro-inflammatoires et une dysfonction mitochondriale. Na+ : ion 

sodium ; Ca2+ : ion calcium ; NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous 

forme réduite ; NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydée ; 

NOS : synthase de l’oxyde nitrique ; NO : oxyde nitrique ; H2O2 : peroxyde d’hydrogène ; ET-

1 : endothéline-1 ; TNF- : tumoral necrosis factor alpha ; IL-1 et IL-6 : interleukines 1 et 6. 

TNF-, IL-1 et IL-6 : cytokines pro-inflammatoires (Source : d’après Antonucci, J Crit Care., 

2014). 

 

L’endothéline-1 est un puissant agent sécrété par les cellules endothéliales pouvant 

provoquer des phénomènes d’ischémie locale. Le blocage des récepteurs à l’endothéline-1 

pourrait constituer une voie préventive vis-à-vis des altérations cellulaires en cas de sepsis 

et d’inflammation (Rudiger et Singer 2013; Kowalczyk et al. 2015). Ce neuropeptide 

présente également un rôle pro-inflammatoire en activant l’expression de diverses cytokines 

(TNF-α, IL-1 et IL-6) et du facteur de transcription NF-κB. La fixation d’endothéline-1 

sur ses récepteurs cellulaires de type A est également connue pour favoriser l’augmentation 

du Ca2+ intracellulaire. Ce mécanisme passe par l’activation des canaux calciques 

de la membrane plasmique et par la stimulation de la phospholipase C. Cette dernière conduit 

à la synthèse d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) qui entraînent 

le relargage de Ca2+ du  réticulum sarcoplasmique vers le cytosol (Khalil 2011; Kowalczyk 

et al. 2015). Cette hausse du Ca2+ intracellulaire favorise la contraction des cellules musculaires 

lisses vasculaires.  
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La voie NF-B peut aussi être stimulée par d’autres sources telles que les cytokines 

inflammatoires ou le stress oxydant. Cette activation module diverses voies métaboliques, 

altère certains paramètres comme la coagulation sanguine et la contractilité myocardique 

et conduit même à l’apoptose au niveau des tissus cibles Figure 25). 

 
Figure 25 : Effets de la voie de signalisation du NF-B dans le sepsis. L'activité de NF-B 

intègre des signaux à partir d'un ensemble diversifié de récepteurs, de protéines et des cascades 

de signalisation (flèches bleues) en réponse à des stimuli spécifiques (flèches vertes). Elle 

régule de multiples fonctions cellulaires qui influent sur la physiologie cardiovasculaire et la 

physiopathologie au cours du sepsis. En plus de son implication dans les phénomènes 

inflammatoires et du stress oxydant, l’activation de NF-B induit l’expression de gènes 

impliqués dans la mort cellulaire, dans la fonction cardiaque, dans la coagulation et dans les 

réactions inflammatoires (flèche orange). La stimulation de cette voie favorise la dysfonction 

cardiaque pouvant conduire au décès. (Source : d'après Brown, Front Biosci., 2004) 

 

Les TLR jouent également un rôle primordial dans le déclenchement de la réponse 

immunitaire primaire. Parmi la famille des TLR connus chez les mammifères, trois sont 

principalement retrouvés au niveau cardiaque : TLR2, TLR4 et TLR9. En cas de choc septique, 

TLR4 est impliqué dans l’initiation de l’inflammation et le dysfonctionnement 

des cardiomyocytes (Avlas et al. 2011).  L’utilisation d’anticorps anti-TLR4 limiterait le taux 

de mortalité, même si le traitement est effectué 13h après le début du choc endotoxémique.  

Quatre semaines après l’induction d’un infarctus du myocarde chez le rat, elle limite 

la production de cytokines pro-inflammatoires (Liu et al. 2015).  Les lipopolysaccharides (LPS) 

bactériens peuvent se fixer sur TLR4, ce qui favorise l’autophosphorylation de deux kinases 

associées au récepteur d’IL-1, IRAK-1 et IRAK-4. Ceci entraîne alors l’activation d’IB 

libérant le facteur de transcription NF-B. Ce dernier migre ensuite dans le noyau de la cellule 
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où il induit l’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1 

et le TNF-. En parallèle, l’activation de TLR4 conduit à la production de ROS 

et à la libération de NO en excès (Frantz, Ertl, et Bauersachs 2007). 

 

La NOS inductible (iNOS) contribue à la physiopathologie inflammatoire en cas de choc 

septique. Elle est stimulée par IL-1 et TNF-α. Le dysfonctionnement cardiaque dans le sepsis 

serait provoqué par une activité excessive de la iNOS. L’excès de NO produit inhibe en effet 

l’oxydation phosphorylante mitochondriale. La eNOS-calcium dépendante, quant à elle, joue 

un rôle dans la vasodilatation, le contrôle de la pression sanguine et la vaso-protection. La 

eNOS serait impliquée dans l’hypotension liée au sepsis. De nombreux facteurs de risque 

cardiovasculaire conduisent au découplage de la eNOS et donc au stress oxydant. Ils sont donc 

responsables des dysfonctionnements endothéliaux et vasculaires (Förstermann et Sessa 2012; 

Zambrano et al. 2019). Une baisse de la biodisponibilité en NO favorise la dysfonction 

vasculaire. Ce déficit peut apparaître suite à un découplage de la eNOS induit par une 

disponibilité réduite en tétrahydrobioptérine BH4, le cofacteur de la eNOS, ou par une déplétion 

en L-arginine (Alp et Channon 2004; Alkaitis et Crabtree 2012). En cas de découplage, la 

production de NO par la NOS est limitée ce qui conduit à la place à une libération d’O2
.- qui 

réagit alors avec le NO disponible et forme des peroxynitrites ONOO-. Ces derniers vont 

d’ailleurs entretenir le découplage de la NOS. Ce découplage est donc impliqué dans le 

développement de dysfonctions cardiaques et vasculaires induites par le stress oxydant. 

 

En cas de sepsis, le stress oxydant prend une place importante dans les altérations 

métaboliques. Il constitue donc une cible importante dans le traitement de ce syndrome (Huet 

et al. 2011).  En cas d’agression aiguë tel que le sepsis, une défaillance de la synthèse 

énergétique est constatée. Dans des modèles animaux de sepsis, l’activité des complexes I et III 

diminue en favorisant la production de ROS et de peroxynitrites (Levy 2007; Vanasco et al. 

2012). La libération de ROS est directement liée à l’état métabolique et surtout à la force 

protomotrice : quand la respiration mitochondriale est altérée et faible, la force protomotrice 

est élevée et la production de ROS est importante. Inversement, quand la respiration est intense, 

la production de ROS est faible, car la force protomotrice est faible. C’est également le cas 

en présence d’agents découplants comme le phénol encombré SF6847 et le salicylanilide 

hydrophobe pour des essais in vitro ou physiologiquement avec les protéines découplantes 

(UCP pour uncoupling proteins) (Terada 1990; Grivennikova et Vinogradov 2013; Cadenas 

2018). Au niveau mitochondrial, l’une des conséquences majeures de l’excès de ROS 
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est l’ouverture du PTPm entraînant une fuite du contenu matriciel et donc une baisse 

de l’oxydation phosphorylante. L’ouverture de ce pore favorise également le transfert de 

calcium de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne, selon le gradient de 

concentration du cation. Or, le calcium intra-mitochondrial est également un élément impactant 

le PTPm et la fonction mitochondriale en général (Bernardi et al. 2015; Briston et al. 2017). 

Dans les conditions physiologiques, l’augmentation du calcium mitochondrial stimule 

la production d’énergie en activant plusieurs déshydrogénases du cycle de Krebs. En revanche, 

dans les conditions pathologiques, telles que l’ischémie/reperfusion ou le sepsis, 

la concentration en calcium de la matrice mitochondriale augmente de manière trop importante 

et ceci favorise la production de ROS et l’ouverture du PTPm. Le phénomène peut même 

conduire à la mort cellulaire par apoptose ATP-dépendante dans le cadre d’un stress modéré 

ou par oncose en cas d’agression aiguë accompagnée d’une déficience en ATP Figure 26) 

(Brookes et al. 2004; Correa, Soto, et Zazueta 2007). Le taux d’ADP matriciel peut réguler 

l’ouverture du PTPm en le désensibilisant à la concentration calcique mitochondriale (Sokolova 

et al. 2013). La mort cellulaire due à une atteinte mitochondriale est grandement liée 

à l’ouverture du PTPm sous l’influence d’un taux élevé de calcium et/ou d’une libération 

importante de ROS. En effet, le PTPm ouvert découple les mitochondries et entraîne une baisse 

de la production d’ATP par dissipation de la force protomotrice. L’énergie disponible devient 

insuffisante pour les besoins de la cellule et de ses fonctions métaboliques (Morin et al. 2016). 

 

 
 

Figure 26 : Relation entre la fonction mitochondriale et la concentration matricielle en 

calcium. Dans un état basal, le taux de calcium pénétrant dans la mitochondrie va stimuler la 

production d’énergie en favorisant l’oxydation phosphorylante (OXPHOS). Lors de 

l’association à un état pathologique, l’augmentation de la concentration calcique dans la 

mitochondrie est plus importante et stimule alors la production de ROS, l’ouverture du PTPm 

et la mort cellulaire. ATP : adénosine triphosphate ; [Ca2+]m : concentration calcique de la 

matrice mitochondriale ; ROS : espèces réactives de l’oxygène (Source : d’après Brookes, Am 

J Physiol Cell Physiol., 2004). 
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Chez des animaux rendus septiques par perforation et ligature cæcales, une induction 

importante de l’activité de la caspase 3, protéine de la classe des protéases à cystéine jouant 

un rôle majeur dans la voie apoptotique, a été observée (Watts et al. 2004). Sous l’impact de 

l’excès de ROS et/ou de calcium dans la mitochondrie, le sepsis induit donc une défaillance 

énergétique et oriente la cellule vers un phénomène de mort cellulaire programmée Figure 27). 

La mort cellulaire peut même survenir par oncose si la teneur intracellulaire en ATP est faible. 

De plus, la morphologie même des mitochondries peut également être altérée en situation 

d’endotoxémie. Si le sepsis est peu sévère, la biogénèse mitochondriale par la stimulation 

de l’expression de PGC-1et du facteur de transcription mitochondrial A (TFAM) permet 

une normalisation partielle de la structure mitochondriale. Cependant, elle n’est pas 

accompagnée d’une récupération de la fonction comme le montre l’étude de Vanasco et coll. 

sur un modèle de rat injecté aux LPS (Vanasco et al. 2014). 

 

Figure 27 : Schéma décrivant l'implication des mitochondries dans les déficiences 

septiques. L’endotoxine, le facteur de nécrose tumorale α (TNF- α) et l’interleukine-1 (IL-1) 

stimule l'activité de la synthase à oxyde nitrique inductible (iNOS). L'augmentation de l’oxyde 

nitrique (NO) inhibe la cytochrome-c-oxydase (COX). La concentration en oxygène (O2) 

augmente. L’oxygène peut ensuite être réduit au niveau des complexes I et III de la chaîne 

respiratoire entraînant la formation d’ion superoxyde (O2
.-). Ce dernier forme le peroxynitrite 

(ONOO-) en réagissant avec le NO. Le stress oxydatif affecte les enzymes glycolytiques, la 

pyruvate déshydrogénase (PDH), les complexes I et II, l'ADN mitochondrial et contribue à 

l’ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) rendant la membrane intérieure (I.M.) 

perméable. La libération de cytochrome c (Cyt.c) et du facteur induisant l'apoptose (AIF) à 

travers la membrane mitochondriale externe (O.M.) favorise l’activation de l’apoptose 

(Source : Gellerich, Biosci Rep., 2002). 



 

Page | 74  

 

De façon générale, il a donc été constaté que des perturbations métaboliques 

ou qu’une situation infectieuse s’accompagnent d’un stress oxydant. L’augmentation de 

l’intensité de ce phénomène est liée à l’aggravation de l’état pathologique et plus 

particulièrement de l’apparition d’une insuffisance cardiaque. La protection du myocarde face 

à cette altération du statut oxydant constitue donc une priorité dans la prévention et le traitement 

des maladies cardiovasculaires. 
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Partie 4 

Nutriments et maladies cardiovasculaires 

4.1 Les acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3 ou oméga 3 ou 

3) 

 4.1.1 Rappels sur les oméga 3 

 Les acides gras sont classifiés en 3 grandes familles en fonction du nombre 

d’insaturations (ou double liaison carbone-carbone, C=C) au niveau de leur chaîne carbonée : 

les acides gras saturés (AGS), les acides gras monoinsaturés (AGMI) et les acides gras 

polyinsaturés (AGPI). Les AGS ne présentent aucune double liaison, les AGMI une seule 

et les AGPI possèdent au moins 2 insaturations. La structure de leur chaîne carbonée présente 

un groupement méthyle CH3 à une extrémité (position n ou ) et un groupement carboxyle 

COOH à l’autre (position 1 ou ). La nomenclature la plus utilisée se présente sous la forme 

« CX : Y n-Z » ou « CX : Y Z » où X égale le nombre total d’atomes de carbone de la chaîne 

de l’acide gras, Y caractérise le nombre d’insaturations et Z traduit la position 

de la 1ère insaturation à partir de l’extrémité CH3 terminal. Les AGPI sont répartis en 2 grands 

ensembles en fonction de la position du premier carbone impliqué dans une double liaison 

à partir de ce CH3 terminal : les AGPI n-6 (ou 6) et les AGPI n-3 (ou 3). Les différentes 

familles d’acides gras, leur nom et leur formule respective sont indiqués dans le Tableau 2.  

 

Tableau 2 : Glossaire des acides gras.  

Acides gras saturés (AGS) Acides gras polyinsaturés (AGPI) 

Acide myristique (C14 : 0) AGPI n-6 ou 6 

Acide pentadécylique (C15 : 0) Acide linoléique (LA, C18 : 2 n-6) 

Acide palmitique (C16 : 0) Acide γ-linolénique (C18 : 3 n-6) 

Acide margarique (C17 : 0) Acide eicosadiénoïque (C20 : 2 n-6) 

Acide stéarique (C18 : 0) 
Acide dihomo-γ-linolénique 

(DGLA, C20 : 3 n-6) 

Acide arachidique (C20 : 0) 
Acide arachidonique 

(ARA, C20 : 4 n-6) 

Acide béhénique (C22 : 0) 
Acide docosatétraénoïque 

(C22 : 4 n-6) 

Acide lignocérique (C24 : 0) 
Acide docosapentaénoïque 

(C22 : 5 n-6) 
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Tableau 2 : Glossaire des acides gras (suite).  

 
Acides gras monoinsaturés (AGMI) AGPI n-3 ou 3 

Acide palmitoléique cis-9 

(C16 : 1 n-9) 

Acide α-linolénique 

(ALA, C18 : 3 n-3) 

Acide palmitoléique (C16 : 1 n-7) Acide stéaridonique (C18 : 4 n-3) 

Acide oléique (C18 : 1 n-9) 
Acide eicosatétraénoïque 

(C20 : 4 n-3) 

Acide vaccénique (C18 : 1 n-7) 
Acide eicosapentaénoïque 

(EPA, C20 : 5 n-3) 

Acide élaïdique (C18 : 1 trans) 
Acide docosapentaénoïque 

(DPA, C22 : 5 n-3) 

Acide erucique (C22 : 1 n-9) 
Acide docosahexaénoïque 

(DHA, C22 : 6 n-3) 

Acide nervonique (C24 : 1 n-9) (Source : Thibault Leger) 

 

Au niveau de l’alimentation, les AGS sont principalement retrouvés dans les produits 

d’origine animale (viande, produits laitiers), l’huile de coco ou l’huile de palme. La principale 

source alimentaire d’AGMI est l’huile d’olive mais ces acides gras sont également présents 

dans l’avocat et les arachides. Le précurseur des 6 l’acide γ-linolénique (LA ou C18 : 2 6) 

est très présent dans l’huile de tournesol, de noix ou de maïs. L’acide arachidonique 

(ARA ou C20 : 4 6) est quant à lui principalement retrouvé dans les œufs, le cœur de poulet 

et de porc, ou encore le foie de morue. L’acide α-linolénique (ALA ou C18 : 3 3), chef de file 

des 3, est principalement retrouvé dans les graines et huiles de colza, de sauge, de lin, 

de chanvre, de soja ou les noix. Les AGPI 3 à longue chaîne (3-LC) comme l’acide 

éicosapentaénoïque (EPA ou C20 : 5 3), l’acide docosapentaénoïque (DPA ou C22 : 5 3) 

ou l’acide docosahexaénoïque (DHA ou C22 : 6 3) sont majoritairement présents 

dans les produits d’origine marines comme les poissons gras (sardines, saumon, thon, 

maquereaux) ou les moules (Tableau 3) (Massaro et al. 2008). En effet, suite à la photosynthèse, 

le phytoplancton synthétise ces 3-LC. Il sert ensuite de nourriture à de nombreuses espèces 

aquatiques qu’il enrichit alors en 3-LC. A l’image du C18 : 2 6, l’ALA est qualifié d’acide 

gras « essentiel » pour l’Homme car il n’est pas synthétisé dans l’organisme. Il est produit 

à partir de l’acide linoléique suite à l’action d’une 15-désaturase. Cette enzyme n’existe pas 

chez les mammifères mais uniquement chez les eucaryotes inférieurs, le ver nématode 

Caenorhabditis elegans et les plantes (Lee et al. 2016). C’est d’ailleurs pourquoi de nombreux 

végétaux produisent des aliments riches en C18 : 3 3. 
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Tableau 3 : Teneurs en EPA et DHA dans divers aliments. 

Aliment EPA (g/100 g) DHA (g/100 g) 

Sardines en conserve 0,89 0,10 

Maquereau 0,71 0,12 

Hareng 0,51 0,11 

Saumon 0,50 0,40 

Crabe en conserve 0,47 0,08 

Moules 0,41 0,02 

Truite 0,23 0,09 

Carrelet 0,16 0,04 

Morue 0,08 0,01 

Crevettes 0,06 < 0,01 

Eglefin fumé 0,05 0,01 

Venaison 0,04 0,09 

Rôti d’agneau 0,03 0,04 

Rôti de bœuf 0,02 0,02 

Rôti de porc 0,01 0,02 

Poulet 0,01 0,02 

 

(Source : d’après Massaro, Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids., 2008) 

 

A partir de chaque précurseur des 6 et des 3, des réactions de désaturation et 

d’élongation se réalisent au niveau du réticulum endoplasmique hépatique principalement afin 

de synthétiser les autres acides gras de ces familles (Figure 28) (Jump, Depner, et Tripathy 

2012; Calder 2015). L’étape de désaturation consiste en l’insertion d’une insaturation 

supplémentaire alors que l’élongation permet l’ajout de 2 atomes de carbone à l’extrémité 

carboxyle. Il est important de préciser que les 6 et les 3 sont en compétition pour l’utilisation 

de ces enzymes et que la répartition peut être modulée en fonction des situations 

physiopathologiques. L’étape finale de la synthèse des 3 consiste en la formation du DHA et, 

bien qu’elle se déroule au niveau des peroxysomes, elle nécessite l’intervention d’autres 

organites cellulaires que sont les mitochondries et le réticulum endoplasmique (Wanders, 

Waterham, et Ferdinandusse 2016). Le DHA peut également être reconverti en EPA (Jump, 

Depner, et Tripathy 2012). Cela nécessite en premier lieu la réduction d’une insaturation afin 

de permettre ensuite la -oxydation. 
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Figure 28 : Synthèse et conversions des 6 et des 3. (Source : d’après Calder, Biochim 

Biophys Acta., 2015 et Jump, Depner et Tripathy, J Lipid Res., 2012) 

 

En 2007, Plourde et Cunnane ont mis en avant le résultat de plusieurs travaux montrant 

que la conversion de l’acide -linolénique en EPA ou DHA est très limitée chez l’Homme. En 

effet, seulement 5% du précurseur des 3 conduirait à la formation d’EPA et ce pourcentage 

chuterait à moins de 0,5% pour le DHA (Plourde et Cunnane 2007). Ceci confirme l’importance 

d’un apport régulier et suffisant en 3-LC d’origine marine. Une fois ingérés, l’EPA et le DHA 

sont préférentiellement intégrés aux phospholipides membranaires au lieu de subir la 

-oxydation (Sprecher 2000). Au niveau des cardiomyocytes et des cellules endothéliales 

vasculaires, le DHA représente la part majoritaire des 3-LC dans les conditions 

physiologiques et l’EPA semble moins présent (Jump, Depner, et Tripathy 2012). D’après une 

étude utilisant ces acides gras enrichis en carbone 13, la rétroconversion du DHA en EPA au 

niveau plasmatique serait 15 fois supérieure chez le rat par rapport à l’Homme (Brossard et al. 

1996). L’étude du DHA dans ce modèle animal représente donc un enjeu complexe. De plus, 

l’EPA apparait plus efficace par rapport à l’ALA ou au DHA dans le traitement de la 

dépression, le maintien de l’homéostasie glucidique en situation obésogène ou encore 

la prévention de la fibrose et de l’insuffisance cardiaque (Martins 2009; Eclov et al. 2015; Pinel 

et al. 2016). Une corrélation majeure existe chez l’Homme entre la dose d’EPA administrée et 

le rapport EPA/ARA dans la composition des acides gras des phospholipides membranaires : 

plus la dose d’EPA est élevée, plus la proportion d’EPA est importante, au détriment de l’ARA 

(Rees et al. 2006). Dans un essai en double aveugle chez des patients en surpoids avec un IMC 

moyen de 31,5 kg/m2, Legrand et coll. compare un régime d’intérêt enrichi en ALA avec un 
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rapport 6/3 estimé de 2,3 par rapport à un régime contrôle riche en AGS avec un rapport 

6/3 égal à 22,9. Le régime d’intérêt réduit le rapport 6/3 de 13% au niveau des 

érythrocytes après 90 jours de régime alors que le régime contrôle augmente ce rapport de 29% 

sur la même période (Legrand et al. 2010). De plus, 150 jours après la fin du régime, le groupe 

contrôle présente un gain de poids important mais pas le groupe d’intérêt. Le rapport 6/3 

dans les apports alimentaires est donc primordial à la santé. 

  

4.1.2 Métabolites issus des AGPI 

 

Quand les 6 et les 3 sont intégrés dans les phospholipides membranaires, ils donnent 

naissance à de nombreux métabolites issus de l’oxydation de l’ARA et de ses dérivés pour les 

6 et de l’EPA, du DPA et du DHA pour les 3 (Calder 2015, 20) (Figure 29). Ces acides gras 

sont libérés sous l’action d’une phospholipase. Les eicosanoïdes sont alors obtenus par voie 

enzymatique suite à l’action de cytochromes P450 (CYTP450), de cyclooxygénases (COX) et 

de lipooxygénases (LOX). L’ARA est transformé en : i) prostaglandines de série 2 dont PGE2 

et PGI2 présentant des propriétés pro-arythmiques, ii) en thromboxanes de série 2 tels que 

l’activateur des plaquettes TXA2 ou l’agent vasoconstricteur TXB2, iii) en leucotriènes de série 

4 dont le LTB4 pro-inflammatoire, iv) des lipoxines comme la LPX4 issue de PGE2 connue pour 

être anti-inflammatoire, ou encore v) des composés impliqués dans l’inflammation comme le 

11,12-EET. Les 3-LC permettent la synthèse : i) des prostaglandines de série 3 comme les 

anti-arythmiques PGE3 et PGI3, ii) des thromboxanes de série 3 tels que l’inhibiteur plaquettaire 

TXA3 et l’agent vasodilatateur TXB3, iii) des leucotriènes de série 5 en particulier le LTB5 anti-

inflammatoire. Outre ces eicosanoïdes, l’EPA et le DHA génèrent aussi des médiateurs 

lipidiques impliqués dans la résolution de l’inflammation. Ils sont divisés en 3 familles : les 

résolvines, les protectines et les marésines (Schmitz et Ecker 2008; Ott, Hiesgen, et Mayer 

2011). A l’image des élongases et des désaturases impliquées dans la synthèse des 6 et des 

3, les enzymes formant les eicosanoïdes sont en compétition pour synthétiser les différents 

métabolites oxygénés issus de ces deux familles d’AGPI. Les récepteurs aux eicosanoïdes 

présentent une affinité beaucoup plus élevée pour ceux provenant de l’ARA plutôt que pour 

ceux issus de l’EPA (Wada et al. 2007). Alors que la COX1 est présente de façon 

physiologique, la COX2 est induite par l’inflammation. De même que l’EPA réduit le niveau 

d’ARA dans les phospholipides, il est aussi connu pour inhiber le métabolisme de l’ARA 
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mais aussi pour réduire l’expression de la COX2. De même, plusieurs semaines de régime 

enrichi en EPA ou en DHA abaissent le taux de prostaglandines de série 2 et de leucotriènes 

de série 4 (Chapkin, Akoh, et Miller 1991; Meydani et al. 1991; Trebble et al. 2003). Ces effets 

ont été constatés principalement en cas d’administration de plusieurs grammes par jour de ces 

acides gras. L’effet anti-inflammatoire de l’EPA a majoritairement été démontré chez l’Homme 

avec des doses comprises entre 1,35 et 2,7 g d’EPA par jour (Rees et al. 2006). 
 

 

Figure 29 : Vue d’ensemble des métabolites issus des acides gras polyinsaturés 6 et 3. 

(A) Voies de synthèse des eicosanoïdes à partir de l'acide arachidonique (ARA) ; (B) Voies de 

biosynthèse des résolvines et des résolvines déclenchée par l'aspirine à partir de l'acide 

eicosapentaénoïque (EPA) ; (C) Voies de biosynthèse des résolvines, des protectines et des 

résolvines et protectines déclenchées par l'aspirine (AT-Rv et AT-P) et des marésines à partir 

de l'acide docosahexaénoïque (DHA). 2-AG : 2-arachidonoyl glycérol ; AEA : arachidonoyl 

éthanolamine (anandamide) ; COX : cyclooxygénase ; CYTP450 : enzymes cytochromes 

P450 ; DAG : diacylglycérol ; DHET : acide dihydroxyeicosatriénoïque ; EET : acide 

époxyeicosatriénoïque ; HEPE : acide hydroxyeicosapentaénoïque ; HETE : acide 

hydroxyeicosatétraénoïque ; HPETE : acide hydroperoxyeicosatétraénoïque ; 

LOX : lipoxygénase ; LT : leukotriène ; NP : neuroprotectine ; P : protectine ; PDX : protectine 

DX (10S,17S-dihydroxy-DHA) ; PE : phosphatidyléthanolamine ; PG : prostaglandine ; Rv, 

résolvine ; TX : thromboxane. La représentation des intermédiaires, des métabolites et des 

enzymes n’est pas exhaustive. (Source : d’après Calder, Biochim Biophys Acta., 2015) 
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Les AGPI sont également connus pour être à l’origine des endocannabinoïdes ou 

cannabinoïdes endogènes (McDougle et al. 2017). Issus de l’EPA ou du DHA, ces molécules 

présentent des effets bénéfiques dans les maladies cardiovasculaires (Kris-Etherton et al. 2002) 

et des propriétés anti-inflammatoires (Duda et al. 2009). Ils agissent de façon locale et 

transitoire car ils ne semblent sécrétés qu’en cas de nécessité (Fezza et al. 2014). 

 

Les AGPI sont aussi à l’origine de métabolites oxygénés obtenus par une voie 

non-enzymatique : la peroxydation lipidique. Ce phénomène apparaît dans des conditions 

pathologiques suite à une hausse des ROS et des RNS ou en cas d'exposition aux xénobiotiques 

et aux polluants environnementaux (Ramana, Srivastava, et Singhal 2017). La peroxydation 

lipidique peut altérer la structure et la fonction des protéines membranaires voire entraîner 

un dysfonctionnement cellulaire et des lésions tissulaires étendues. Elle conduit à la formation 

de divers composés comme le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE) 

couramment utilisés comme marqueurs de la peroxydation lipidique suite à un stress oxydant 

(Ayala, Muñoz, et Argüelles 2014). L’accumulation de ces composés induit progressivement 

des phénomènes d’autophagie, d’arrêt du cycle cellulaire, d’apoptose ATP-dépendante 

et enfin de nécrose cellulaire en cas de dommages irréversibles. D’autres métabolites issus 

de l’oxydation des AGPI peuvent également être retrouvés par ce phénomène de peroxydation 

lipidique. L’ARA peut entraîner la synthèse d’isoprostanes. Les principaux sont 

les isoprostanes F2 qui sont utilisés comme biomarqueurs des dommages oxydatifs dans 

les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires (Durand et al. 2011). L’EPA et le DHA 

sont à l’origine des neuroprostanes retrouvés au niveau cérébral et aussi d’isoprostanes. 

Ces molécules présentent des effets anti-inflammatoires en particulier en inhibant les voies 

NF-B et NRF2 (Gao et al. 2007; Brooks et al. 2011). L’ALA est le précurseur 

des phytoprostanes dont les effets ont principalement été étudiés chez les plantes (Galano et al. 

2015). Ils ont démontré de puissantes propriétés de régulation, illustrées par l'inhibition de 

la production de NO par les macrophages de souris stimulées aux LPS grâce au blocage de la 

voie NF-B (Karg et al. 2007). 
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 4.1.3 Oméga 3, maladies cardiovasculaires et 

stress oxydant 

 

Différents traitements à visée préventive ou curative permettent d’améliorer la fonction 

cardiaque : le facteur d’activation plaquettaire, la cyclosporine A, la glutamine, la caféine, 

la simvastatine, les inhibiteurs des caspases ou la dobutamine (Smeding et al. 2012; Tham et al. 

2015; Chin et al. 2016). L’utilisation d’antibiotiques chez certains patients atteints d’une 

septicémie peut cependant s’avérer inadéquate. Des alternatives restent donc à découvrir 

(Flaherty et al. 2014). En cas de choc septique, une diminution des phospholipides 

plasmatiques est observée, associée à une hypocholestérolémie et à une hypertriglycéridémie. 

La diminution des teneurs plasmatiques en phospholipides est associée à une hausse des acides 

gras insaturés et mono-insaturés et une réduction globale des AGPI, que ce soit ceux de la 

famille 6 ou ceux de la série 3 (Rival et al. 2013). Les AGPI  3 sont connus pour leurs 

effets cardio-protecteurs et leur impact positif au niveau cardiovasculaire. Ceci est 

particulièrement important dans le cadre des sociétés occidentales. En effet, dans nos pays, les 

individus ne consomment pas suffisamment d’AGPI  3 et ils ingèrent trop d’AGPI  6 qui 

présentent majoritairement une action pro-inflammatoire (Calder 2003; Micha et al. 2014). 

Les AGPI 3 d’intérêt vis-à-vis de la santé sont l’EPA et le DHA. Une alimentation enrichie 

en AGPI 3, avec un rapport AGPI 6/ adéquat (idéalement de 4-5), permet notamment une 

diminution des phénomènes inflammatoires par rapport à un régime trop riche en AGPI 6. 

 

4.1.3.1 Posologie des oméga 3 

 

La littérature suggère que la plupart des effets bénéfiques des AGPI 3 sur la santé 

surviennent pour de fortes doses ingérées, supérieures à une simple consommation de poissons. 

Dans un supplément typique en huile de poisson, l'EPA et le DHA représentent ensemble 

environ 30% des acides gras totaux, de sorte qu'une capsule d'huile de poisson de 1 g fournit 

environ 0,3 g d'EPA + DHA. Des huiles plus concentrées sont également disponibles. Dans le 

poisson et dans les suppléments traditionnels d'huile de poisson, la plupart des acides gras sont 

présents sous forme de composants des triacylglycérols. Les acides gras 3 marins 

sont également disponibles sous d'autres formes telles que l'huile de krill, qui fournit de l'EPA 

et du DHA principalement sous forme de phospholipides ou encore sous forme d'esters 
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éthyliques dans les préparations hautement concentrées de qualité pharmaceutique (Calder 

2015). Les effets apportés par une supplémentation en huile de poisson sont principalement : 

i) une action favorable sur les paramètres sanguins (hypocholestérolémie, hypotriglycéridémie, 

baisse de l’agrégation plaquettaire, activités anti-thrombotique et fibrinolytique, diminution 

de la viscosité sanguine et activité anti-inflammatoire) ; ii) une réduction des dommages 

cellulaires cardiaques induits par l’ischémie/reperfusion, probablement due à l’action de l’EPA 

au niveau des phospholipides membranaires ; iii) une modulation des troubles du rythme 

cardiaque au moment de la reperfusion post-ischémique ; iv) une protection cellulaire 

dans le cas d’une hypertrophie cardiaque ; v) des effets athéro-protecteurs et vi) de manière plus 

générale, une réduction du temps d’hospitalisation en cas de cardiomyopathies (Demaison et 

al. 1994; Robinson et Stone 2006; Peltier et al. 2006; Adkins et Kelley 2010; Barbosa et al. 

2010; McLennan et al. 2012; Lu et al. 2017). A faibles doses, certains effets persistent, 

essentiellement dans les études comparant un groupe contrôle dont le régime est dénué 

d’AGPI 3 et où les AGPI 6 sont la seule et unique source d’AGPI. Malgré des taux peu 

élevés en AGPI 3, un effet protecteur vis-à-vis des maladies coronariennes est constaté 

(Demaison et Moreau 2002). En résumé, les doses nécessaires à la survenue d’effets favorables 

au niveau cardiovasculaire d’un régime enrichi en AGPI 3 sont variables selon les situations. 

Les cas où une forte dose d’EPA+DHA (> 3 g/jour) est nécessaire sont principalement 

les situations où l’action survient au travers des mécanismes extrinsèques tels que les lipides 

plasmatiques ou les fonctions vasculaire et endothéliale. Les effets bénéfiques des doses plus 

faibles (< 1 g/jour) suffisent pour modifier la composition en acides gras des phospholipides 

membranaires du myocarde, l’excitabilité des cardiomyocytes et la fonction du myocarde : 

ce sont des mécanismes de type intrinsèque (McLennan 2014). Parmi les études cliniques 

majeures concernant l’efficacité des AGPI 3 sur la viabilité et l’efficacité cardiovasculaire, 

trois d’entre elles sont à mettre en avant : la Diet and Reinfarction Trial (DART), la prévention 

et l’essai Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell’Infarto Miocardico (GISSI) 

et enfin l’étude Japan EPA Lipid Intervention Study (JELIS) (Burr et al. 1989; Stone 2000; 

Saito et al. 2008). La première étude montre qu’une consommation régulière d’EPA+DHA 

(900 mg/jour) réduit la mortalité et la récidive de l’infarctus du myocarde. La seconde étude 

met en évidence une réduction du temps d’hospitalisation pour des causes cardiovasculaires 

avec un régime composé d’EPA et DHA (850 mg/jour). Les cinq années de l’étude JELIS 

indiquent que l’association d’EPA (1,8 g/jour) et de statines réduit fortement (-53%) le risque 

relatif de survenu de problèmes cardiovasculaires chez des patients hyperlipidémiques 
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dans le cadre d’une prévention primaire. Des recommandations quant à la consommation 

d’EPA et de DHA ont alors pu être préconisées. Pour la prévention primaire, 

la dose quotidienne conseillée est de 300-600 mg/jour. En revanche, pour la prévention 

secondaire, la dose recommandée est de 900-1200 mg/jour. Pour réduire la triglycéridémie, 

la supplémentation journalière d’EPA et DHA doit se situer au niveau de 3000-4000 mg/jour 

(Jain, Aggarwal, et Zhang 2015). Si beaucoup de travaux démontrent l’effet cardio-protecteur 

des 3, l’étude DART-2 (pour Diet and Angina Randomized Trial) composée de patients 

atteints d’angine de poitrine stable et suivis pendant 3 à 9 ans suggère en revanche une 

augmentation significative de la mort subite suite à un problème cardiaque dans le groupe 

ingérant des capsules d'huile de poisson (Burr 2007). Outre la production de prostaglandine E2, 

les réponses immunitaires innées chez les jeunes sujets ne sont pas affectées par un apport 

d'EPA inférieur ou égal à 4,05 g/j. Les sujets âgés sont plus sensibles aux effets 

immunologiques de l'EPA et l'explosion oxydative des neutrophiles est plus faible aux doses 

d'EPA plus élevées, limitant ainsi la production d’O2
.-. 

 

4.1.3.2 Oméga 3 et cœur  

 

L'impact bénéfique des 3 est démontré dans plusieurs situations physiopathologiques 

qui ont été de plus en plus décrites au cours des dernières années, 

notamment l'ischémie/reperfusion (L. Demaison et Moreau 2002), l'hypertrophie myocardique 

(McLennan et al. 2012) et les arythmies cardiaques (Charnock et al. 1991). Leurs effets 

cardio-protecteurs apparaissent de manière générale pour réduire la durée d’hospitalisation 

dans le cadre des maladies cardiovasculaires (Barbosa et al. 2010; Kazemian et al. 2012). 

Les 3-LC d'origine marine, en particulier l'EPA, se distinguent par leurs effets bénéfiques 

(Eclov et al. 2015). Une étude de cohorte prospective a constaté chez des patients atteints 

d'hémodialyse à long terme, qu’une supplémentation de 4 mois (2 gélules par jour) 

avec une combinaison d'EPA (900 mg) et de DHA (250 mg) permet de réduire la tension 

artérielle (Vernaglione, Cristofano, et Chimienti 2008). La majorité des propriétés 

cardioprotectrices des 3-LC sont dues à leurs effets anti-inflammatoires, contrairement aux 

6 connus pour leur potentiel pro-inflammatoire en général (Calder 2017). Les 3-LC 

sont également connus pour favoriser l’intégrité des membranes mitochondriales (Sergiel et al. 

1998). Dans l'alimentation occidentale, le rapport 6/3 des AGPI alimentaires s’élève 

à 15 mais il est recommandé d'avoir un rapport ne dépassant pas 4-5 (Calder 2015). 
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La baisse de ce rapport dans l’alimentation réduit le rapport des AGPI 6/3 composant 

les phospholipides cardiaques, ce qui améliore ainsi l'activité de l’organe (Demaison et al. 

1994). L’EPA associé au DHA modifie la composition en acides gras des phospholipides 

de la membrane mitochondriale dans les cœurs de rats sains autant que dans ceux de rats ayant 

subi un infarctus (O’Shea et al. 2009). Dans une revue parue récemment, Zehr et Walker mettent 

en avant que les AGPI 3 améliorent la fonction endothéliale chez les humains à risque 

d'athérosclérose (Zehr et Walker 2018). Un régime enrichi en  permet une prévention des 

troubles du rythme, un ralentissement du rythme cardiaque, une amélioration de la fonction 

contractile et de la relaxation, une diminution de la consommation d’oxygène et une résistance 

vis-à-vis des lésions ischémiques. Il faut cependant noter que dans des conditions ischémiques 

très sévères, les 3 peuvent présenter des effets pro-arythmiques (Demaison et al. 2019). 

Les effets bénéfiques seraient en partie dus à une action des 3 au niveau des transporteurs 

calciques et de la signalisation, en partie en jouant sur les phosphoinositides (McLennan 2014). 

Dans une revue parue récemment, Calder précise que l’enrichissement en EPA et en DHA 

au niveau des phospholipidiques des membranes cellulaires jouerait un rôle important 

sur les mécanismes anti-inflammatoires chez l’Homme (Calder 2017). Ces mécanismes 

incluent la perturbation des radeaux lipidiques et l'inhibition de l'activation de NF-κB, 

réduisant ainsi l'expression des gènes inflammatoires. Parmi eux, PPARγ apparait 

comme jouant un rôle sur cette activité anti-inflammatoire. Ce récepteur est également connu 

pour favoriser la capacité anti-oxydante et la -oxydation mitochondriale dans le myocarde 

atrial humain suite à leur activation par des 3 d'huile de poisson (Anderson et al. 2014). 

Une prise alimentaire in vivo d’huile de poisson améliore la fonction cardiaque post-ischémique 

chez des rats carencés en 3 (Peltier et al. 2006). Un enrichissement alimentaire en EPA+DHA, 

mais pas en ALA, limite la vasoconstriction en inhibant l’expression de TXB2 (Duda et al. 

2009). L’association de l’EPA et du DHA favorise même un retardement 

à l'ouverture du PTPm suite à l’augmentation matricielle de Ca2+ chez les animaux sains. 

La combinaison de ces deux 3-LC limite la fibrose cardiaque dans un modèle murin de 

rétrécissement aortique transversal tout en prévenant les dysfonctions systolique et diastolique 

(Chen et al. 2011). Une autre étude dans le même modèle met en avant l’effet bénéfique 

préférentiel de l’EPA plutôt que celui du DHA sur la fibrose cardiaque : l’EPA permet alors 

de limiter le remodelage cardiaque pathologique en réponse à une surcharge de pression (Eclov 

et al. 2015). A l’aide de fibroblastes cardiaques en culture, Eclov met d’ailleurs en lumière 

le rôle potentiel du GPR120 (aussi appelé FFR4 pour free fatty acid receptor 4) qui serait activé 
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par l’EPA. Cet acide gras n’aurait pas besoin de pénétrer dans les fibroblastes pour agir. 

Le GPR120 appartient à une famille de récepteurs couplés à une protéine G (GPR) et son 

activation semble prévenir l’insuffisance cardiaque (O’Connell et al. 2017). Cette famille de 

récepteurs présente une affinité particulière pour les acides gras : les GPR 41 et 43 pour 

les acides gras à chaîne courte, le GPR84 pour les chaînes intermédiaires et les GPR 40 et 120 

pour les AGPI à longue chaîne.  

 

4.1.3.3 Oméga 3 et maladies métaboliques 

 

Ces dernières décennies, l'impact bénéfique de plusieurs nutriments, en particulier 

les 3, a été démontré en prévention primaire et secondaire du diabète et de l’obésité (Skyler 

2013; Ley et al. 2014). Dans sa revue sur les effets des 3 dans des situations d’insuffisance 

cardiaque, Kazemian met en avant leur effet bénéfique dans le cadre du diabète en réduisant 

la durée d’hospitalisation des patients (Kazemian et al. 2012). Une augmentation 

du rapport 6/3 dans l’alimentation favorise une hausse de la prévalence de surpoids 

et d’obésité (Simopoulos 2016). Un rapport élevé stimule également la synthèse des 

eicosanoïdes dérivant de l’ARA mais un accroissement de la prise alimentaire d’EPA 

et de DHA permet d’inverser cet effet. Bien que l’obésité, abdominale principalement, 

stimule l’activité cardiaque et la fonction mitochondriale (Mourmoura et al. 2014),  il est connu 

qu’avec le temps, l’augmentation de sa sévérité ou l’apparition d’un diabète de type 2 provoque 

une fatigue au niveau cardiaque qui conduit à l’insuffisance cardiaque. Une délétion 

des récepteurs GPR120 chez la souris et chez l’Homme conduit au développement de l’obésité 

(Ichimura et al. 2012). L’activation de ces récepteurs par l’EPA et le DHA permettent de réduire 

la prévalence de l’obésité et de l’insulino-résistance tout en luttant contre l’inflammation 

(Waguri et al. 2013; Oh et al. 2014). Par contre, chez des diabétiques de type 2 hypertendus, 

ni l'EPA ni le DHA n'ont d'effet sur l'insulinémie à jeun (Woodman et al. 2002). 

Une amélioration de la sensibilité à l'insuline et de la tolérance au glucose au niveau 

plasmatique a également été observée avec l’EPA dans le cadre de souris C57BL/6J et Ob/Ob 

soumises à un régime riche en graisses et en sucres (Pinel et al. 2016). Chez des individus 

en surpoids légèrement hyperlipidémiques et des diabétiques hypertendus de type 2, 

l'EPA et le DHA diminuent les isoprostanes F2 urinaires et plasmatiques comparativement à 

des sujets contrôles nourris avec un régime enrichi en huile d'olive (Mori et al. 2000; 

Mas et al. 2010) : ceci indique une baisse du stress oxydant et de la peroxydation lipidique 
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in vivo. Une réduction des teneurs en isoprostanes F2 a été associée positivement aux 

modifications du contrôle glycémique comme l’indiquent les taux d'HbA1c et elles ont 

également été reliées à une diminution du taux de TNF-α circulants chez des patients 

diabétiques (Mori et al. 2003). Une étude récente avec des patients atteints d’un diabète de type 

2 a mis en évidence une baisse de l’indice athérogène plasmatique suite à une supplémentation 

en EPA à 2 g/jour pendant 8 semaines (Golzari et al. 2018). Dans cette même étude, il a été 

constaté que les patients supplémentés en EPA présentent une réduction importante des 

concentrations sérologiques en cystéine et en méthionine. Or, une corrélation positive existe 

entre les acides aminés aromatiques et le risque de résistance à l'insuline et de troubles 

cardio-métaboliques ultérieurs (Wang et al. 2011; Würtz et al. 2013; Wiklund et al. 2014). 

 

4.1.3.4 Oméga 3 et sepsis 

 

Une étude clinique a mis en évidence des effets bénéfiques à l’aide d’un traitement 

nutritionnel composé d’une émulsion lipidique d’huile de poisson (10% Omegaven) chez des 

patients gravement septiques (Khor et al. 2011). Une nutrition parentérale enrichie en 3 

présente des effets bénéfiques dans des situations d’hospitalisation pour maladies graves 

comme le sepsis, principalement sur les effets inflammatoires. Un régime présentant un rapport 

AGPI 6/3 faible permet de réduire les complications infectieuses grâce à une diminution de 

l’activité nucléaire de NF-κB (Martin et Stapleton 2010; Ott, Hiesgen, et Mayer 2011). 

L’huile de poisson riche en AGPI 3 permet aussi de réduire l’induction d’une dysbiose au 

niveau intestinal due à un excès de consommation d’AGPI 6, mais limite la déphosphorylation 

des LPS responsables du sepsis (Costantini et al. 2017). Le rôle anti-inflammatoire 

des AGPI 3 peut être préjudiciable en cas d’infection nécessitant une réponse inflammatoire 

élevée pour la survie des patients. Dans un modèle murin de colite infectieuse, Ghosh a constaté 

une expression ralentie de la phosphatase alcaline intestinale ce qui limite la capacité des souris 

nourries avec de l’huile de poisson à déphosphoryler les LPS bactériens et favorise la survenue 

d’un sepsis (Ghosh et al. 2013). Cependant, cette constatation a été observée au niveau du tube 

digestif et en cas d’atteinte grave mettant en cause la survie, mais pas au niveau cardiaque 

en tant que traitement préventif. Certains effets favorables des 3 proviennent de leurs 

différents médiateurs tels que les éïcosanoïdes qui sont des produits de la cyclooxygénase et 

de la lipoxygénase. D’autres composés bioactifs dérivés des AGPI 3, tels que les résolvines, 

les protectines et les lipoxines présentent des effets intéressants, principalement au niveau des 
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phénomènes inflammatoires dans le cas d’infections bactériennes (Russell et Schwarze 2014). 

Une étude récente menée chez des patients hospitalisés pour un sepsis en unité de soins intensifs 

a d’ailleurs mis en évidence une corrélation importante entre les médiateurs lipidiques sanguins 

issus des AGPI et la survie (Dalli et al. 2017). Les AGPI 3 limitent également l’atteinte due 

à l’inflammation et améliorent la survie dans un modèle murin de sepsis (Körner et al. 2018). 

Ces effets sont obtenus en modulant l’activité des enzymes impliquées dans la synthèse 

des médiateurs lipidiques issus des AGPI, en stimulant la formation de la lipoxine A4, 

de la protectine DX et de la marésine 1 et en favorisant notamment la régénération tissulaire. 

La marésine 1 a d’ailleurs été récemment repérée comme constituant majeur permettant d’éviter 

la dysfonction mitochondriale en jouant sur la voie ALX/cAMP/ROS à la fois dans un modèle 

murin de sepsis par ligature et perforation caecales et chez des patients atteints de sepsis (Gu et 

al. 2018). 

 

4.1.3.5 Controverse sur les oméga 3 

 

De nombreuses études sur cellules, chez l’animal et chez l’Homme démontrent 

des effets bénéfiques de l’ingestion d’AGPI 3 : prévention des maladies cardiovasculaires et 

d’autres pathologies chroniques, stimulation du système immunitaire, défense de l’organisme 

grâce à des activités anti-tumorales, lutte contre l’inflammation ou maintien de la fonction 

mitochondriale (Larsen, Eilertsen, et Elvevoll 2011; Lepretti et al. 2018). 

Cependant, en parallèle, des études, des revues scientifiques et des méta-analyses pointent du 

doigt une absence d’effet, voire des conséquences délétères suite à un enrichissement en 3 

dans des contextes d’immuno-nutrition, de sepsis, d’atteintes cardiovasculaires, de cancer ou 

de diabète (Heyland et al. 2001; Dyall 2011; Serini et al. 2011; Hooper et al. 2006; Aung et al. 

2018; Li 2015; ASCEND Study Collaborative Group et al. 2018). Ces résultats sont à analyser 

prudemment car les effets des 3 sont dépendants du cas étudié, de la dose administrée, de la 

durée de traitement et de l’association ou non avec d’autres composés. Par exemple, 

l’association d’AGPI 3 à l’arginine dans le cadre d’une inflammation sévère ne fait apparaître 

aucune influence délétère mais supprime les effets anti-inflammatoires des 3 pourtant 

constatés maintes fois (Hamani et al. 2010). Li met également en avant un impact délétère des 

3-LC dans le cadre du diabète de type 2 chez des sujets Caucasiens. Cet effet ne concerne 

cependant pas les individus d’origine asiatique, ce qui suggère des variations métaboliques 

entraînant des effets différents pour des traitements similaires (Li 2015).  
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Au vu du nombre considérable d’études sur les AGPI 3, de nombreuses revues et méta-

analyses ont tenté de conclure sur leur potentiel bénéfice en particulier au niveau 

cardiovasculaire. Bien que certaines d’entre elles ont conclu à des effets bénéfiques et à la 

nécessité d’un apport régulier en AGPI 3, d’autres se prononcent plutôt pour une absence 

d’effet voire des conséquences délétères 

 

Parmi les études en faveur des AGPI 3, de nombreuses méta-analyses englobant plus 

de 200 000 sujets mettent en avant une réduction du risque cardiovasculaire grâce à une 

consommation régulière en poisson. Une alimentation comportant 5 portions ou plus de poisson 

par semaine permet de réduire de 38% la mortalité coronarienne et le risque d’accidents 

vasculaires cérébraux (He et al. 2004; He et Greenland 2004). Ces effets sont en plus dose-

dépendants car une consommation hebdomadaire de poisson plus faible apporte néanmoins un 

effet bénéfique, mais de plus faible amplitude. Une baisse respective de 15 et 17% des maladies 

coronariennes et de la mortalité coronarienne est observée suite à une consommation régulière 

de poisson (Whelton et al. 2004). Ce constat a également été mis en lumière grâce à une méta-

analyse de plus de 300 000 participants (Zheng et al. 2012). Une corrélation positive entre la 

consommation d’AGPI 3-LC et une diminution de la mortalité totale, des décès dus à une 

insuffisance cardiaque, des accidents vasculaires cérébraux et de la mort subite a été mise en 

évidence dans des études avec un suivi supérieur à un an en situation de préventions primaire 

et secondaire (C. Wang et al. 2006). Cette méta-analyse pointe en revanche du doigt l’absence 

de bénéfice apporté par l’ALA et met en avant les 3-LC comme l’EPA. Une étude de cohorte 

prospective sur 23 ans avec 2622 sujets âgés de 74,4 ans en moyenne au départ met également 

en avant un effet bénéfique d’une alimentation riche en EPA+DPA+DHA, en EPA seul ou en 

DPA seul en augmentant la probabilité de vieillissement sain. Le DHA ou l’ALA seul ne 

présente pas le même effet positif (Lai et al. 2018). Dans une revue publiée en 2013, Lorente-

Cebrián et coll. mettent en avant un impact bénéfique des 3-LC administrés entre 1 et 4 g par 

jour pendant 6 à 24 semaines sur la composition corporelle, le profil lipidique et la santé 

cardiovasculaire dans des situations de dyslipidémies, de syndrome métabolique, d’obésité et 

de diabète de type 2 (Lorente-Cebrián et al. 2013). Cependant, les études incluses dans cette 

revue présentent parfois une association avec des traitements médicamenteux comme les 

statines, des composés comme les phytostérols ou encore une activité physique régulière 

pouvant être impliquée dans les améliorations constatées. Une revue récente rassemblant 3 
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études de cohortes américaines avec un suivi de 8,3 à 11,2 ans a mis en avant l’effet bénéfique 

d’une augmentation du DPA et du DHA circulants sur les accidents cardiovasculaires cérébraux 

cardio-emboliques et athéro-thrombotiques (Saber et al. 2017). Une autre revue parue la même 

année se concentrant sur les essais contrôlés randomisés recommande l’utilisation de 

l’EPA+DHA dans la prévention secondaire suite à une maladie coronarienne ou à une 

insuffisance cardiaque, mais déconseille fortement une supplémentation avec ces acides gras 

dans les cas de la fibrillation atriale, des accidents vasculaires cérébraux ou du diabète sucré 

(Siscovick et al. 2017). 

 

Au contraire, certaines études insistent sur l’absence d’effets cardioprotecteurs des 

AGPI 3. Dans l’étude Alpha-Omega (Kromhout et al. 2010), 4 837 patients ayant récemment 

présenté un problème cardiovasculaire ont consommé 18,8 g par jour de margarine 

supplémentée en EPA+DHA pendant 3,3 ans (soit un apport quotidien de 226 mg en EPA et de 

150 mg de DHA), en ALA (1,9 g/jour) ou les deux. Aucun impact sur la santé cardiovasculaire 

n’a été observé mais ce constat reste discutable. En effet, la dose d’AGPI 3 apportée reste 

faible et la margarine est un aliment riche en AGS. De plus, certains patients présentaient un 

traitement aux statines et l’absence de ce traitement chez les autres sujets était caractérisé par 

une baisse de 50% de la plupart des évènements cardiovasculaires, de manière indépendante à 

la supplémentation en 3-LC (Eussen et al. 2012). Dans l’étude DART2, 2 portions de poisson 

par semaine (200-400 g) ou 3 capsules/jour d’huile de poisson (510 mg + 345 mg de DHA) sur 

9 ans ont été administrées. Des effets négatifs ont été observés sur la santé cardiovasculaire 

mais il a été constaté que ces résultats sont accrus lors d’un traitement avec certains 

médicaments utilisés en situation d’altération de la fonction cardiovasculaire tels que les -

bloquants ou la nifédipine (Michael L. Burr 2007). 

 

Enfin, d’autres études mettent plutôt en avant un effet neutre des AGPI 3 (D. J. Hunter 

et al. 1988; Ascherio et al. 1995). Un apport trop faible a probablement contribué à cette absence 

d’effet comme dans l’étude d’Ascherio où la consommation médiane en 3 totaux était de 0,58 

g/jour. L’interaction avec d’autres nutriments tels que les acides gras saturés peut également 

être mise en cause (Massaro et al. 2008). Un impact de la formulation des 3 et de la méthode 

de préparation de l’aliment peut également jouer comme dans l’étude de Mozaffarian où le 

poisson frit ne présente pas les mêmes avantages au niveau cardiaque que le poisson grillé 

(Mozaffarian et al. 2003). Une méta-analyse récente ciblée sur de larges études cliniques 
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randomisées regroupant 77 917 sujets suivis pendant au moins 1 an conclut l’absence 

d’amélioration de la santé cardiovasculaire suite à une consommation en EPA comprise entre 

226 et 1800 mg par jour (Aung et al. 2018). Cependant, cette méta-analyse rassemble des études 

où les 3-LC sont administrés à des doses variables et jamais élevées mais aussi soit seuls ou 

en association avec d’autres nutriments ou traitements médicamenteux. Deux méta-analyses 

ont également étudié les effets potentiellement cardioprotecteurs d’une supplémentation en 

AGPI 3-LC (Kwak et al. 2012; Rizos et al. 2012). L’étude de Kwak regroupe 20 485 patients 

avec des antécédents cardiovasculaires et recevant entre 0,4 et 0,8 g d’EPA+DHA par jour. 

Aucun effet des AGPI 3 n’a été constaté. Ce papier a été critiqué au vu de l’inclusion d’études 

cliniques au suivi court uniquement, ce qui limite évidemment l’apparition d’effets significatifs. 

Cette méta-analyse a aussi été critiquée au vu de l’exclusion de l’étude GISSI pourtant reconnue 

comme un essai de référence (F. B. Hu et Manson 2012). L’étude de Rizos regroupant plus de 

68 600 personnes a elle-aussi conclut à l’absence d’effet bénéfique des 3-LC sur la mortalité 

cardiovasculaire et même sur la mortalité toutes causes confondues malgré l’administration 

d’3-LC sur une période de plus d’un an. Cependant, cette méta-analyse s’est concentrée sur 

des patients en prévention secondaire dont la supplémentation en 3-LC était associée à des 

traitements médicamenteux qui ont pu bloquer les effets bénéfiques des 3-LC, comme le 

montre l’utilisation de statines (Eussen et al. 2012). L’étude SU.FOL.OM3 impliquant 2 501 

patients sur 4,7 ans avec une supplémentation quotidienne en EPA+DHA (400 mg EPA + 200 

mg DHA) n’a également pas conclu à un effet bénéfique des 3. Il est important de noter que 

dans cette étude, les 3-LC ont parfois été associés à de la vitamine B ce qui a pu inhiber les 

effets bénéfiques potentiels des 3-LC. D’autres études ont associé une autre vitamine, la 

vitamine E, avec les AGPI 3. Ceci peut expliquer les effets neutres ou délétères des 3, en 

particulier par rapport au stress oxydant car la vitamine E et les oméga 3 sont connus pour être 

délétères dans des situations de stress oxydant intense (« Dietary Supplementation with N-3 

Polyunsaturated Fatty Acids and Vitamin E after Myocardial Infarction: Results of the GISSI-

Prevenzione Trial. Gruppo Italiano per Lo Studio Della Sopravvivenza Nell’Infarto 

Miocardico » 1999; Alves Luzia et al. 2015; Li et al. 2019). 

 

Malgré les controverses constatées généralement dues à des différences dans les 

protocoles et les sujets étudiés , Mozaffarian et Wu montrent dans une revue récente que les 

patients atteints de maladies cardiovasculaires sont désormais bien plus sensibilisés aux 

bienfaits d’une alimentation riche en poissons gras et donc en 3-LC (Mozaffarian et Wu 
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2011). C’est pourquoi, même les sujets des groupes témoins peuvent présenter un apport en 3-

LC conséquent ce qui limite la possibilité de mettre en avant des différences significatives avec 

les groupes de patients et donc de démontrer un effet bénéfique de ces acides gras. Malgré cela, 

les recommandations nationales et internationales ont convergé vers des conseils cohérents pour 

que la population générale consomme au moins 2 portions de poisson gras par semaine ou au 

moins 250 mg/jour d'AGPI 3 à longue chaîne. Une revue récente rassemblant des études 

randomisées de supplémentation en EPA+DHA (< 6 g/jour) et des études prospectives larges 

(> 1000 individus avec un suivi de plus de 3 ans) conclut également à un effet cardioprotecteur 

de ces 3-LC avec un apport quotidien entre 200 et 300 mg (Trikalinos et al. 2012). Ces 

recommandations ont d’ailleurs été confirmées récemment par une étude de l’American Heart 

Association qui indique que 1 à 2 repas de fruits de mer par semaine devraient être inclus pour 

réduire le risque d'insuffisance cardiaque congestive, de maladie coronarienne, d'accident 

ischémique cérébral et de mort subite (Rimm et al. 2018). Ces effets bénéfiques sont surtout 

constatés lorsque les fruits de mer remplacent la consommation d'aliments moins sains. En 

France, l’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du 

travail recommande 250 mg d’EPA, 250 mg de DHA associés à l’ingestion de 1% d’ALA par 

rapport à l’apport énergétique total. 

 

Une notion essentielle à prendre en compte dans un traitement préventif ou curatif par 

les 3 est la sévérité de la pathologie et, en particulier, l’intensité du stress oxydant. Bien que 

les 3 présentent un rôle de découplant naturel au niveau mitochondrial limitant la production 

de ROS (Korshunov et al. 1998), ceci n’est pas valable dans toutes les situations. C’est le cas 

lors d’un stress oxydant important conduisant à une forte peroxydation des phospholipides 

cardiaques, surtout s’ils sont riches en 3, favorisant ainsi une perméabilité membranaire 

accrue et délétère pour la survie de la cellule (Al-Gubory 2012). En situation de dommages 

cellulaires modérés, les 3 montrent des effets cardio-protecteurs (Demaison et al. 2019). 

Cependant, en conditions d’ischémie/reperfusion sévère, les 3 présentent des propriétés pro-

arythmiques (Luc Demaison et al. 2013). En présence d’un stress oxydant important, les 3-LC 

sont fortement peroxydés conduisant alors à une fragilisation des membranes et favorisant 

l’accroissement des dégâts cellulaires. Il est toutefois intéressant de noter que beaucoup des 

revues et méta-analyses concluant sur le potentiel bénéfice apporté par les AGPI 3 ne 

présentent généralement pas les paramètres du stress oxydant. Or, la majorité des situations 

étudiées (insuffisance cardiaque, maladies coronariennes, obésité, diabète, etc.) sont 
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accompagnées d’un stress oxydant plus ou moins sévère. En revanche, le niveau de stress 

oxydant peut influencer les effets des AGPI 3 car il est connu que ces acides gras sont très 

sensibles à l’attaque radicalaire (Albert et al. 2013). La peroxydation des AGPI 3 pourrait 

neutraliser leurs effets bénéfiques leur conférant même quelques fois des propriétés nocives. 

Comme nous l’avons précisé préalablement, certaines associations (AGPI 3 et vitamine E, 

AGPI 3 et arginine) peuvent favoriser la peroxydation lipidique des lipides membranaires ou 

inhiber l’action anti-inflammatoire des 3 (« Dietary Supplementation with N-3 

Polyunsaturated Fatty Acids and Vitamin E after Myocardial Infarction: Results of the GISSI-

Prevenzione Trial. Gruppo Italiano per Lo Studio Della Sopravvivenza Nell’Infarto 

Miocardico » 1999; Alves Luzia et al. 2015; Li et al. 2019; Heyland et al. 2001; Hamani et al. 

2010). L’inflammation et le stress oxydant sont deux phénomènes intimement liés qui jouent 

sur la détérioration de la santé cardiovasculaire (Richter et al. 1995). 

 

 

Au vu de ces nombreuses controverses sur le bénéfice des AGPI 3 et principalement 

des 3-LC sur la santé cardiovasculaire, des études supplémentaires doivent être réalisées. Ceci 

vaut également pour les revues et méta-analyses où les critères d’inclusion doivent être très 

sélectifs afin de comparer des études les plus similaires possibles et pouvoir conclure de 

manière scientifiquement fiable sur l’effet des AGPI 3. Il apparait donc nécessaire que les 

revues et méta-analyses classent les études en fonction du niveau de stress oxydant. Il faut 

également déterminer chez l’animal les effets des AGPI 3 en fonction de l’intensité du stress 

oxydant et de l’inflammation. Dans des situations où les systèmes antioxydants endogènes sont 

défaillants, un apport exogène d’antioxydants est nécessaire. Cependant, le type d’antioxydant 

et la dose administrée doivent être adaptés en fonction de la pathologie. 

 

 

4.2 Nutrition et antioxydants 

Dans des conditions où les systèmes antioxydants de l’organisme sont insuffisants, 

l’apport de nutriments antioxydants constitue une alternative intéressante. Les antioxydants 

retrouvés dans la nature et l’alimentation sont nombreux (Ratnam et al. 2006). 
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 4.2.1 Exemples d’antioxydants alimentaires 

 

 Les caroténoïdes sont connus pour donner la couleur orangée/rouge à de nombreux 

aliments. Cette famille comprend par exemple le -carotène retrouvé dans les courges, 

notamment la citrouille, ou encore le lycopène présent dans le pamplemousse rose 

et les tomates. Ce dernier agit en piégeant l’oxygène singulet correspondant à un état métastable 

et donc excité de la molécule de dioxygène. 

 

La vitamine C, trouvée dans de nombreux fruits ou les poivrons, est connue pour 

permettre le piégeage de l'O2
.- par formation d'un radical semi-hydroascorbate qui est ensuite 

réduit par la GSH. 

 

La vitamine E, quant à elle, est très abondante dans les huiles végétales (soja, maïs, 

tournesol) et les fruits oléagineux comme les noix et les amandes. Elle favorise le piégeage 

direct de l'O2
.-, la stimulation de l’activité des enzymes antioxydantes endogènes et l’inhibition 

de la peroxydation lipidique. 

 

Le CoQ10 est retrouvé dans le saumon ou le thon. Il permet l’inhibition de 

la peroxydation des lipides et réduit le stress oxydant mitochondrial. Cet agent antioxydant 

et la vitamine E sont d’ailleurs retrouvés dans le colza et plus précisément dans son huile. 

 

L’huile de colza, riche en ALA, présente un autre composé aux propriétés 

antioxydantes : le 4-vinyl-2,6-dimethoxyphenol, communément appelé le canolol. Ce phénol 

est obtenu suite à la décarboxylation de l’acide sinapique qui présente lui aussi des propriétés 

antioxydantes. Le bienfait de ces composés dans la lutte contre le stress oxydant a été constaté 

sur la fonction cardiaque dans des situations d’altérations métaboliques (Zern et Fernandez 

2005; Devaraj et al. 2008; Xu et al. 2011; 2013; 2014). 

 

L'acide ellagique est un composé phénolique naturel contenu dans le raisin, les noix, 

les fraises, les cassis, les framboises, les grenades et le thé vert. Il présente des avantages dans 

l’inhibition de l’activation ROS-dépendante de la voie inflammatoire NF-kB et de l’apoptose 

(Edderkaoui et al. 2008; Salimi et al. 2015). Il prévient également l’altération mitochondriale 

et limite la production de ROS issue de ces organites (Hwang et al. 2010). 
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Les polyphénols constituent certainement la famille d’antioxydants la plus richement 

représentée. Ils sont retrouvés dans le raisin ou les fruits rouges en général pour le resvératrol 

ou encore dans le thé vert pour les catéchines. Leurs bénéfices ont été plusieurs fois démontrés 

au niveau cardiaque (Pataki et al. 2002; Testai et al. 2013; Sun et al. 2018). 

 

 4.2.2 Effets antioxydants du thé vert 

 

Outre les antioxydants cités précédemment, le thé vert présente un intérêt majeur chez 

l’Homme dans la prévention et le traitement de pathologies comme le cancer (Yu et al. 2014), 

la maladie de Parkinson, l’arthrite, le diabète (Khan et Mukhtar 2013) ou les atteintes 

cardiovasculaires (Velayutham, Babu, et Liu 2008). Une baisse de la mortalité globale a été 

observée suite à la consommation quotidienne moyenne de 4 tasses de thé alors que les effets 

protecteurs sur la mort par atteinte cardiovasculaire sont constatés pour 2 à 3 tasses par jour 

(Zhang et al. 2015) (Figure 30).  

 

 
Figure 30 : Relation entre la consommation quotidienne de thé et la mortalité. 

(A) Mortalité par atteinte cardiaque ; (B) Mortalité globale ; Trait plein : courbe des modèles 

correspondant à la consommation moyenne en thé vert dans les études ; Carré vert : zone 

préférentielle pour le nombre de tasses de thé quotidien apportant un effet bénéfique. (Source : 

d’après Zhang, Eur J Epidemiol., 2015). 

 

Les effets bénéfiques du thé vert sont principalement associés à son activité 

antioxydante. Celle-ci survient de 2 façons complémentaires : i) par la stimulation des 

mécanismes endogènes de lutte contre le stress oxydant comme la SOD, la GPx et la catalase ; 
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et ii) par l’inhibition des enzymes à l’origine de la production des ROS et des RNS telles que 

la NOX, la LOX, la COX, la xanthine oxydase ou encore l’iNOS (Bhardwaj et Khanna 2013). 

Outre ses effets antioxydants, le thé vert a le potentiel d'inhiber la voie NF-kB, de limiter 

la libération de cytokines pro-inflammatoires et de réduire les peroxydes lipidiques dans le cœur 

en situation de diabète ou de cancer (Babu, Sabitha, et Shyamaladevi 2006b; Babu et Liu 2008). 

Ces effets sur la peroxydation des acides gras ont été démontrés pour une consommation 

quotidienne comprise entre 0,6 et 1,5 litres de thé vert (Ellinger et al. 2011). Le thé vert permet 

également de réduire le taux circulant de protéine C réactive chez des patients atteints 

d’un diabète de type 2 (Asbaghi et al. 2019). Les propriétés antioxydantes du thé vert sont dues 

à la présence de polyphénols appelés les catéchines ou flavanols, appartenant à la famille des 

flavonoïdes (Heim, Tagliaferro, et Bobilya 2002). Les flavonoïdes auxquels appartiennent 

les catéchines sont également capables d’inhiber directement le stress oxydant en piégeant l’O2
.- 

et les peroxynitrites (J. P. Hu et al. 1995; Haenen et al. 1997). 

 

4.2.3 Autres actions du thé vert sur la santé 

cardiovasculaire 

 

Outre leurs actions anti-oxydantes, les catéchines permettent de réduire la mobilisation 

excessive de Ca2+ intracellulaire, la libération d’ARA et l’activité de la synthase du TXA2 

limitant alors la coagulation sanguine (Velayutham, Babu, et Liu 2008) (Figure 31). 

Il a également été démontré qu’un extrait de thé vert limitait la rigidité cardiaque induite par 

une hypersensibilité calcique des myofibrilles et favorisait la relaxation du myocarde dans un 

modèle murin de cardiomyopathie restrictive (Wang et al. 2016). Les catéchines sont également 

capables de stimuler la eNOS, favorisant ainsi la santé cardiovasculaire en stimulant 

la relaxation musculaire et la vasodilatation (Moore, Jackson, et Minihane 2009). Le thé vert 

présente également des propriétés hypoglycémiantes et hypolipémiantes (Vinson, Teufel, et Wu 

2004; Wolfram et al. 2006). En 2006, Babu a mis en lumière une limitation de la dyslipidémie, 

de la peroxydation lipidique et de la glycation protéique grâce au thé vert (Babu, Sabitha, et 

Shyamaladevi 2006a). Ces observations étaient associées à une atténuation de la concentration 

calcique intracellulaire grâce à la modulation de l’activité de la Ca2+-ATPase et de la Na+/K+-

ATPase qui sont stimulées dans le cadre du diabète. Le thé vert améliore la tolérance au glucose 

et la sensibilité à l'insuline dans des modèles animaux d’obésité (Ortsäter et al. 2012; Jang, 

Ridgeway, et Kim 2013).  
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Figure 31 : Mécanismes impliqués dans l’effet cardioprotecteur des catéchines. 

(1) les catéchines réduisent le stress oxydatif induit par les ROS et l'oxydation des LDL en 

piègeant les radicaux libres et et en inhibant les enzymes pro-oxydantes ; (2) elles augmentent 

l'excrétion des lipides intestinaux et réduisent le cholestérol, les acides gras et l'absorption des 

triglycérides ainsi que leur synthèse ; (3) elles peuvent stimuler la production endothéliale de 

NO, de prostacycline et de cAMP ; (4) elles empêchent l'adhésion des monocytes à 

l'endothélium par inhibition de la voie NF-kB et de la production des cytokines inflammatoires 

et des molécules d'adhésion ; (5) elles inhibent les cyclines, PDGF, PTK, JNK1, C-jun et MMPs 

; (6) enfin, elles peuvent également réduire l'agrégation et l'activation plaquettaires en 

diminuant la mobilisation intracellulaire du calcium, la libération de PAF et d'acide 

arachidonique et la thromboxane A2 synthase. (Source : Velayutham, Curr Med Chem., 2008). 

 

 4.2.4 Effets spécifiques de certains composés du 

thé vert 

 

Le composé majeur des catéchines du thé est le gallate d’épigallocatéchine (EGCG) qui 

présente de nombreux bénéfices au niveau cardiovasculaire. En 2014, Liu a mis en évidence 

l'atténuation de la dysfonction mitochondriale cardiaque et de l’autophagie induites par 

le diabète en administrant de l'EGCG à des rats Goto-Kakizaki (Liu et al. 2014). Des rats soumis 

à une ischémie de 30 minutes suivie d’une phase de reperfusion de 2 heures présentent une 

diminution de la taille de l’infarctus suite à l’injection intraveineuse de 10 mg/kg d’EGCG 

(Kim et al. 2014). Ce constat s’accompagne d’une hausse de la phosphorylation d'Akt 
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et de GSK-3β impliqués dans la récupération des lésions de reperfusion, mais également d’une 

réduction de celles de p38 et de JNK qui jouent un rôle dans les phénomènes d’apoptose. 

Dans un modèle d’hypertrophie cardiaque déclenchée par rétrécissement aortique abdominal, 

Sheng a montré que 100 mg/kg d’ECGC injectés en intragastrique favorisent l’activité de 

la SOD et limitent la teneur en MDA indiquant un amoindrissement de la peroxydation 

lipidique (Gu et al. 2018). Ceci permettrait d’inhiber l'apoptose des cardiomyocytes tout en 

empêchant le raccourcissement des télomères et la perte du facteur 2 de liaison répétée au 

télomère (TRF2) constatés dans ce modèle d’hypertrophie cardiaque. La délétion de la SOD2 

mitochondriale induit une insuffisance cardiaque congestive progressive. Dans un modèle 

de souris SOD2-/-, il a été constaté que l’administration orale d’EGCG (100 mg/L) pendant 

8 semaines abaisse les niveaux de stress oxydant myocardique et d'acides gras libres circulants 

par rapport au groupe contrôle (Oyama et al. 2017). Ce dernier présente une mortalité élevée, 

un remodelage cardiaque caractérisé par une dilatation excessive, une contractilité réduite, un 

raccourcissement des télomères et une baisse de l’activité de la télomérase. Ces modifications 

ne sont pas perçues dans le groupe traité avec l’EGCG indiquant que le polyphénol réduit le 

taux de mortalité, l'inflammation, le raccourcissement des télomères et favorise le maintien de 

la fonction cardiaque. 

 

L’épicatéchine est une autre catéchine trouvée dans le thé qui est également présente 

dans les pommes et le cacao.  Il a été constaté qu’elle réduit l’activité de l’antiport échangeur 

de Na+/H+ (NHE1) érythrocytaire de 93% chez des individus sains et de plus de 85% chez des 

patients atteints d’un diabète de type 1 ou 2 (Matteucci, Rizvi, et Giampietro 2001). L'inhibition 

de NHE1 a été considérée comme cardio-protectrice en limitant la surcharge calcique liée à 

NCX1 (Karmazyn, Sostaric, et Gan 2001). 

 

Il est intéressant de noter que tous les effets bénéfiques du thé vert ne sont pas forcément 

dus à la présence des catéchines. En effet, il a été constaté que la 1,3,7-triméthylxanthine, mieux 

connue sous le nom de théine ou caféine, améliore la fonction cardiaque et la survie au cours 

des 96h suivant l’induction d’un sepsis par ligature et perforation caecale dans un modèle de 

rats Sprague-Dawley (Verma et al. 2009). Ceci est associé à la restauration de l’activité de la 

cytochrome c oxydase mitochondriale au niveau du myocarde. 
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Chapitre 2 : Objectifs & 

Stratégies 

 Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité au monde. De plus, 

de nombreuses pathologies sont associées ou évoluent vers une altération de la fonction 

cardiaque. Ces atteintes du myocarde ne concernent pas uniquement la morphologie du cœur 

ou la contractilité mais devraient également affecter la fonction mitochondriale. Une des causes 

principales de ces atteintes est le développement d’un stress oxydant de plus en plus sévère. 

En parallèle, les AGPI 3 ont montré des effets cardio-protecteurs intéressants dans de 

nombreuses situations d’agressions. Cependant, leur impact bénéfique semble modulé par 

le niveau de stress oxydant. 

 

 L’objectif principal de ma thèse est donc double. Tout d’abord, il consiste à étudier 

les situations où les 3 présentent ou non des effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire en 

fonction du niveau de stress oxydant à l’aide de modèles animaux. Ensuite, il parait nécessaire 

de déterminer si l’association avec un antioxydant permet de maintenir l’impact bénéfique 

de ces acides gras malgré un stress oxydant conséquent. 

 

 Dans un premier temps, je me suis intéressé à l’association des 3 avec des composés 

antioxydants (association vitamine E + coenzyme Q10 (CoQ10) et canolol) dans le cadre 

d’un modèle animal soumis à un régime obésogène associé ou non à l’ingestion d’huile de colza 

riche en ALA. Cette étude a mis en avant un effet pro-oxydant de l’association 

vitamine E + CoQ10 administrée à forte dose. Cette fortification stimule la fibrose 

myocardique en augmentant l’expression du récepteur 1b à l’angiotensine 2 (Ag2R-1b). 

L’influence cardio-protectrice du canolol a cependant été mise en avant en annulant l’impact 

délétère de l’association vitamine E + CoQ10 suite à la normalisation des taux d’expression 

de l’Ag2R-1b et de la SOD2. De plus, le canolol a permis d’annuler l’augmentation des 

triglycérides plasmatiques induite par l’association. Les détails de cette étude sont consultables 

dans la Publication n°1. 
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 L’obésité est connue pour être un facteur de risque du syndrome métabolique 

voire du diabète de type 2 qui s’accompagne d’une hyperglycémie favorisant le développement 

d’un stress oxydant. Le second objectif de ma thèse consiste à déterminer les effets 

cardiovasculaires de l’EPA, d’un extrait de thé vert ou de l’association des deux 

dans un contexte de stress oxydant sévère et chronique induit par un diabète sucré. Des rats 

Wistar ont été répartis en 5 groupes en fonction du régime assigné pendant 9 semaines : soit un 

régime normo-lipidique, soit un régime riche en graisses saturées (high-fat ou HF) enrichi ou 

non par de l’EPA, un extrait de thé vert ou l’association des deux composés. Après 3 semaines 

de régime, les animaux sous régime HF ont subi une injection unique de streptozotocine 

(33 mg/kg) afin de déclencher un diabète sucré associé à une hyperglycémie et à l’apparition 

d’un stress oxydant important. Dans le contexte du diabète, l'enrichissement en thé vert seul 

a amélioré la fonction cardiaque et a limité plusieurs troubles liés au diabète, en particulier 

l'inflammation, la réactivité coronaire et le métabolisme des lipides. En revanche, 

l'EPA administré seul a entraîné un accroissement radical et rapide de la mortalité des animaux. 

Cet effet a été compensé par l’association avec l’extrait de thé vert. La combinaison des deux 

enrichissements améliore considérablement la réactivité coronaire, beaucoup plus que dans 

le cas du thé vert seul. Les éléments de ce travail sont précisés dans la Publication n°2 (en 

cours de soumission). 

 

 L’insuffisance cardiaque induite par de nombreuses situations pathologiques 

est associée à une dysfonction mitochondriale reliée au stress oxydant. L’altération de l’activité 

contractile du coeur n’apparait pas dès l’initiation de l’agression mais plus tardivement. 

Le sepsis constitue un bon exemple de ce phénomène. En effet, l’évolution du sepsis passe par 

une phase hyperdynamique de stimulation de la fonction cardiaque avant de conduire à la phase 

hypodynamique caractérisée par la défaillance cardiaque. Notre hypothèse suppose que 

l’atteinte mitochondriale survient à un stade précoce et qu’elle favorise l’installation ultérieure 

de la défaillance cardiaque. Pour vérifier cela, nous avons tout d’abord mis en place un modèle 

de sepsis précoce obtenu par une ligature et une double perforation cæcales. Les paramètres 

de la fonction cardiaque ont été évalués in vivo grâce à une sonde Millar et ex vivo dans le cœur 

isolé perfusé selon la méthode de Langendorff. Les paramètres du stress oxydant 

et de l’inflammation aux niveaux sanguin et tissulaire ont également été mesurés. Ce travail 

a confirmé l’absence de dysfonction mécanique cardiaque et de stress oxydant malgré 

une stimulation de l’inflammation, validant alors notre modèle. L’étude détaillée est reportée 

dans la Publication n°3. 
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Le régime de type occidental est caractérisé par une déficience en AGPI 3. 

Les 3, en particulier l’EPA, sont connus pour apporter une protection vis-à-vis 

des dysfonctionnements cardiaques et de la létalité liée au sepsis. C’est pourquoi, nous avons 

évalué l’impact d’un enrichissement en EPA versus un régime carencé en 3 sur les paramètres 

mécaniques et mitochondriaux de l’activité cardiaque chez des rates opérées fictivement ou 

dans le but de déclencher un sepsis précoce et peu sévère. Les résultats obtenus ont confirmé 

l’absence d’altération mécanique cardiaque malgré une atteinte mitochondriale précoce chez 

les animaux carencés en 3. En revanche, le régime EPA a permis de maintenir l’oxydation 

phosphorylante et de limiter la production de ROS au niveau mitochondrial. Ces effets 

sont reliés à la stimulation de l’expression de deux protéines mitochondriales majeures : la Sirt3 

et l’UCP3. Les détails de cette expérimentation sont consultables dans la Publication n°4. 

 

Au vu des résultats positifs constatés suite à un enrichissement en EPA, les perspectives 

ont consisté à mettre en place une étude clinique afin d’évaluer l’effet de l’association 

de cette AGPI et d’un antioxydant, potentiellement le thé vert, sur les atteintes cardiaque 

et mitochondriale induites par l’obésité et l’endocardite aiguë. Une recherche bibliographique 

poussée a montré que les études fonctionnelles sur les mitochondries cardiaques humaines sont 

rares, surtout lorsque ces organites sont extraits à partir de tissu frais, avec des mitochondries 

généralement altérées par la méthode d’extraction. Pour mener à bien notre projet, trois étapes 

sont nécessaires. Premièrement, adapter notre méthode d’extraction du cœur de rat au tissu 

myocardique humain. Les détails de ce protocole basé sur une extraction du tissu atrial 

et son application préliminaire dans l’évaluation de l’impact de l’obésité sur la fonction 

mitochondriale sont décrits dans la Publication n°5 (en cours de soumission). 

Une fois cette phase terminée, l’étape suivante consistera à étudier les effets de l’obésité 

et de l’endocardite aiguë sur les mitochondries cardiaques humaines. Ce projet fait l’objet 

d’un essai clinique (numéro d’identification sur ClinicalTrial.gov : NCT03690076). 

La dernière étape correspondra à la perspective finale consistant à déterminer les effets de 

l’EPA associé à un antioxydant sur les modifications du métabolisme mitochondrial constatées 

dans ces deux situations et la mise en évidence des mécanismes impliqués. 
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Chapitre 3 : Principales 

méthodes d’étude employées 

 

3.1 Cœur isolé perfusé selon la méthode de 

Langendorff 

 

Après une thoracotomie rapide, le cœur est immédiatement recueilli et placé dans un 

tampon salin à 4°C. Le schéma de la méthode est présenté dans la Figure 32. Dans la première 

minute après l'ablation, le cœur est perfusé par l'aorte à 37°C avec un tampon Krebs-Heinselett 

afin d'éviter des problèmes de dommages cellulaires et de préconditionnement. Le fluide de 

perfusion est composé de (en mM) NaCl (119), KCl (4,8), MgSO4 (1,6), NaHCO3 (22), KH2PO4 

(1,2), CaCl2 (1,8), D-glucose (11) et hexanoate de sodium (0,5), pH 7,4. Le cœur maintenu 

à 37°C est constamment oxygéné avec du carbogène (95% O2, 5% CO2). Il est constamment 

perfusé à l’aide d’une pompe péristaltique (Gilson, Middleton, USA) permettant de maintenir 

le débit de perfusion constant jusqu'à la fin de l’expérimentation. Dès la cinquième minute de 

perfusion, le coeur est stimulé électriquement à un rythme de 370 battements par minute. 

Pour évaluer l'activité mécanique cardiaque, un ballon en latex est inséré dans le ventricule 

gauche. Il est relié à une sonde de pression et à un amplificateur. Le ballon est gonflé jusqu'à 

ce que la pression diastolique atteigne la valeur de 10 mmHg. Le système permet d'évaluer les 

pressions systolique, diastolique et développée ainsi que la fréquence cardiaque, la contraction 

(dP/dt max) et la relaxation (dP/dt min). L'évaluation de ces deux derniers paramètres est rendue 

possible par l'emploi de conditions de perfusion parfaitement normalisées. La pression 

coronaire est également évaluée à l'aide d'une sonde de pression insérée juste avant la canule 

aortique. Les modifications de la pression coronaire révèlent des variations du volume 

vasculaire (dilatation, constriction et/ou oblitération des vaisseaux coronariens). 

Tous les paramètres de la fonction cardiaque sont enregistrés et analysés avec le logiciel HSE 

(Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Allemagne). 
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Figure 32 : Représentation du système de cœur isolé selon la méthode de Langendorff en 

débit imposé. (A) Schéma du système de cœur isolé perfusé ; (B) Visualisation de l’installation 

du cœur dans la chambre thermique. (Source : Thibault Leger) 

 

3.2 Réactivité coronaire 

Cette mesure est effectuée dans le cœur isolé perfusé selon la méthode de Langendorff. 

Après l’évaluation de l’activité mécanique, le tonus coronarien est augmenté par infusion 

constante d’un agent vasoconstricteur analogue du thromboxane A2, l’U46619 (30 nM), 

près de la canule aortique à un taux ne dépassant jamais 1,5% du débit coronaire. Ceci permet 

l’obtention d’une pression coronaire supérieure à 100 mmHg. Le potentiel de vasodilatation est 

alors évalué à l’aide de deux agents injectés à des doses croissantes : l’acétylcholine (10, 20, 30 

et 40 pmol) et le sodium nitroprusside (100, 200, 300, 400 et 500 pmol) (Figure 33). 
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Les vasodilatations induites par l’acétylcholine (Ach) et le sodium nitroprusside (SN) reflètent 

respectivement la vasodilatation endothéliale-dépendante due aux activités simultanées des 

cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses et la vasodilatation 

endothéliale-indépendante due à la relaxation des cellules musculaires lisses. 

 

 
Figure 33 : Schéma théorique de la courbe de réactivité coronaire. Après une période de 

stabilisation, l’agent vasoconstricteur U46619 est injecté de manière continue. L’ajout des 

agents vasodilatateurs (acétylcholine et sodium nitroprusside) en concentrations croissantes 

permet d’évaluer la réactivité coronaire. Les injections de ces composés sont arrêtées quand un 

phénomène de saturation de la vasodilatation est atteint. (Source : Thibault Leger) 

 

L'amplitude de la dilatation est calculée par le rapport entre la diminution maximale de 

la pression coronaire et la pression coronaire mesurée juste avant l'injection des agents 

vasodilatateurs. Comme le poids du cœur et le volume coronaire sont soumis à des variations 

intra et intergroupes, une correction est effectuée pour normaliser la fonction d'entrée des agents 

vasodilatateurs en fonction du flux coronarien. La courbe dose-réponse entre la quantité d'Ach 

injectée et la vasodilatation endothéliale-dépendante est ensuite ajustée à un polynôme 

de 3ème degré pour chaque cœur, ce qui permet de réaliser les analyses statistiques. Dans le cas 

de la vasodilatation endothéliale-indépendante, les courbes sont adaptées à une fonction 
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logarithmique népérienne. De plus, l’activité vasodilatatrice des cellules endothéliales (AVCE) 

est également estimée à partir des vasodilatations endothéliale-dépendante et -indépendante 

ajustées. Pour chaque cœur et chaque dose d'Ach injectée, la quantité de SN (reflétant 

la quantité d'agent vasodilatateur) nécessaire pour obtenir le même pourcentage de dilatation 

induite par l’Ach a été extraite de la courbe de vasodilatation endothéliale-indépendante selon 

la formule : (AVCE) = e[(% Ach-dilatation-b)/a], où a et b sont les coefficients de la courbe de 

vasodilatation endothéliale-indépendante théorique. Les résultats sont exprimés en 

picomoles-équivalents de SN. 

 

3.3 Imagerie par résonance magnétique nucléaire 

(IRM) 

La morphologie et la fonction cardiaque ont été évaluées par IRM à la plateforme 

AgroResonance de l’INRA de Theix. Après anesthésie à l’isoflurane (induction : 4%, 

maintien : 2%), les mesures ont été effectuées à l’aide d’un aimant de 11,7 Tesla adapté aux 

animaux de petits calibres. Cet aimant provoque un alignement de tous les atomes d’hydrogène 

(1H) selon son axe. Une stimulation par onde radio est imposée pour la mise en résonance de 

ces atomes. Cet état permet leur mise en phase et favorise une rotation synchrone du proton de 

l’hydrogène. Il permet également d’imposer un angle entre leur axe de rotation et l’axe de 

l’aimant. Lorsque l’onde radio est stoppée, les atomes d’hydrogène reviennent dans l’axe de 

l’aimant et se déphasent, entraînant alors l’émission de l’énergie qui leur a été artificiellement 

apportée (Figure 34). Le signal, perçu par un détecteur adapté, dépend du tissu considéré et il 

permet d’obtenir une acquisition en temps réel de l’image du cœur en mouvement selon un 

certain plan de coupe. L’acquisition pour chaque plan de coupe transversal a duré environ 

8 minutes : elle a permis l’obtention d’une cinétique du mouvement cardiaque pendant 

2 secondes à une résolution de 0,2 x 0,2 x 1 mm3. Les plans de coupe étudiés ont été séparés 

de 1 mm sur toute la longueur du cœur, ce qui représente 10 à 12 plans de coupe par cœur. 

La durée d’acquisition s’est donc élevée à environ 2 heures pour chaque animal. Le traitement 

informatique de l’ensemble des plans de coupe pour chaque cœur a permis de reconstituer 

l’organe entier en mouvement (Figure 35). L’analyse tridimensionnelle du cœur a abouti à 

l’estimation de différents paramètres concernant la morphologie et la fonction cardiaques. 

Ils incluent les volumes en fin de diastole et de systole, le volume d’éjection systolique, 
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la fréquence cardiaque, la fraction d’éjection systolique et le rendement cardiaque (volume de 

sang expulsé par le ventricule gauche par unité de temps). 

 
Figure 34 : Principe de l’imagerie par résonance magnétique nucléaire. (A) état normal des 

protons ; (B) orientation des protons sous l’influence du champ magnétique de l’aimant ; (C) 

mise en résonance des protons sous l’influence d’une onde radio imposée ; (D) la direction des 

protons bascule légèrement sous l’influence de l’onde radio imposée ; (E) retour à l’état B lors 

de l’arrêt de l’émission de l’onde entraînant la libération du signal. Rond gris : proton 1H ; trait 

rouge : axe du champ magnétique de l’aimant ; flèches : spin des atomes d’hydrogène ; cercles 

noirs : orbite de rotation du proton ; rond orange : proton. (Source : Thibault Leger) 

 

 
Figure 35 : Exemples d’acquisition par IRM cardiaque. A et B : exemples d’acquisition 

obtenues sur le plan transversal ; C : Schématisation de la reconstitution d’un cœur entier de 

ratte à partir des différentes coupes transversales ; Cercles blancs : cœur. Barre d’échelle : 

10 mm. (Source : Thibault Leger) 
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3.4 Ligature et perforation cæcale pour 

déclencher un sepsis précoce 

L’opération consiste à extérioriser le cæcum après incision de la paroi abdominale, 

à faire une ligature à 1 cm de son apex et à percer à deux reprises le cæcum avec une aiguille 

de taille 19G. Le cæcum est ensuite replacé dans la cavité abdominale et l’incision est recousue, 

puis agrafée. Le relargage des fèces et des bactéries du microbiote dans la cavité abdominale 

conduit à l’infection menant au sepsis. Afin d’obtenir un groupe contrôle, un second groupe 

d’animaux subit une opération fictive qui suit le même schéma opératoire décrit ci-dessus mais 

sans ligature ni perforation cæcales (Figure 36). 

 

 
Figure 36 : Photographies de cæcums des rats en fonction de l’opération subie. (A) animal 

opéré fictivement ; (B) animal ayant subi une ligature et une perforation cæcale. La barre 

d’échelle représente 1,5 cm. (Source : Thibault Leger) 

 

3.5 Extraction de mitochondries cardiaques 

Le protocole décrit ci-dessous est celui utilisé chez le rat. Le protocole adapté pour 

le tissu cardiaque humain est détaillé dans la Publication n°5. Toutes les opérations 

sont réalisées à 4°C. Le fragment de myocarde destiné à l’extraction des mitochondries 

est débarrassé du sang résiduel, puis rincé avec le tampon A (mannitol 220 mM, 

saccharose 70 mM, MOPS 5 mM, EGTA 2 mM, pH 7,4 à 4°C, albumine 0,2%). 

Il est ensuite fragmenté à l’aide de ciseaux dans le tampon A et les fragments sont filtrés sur 

de la gaze, puis rincés avec le tampon A. Ils sont alors mis en suspension dans du tampon A 

(5,4 mL/g de tissu) avant d’être broyés à l’aide d’un polytron pendant 1,2 secondes à vitesse de 
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rotation maximale. Après homogénéisation au potter (350 rpm, 3 passages) et dilution dans du 

tampon A (5,4 mL/g de tissu), l’homogénat est centrifugé (10 min, 800 g). Le surnageant 

contenant les mitochondries séparées mécaniquement (mitochondries subsarcolemmales) 

est maintenu à 4°C pendant l’extraction enzymatique des mitochondries intermyofibrillaires. 

Le culot est ensuite remis en suspension dans 7,5 mL de tampon B (KCl 100 mM, MOPS 50 

mM, EGTA 2 mM, pH 7,4 à 4°C, albumine 0,2%) où il est soumis pendant 1 minute à l’action 

de la subtilisine (3,1 unités Anson/mL), une protéase bactérienne à sérine permettant 

la digestion des protéines myofibrillaires. L’action de la subtilisine est alors stoppée par l’ajout 

de 15 mL de tampon B et par centrifugation (10 min, 8000 g). Le culot contenant 

les mitochondries séparées enzymatiquement est ensuite re-suspendu avec 2 x 5,4 mL de 

milieu B/g de tissu et l’ensemble est centrifugé (10 min, 800 g). Après filtration, le surnageant 

contenant les mitochondries isolées grâce à la subtilisine est associé au surnageant contenant 

les mitochondries séparées mécaniquement. Une nouvelle centrifugation (10 min, 8000 g) 

est alors effectuée. Le culot de mitochondries est ensuite remis en suspension dans du tampon C 

dénué d’albumine (KCl 100 mM, MOPS 50 mM, EGTA 1 mM, pH 7,4 à 4°C) et la suspension 

est centrifugée dans les mêmes conditions que précédemment. Le culot de mitochondries 

purifiées est repris dans le tampon C à la concentration approximative de 10-15 mg 

de protéines/ml. Cette suspension de mitochondries est conservée à 4°C jusqu’aux étapes 

ultérieures. 

3.6 Oxygraphie et étude de la respiration 

mitochondriale 

La respiration mitochondriale est évaluée par oxygraphie à l’aide d’une électrode de 

Clarke (S1, Hansatech, King’s Lynn, Angleterre) reliée à un oxygraphe (Oxytherm, Hansatech, 

King’s Lynn, Angleterre) piloté par ordinateur. Dans la chambre de mesure, 1 mL de milieu 

de respiration (KCl 125 mM, Tris-base 20 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7,2 à 30°C) 

est maintenu à 30°C sous agitation avec 0,2 mg de protéines mitochondriales. D’autres éléments 

nécessaires à la respiration sont alors ajoutés extemporanément : de l’albumine (0,15%), 

de la peroxidase de raifort (4,4 U/mL) et de l’Amplex® Red (1 µM). 

L’évolution de la concentration en oxygène est estimée après fermeture de la chambre de 

respiration. Trois substrats sont testés : le glutamate (0,55 mM) + malate (0,25 mM), 

le palmitoycarnitine (20 µM) + malate (0,20 mM) et le succinate (0,55 mM) + roténone 
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(20 µM). Le premier est un substrat du complexe I, le second correspond à un substrat lipidique 

et le dernier constitue un substrat du complexe II. Les mesures sont effectuées à 30°C. 

La respiration est stimulée en conditions saturantes par l’ajout d’ADP (1 mM). 

La consommation mitochondriale en oxygène est tout d’abord mesurée à l’état 2, c’est à dire 

en la seule présence du substrat oxydatif et sans ADP (Figure 37). Dans ces conditions, 

la respiration est lente et elle correspond à l’établissement et au maintien d’une force 

protomotrice. L’absence d’ADP empêche la synthèse d’ATP. Ensuite, la respiration 

est stimulée en état 3 par l’ajout d’ADP qui permet la consommation de la force protomotrice 

pour synthétiser l’ATP et correspond à la situation d’oxydation phosphorylante maximale. 

Enfin, l’oligomycine (0,5 µg/ml) est additionnée pour bloquer la F1F0-ATP synthase et mesurer 

la respiration à l’état 4 qui correspond à la consommation d’oxygène compensant la dissipation 

de la force protomotrice par fuite de protons. Le rapport état 3/état 4 est appelé indice de 

contrôle respiratoire (ICR). Il renseigne sur l’intégrité mitochondriale. 

 

 
Figure 37 : Schématisation d’une courbe d’oxygraphie mitochondriale. Etat 2 : installation 

et maintien d’une force protomotrice lors de l’ajout du substrat ; Etat 3 : oxydation 

phosphorylante maximale due à une concentration saturante d’ADP ; Etat 4 : blocage de la 

F1F0-ATP synthase par l’oligomycine et mesure de la consommation d’oxygène due à la seule 

fuite de protons. (Source : Thibault Leger) 
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3.7 Fluorimétrie et mesure de la libération des 

ROS 

En parallèle de l’évaluation de la consommation d’oxygène, la mesure de la libération 

mitochondriale des ROS est effectuée par fluorimétrie à l’aide d’un spectrofluorimètre (Xenius 

XC, SAFAS, Monaco, Monaco). Le principe de cette méthode repose sur l’ajout de peroxydase 

de raifort et d’Amplex® Red au milieu de respiration. La peroxydase de raifort transforme 

les ions superoxydes libérés par les mitochondries en peroxyde d’hydrogène qui réagit alors 

avec l’Amplex® Red pour former une molécule fluorescente, la résorufine, excitable à 560 nm 

et dont l’émission s’effectue à 584 nm. Les mesures sont effectuées exactement dans les mêmes 

conditions que celles d’oxygraphie, la peroxydase et l’Amplex® Red ayant été ajoutés pour 

ces dernières afin d’homogénéiser les deux dosages. La production de ROS est alors évaluée 

au cours des états respiratoires 2, 3 et 4. 

 

3.8 Evaluation de la production d’ATP par 

bioluminescence 

Le dosage de l’ATP est réalisé grâce à une technique de bioluminescence dont 

le principe repose sur la réaction entre l’ATP et la luciférine en présence de luciférase. 

La réaction se traduit par la formation de pyrophosphate et d’adényl-luciférine ensuite oxydée 

par une molécule de dioxygène. Cette oxydation se traduit par la formation de CO2, d’adénosine 

mono-phosphate et d’oxyluciférine dans un état électronique excité. Lors du retour à un état 

stable de cette dernière, 0,9 photons par molécule d’ATP sont émis à une longueur d’onde 

de 562 nm. La quantité de lumière émise est alors proportionnelle à la concentration initiale 

en ATP. Pour chaque animal étudié, quinze échantillons sont analysés pour la quantification 

de l’ATP : 5 par substrat (un échantillon prélevé toutes les 45 secondes lors de l’état 3) 

et ceci pour les trois substrats. 

 

Au cours des mesures de respiration, 5 µl d’échantillon sont prélevés toutes 

les 45 secondes, immédiatement dilués dans 50 µl de DMSO et le tout est congelé à -80°C 

jusqu’au dosage de l’ATP. Au moment du dosage, 1 ml d’eau distillée est ajouté puis 17 µL de 

cette solution sont déposés dans les puits de la microplaque (Microfluor®). Chaque puits 
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est ensuite complété à 100 µL QSP avec de l’eau distillée. Une fois les échantillons et la gamme 

d’ATP déposés en triplicat, le dosage est effectué à l’aide d’un luminomètre (Luminoskan 

Ascent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis) lequel dépose 100 µL de la solution 

du réactif luciférine/luciférase (kit ENLITEN®, Promega FF2021, Madison, Etats-Unis). 

La mesure de la densité optique est effectuée directement dans le même appareil.  
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Chapitre 4 : Résultats 

Publication n°1 

Dietary canolol protects the heart against the 

deleterious effects induced by the association of 

rapeseed oil, vitamin E and coenzyme Q10 in the 

context of a high-fat diet. 

 

  

L'obésité entraîne progressivement une insuffisance cardiaque (Karam et al. 2017). 

Les AGPI 3 à longue chaîne présentent des effets cardio-protecteurs dans de nombreuses 

situations pathologiques (Calder 2017). A l’heure actuelle, on ne sait pas si l'huile de colza, 

contenant de l'ALA, offre un effet protecteur similaire. Les AGPI 3 sont sensibles 

aux attaques radicalaires et les produits de peroxydation lipidique pourraient endommager 

les cellules cardiaques (Mori et al. 2000; Mas et al. 2010). Nous avons donc testé si l'huile de 

colza raffinée, enrichie ou non avec différents antioxydants (association 

vitamine E + coenzyme Q10 et canolol), est cardio-protectrice lors de l'obésité abdominale. 

 

Pour cela, 60 rats mâles Wistar ont été subdivisés en 5 groupes ayant reçu un régime 

spécifique pendant 11 semaines. Nous avons comparé des rats soumis à un régime 

normo-lipidique à un régime riche en graisses saturées et en acides gras monoinsaturés suite à 

l’ajout d’huile de palme. Ce même traitement nutritionnel a été modulé par l’ajout d’huile de 

colza, riche en ALA. Afin de déterminer l’impact de l’huile de colza contre le stress oxydant, 

nous avons enrichi une partie des régimes avec de la vitamine E + du coQ10 associés ou non 

avec du canolol.  

 

L'obésité abdominale réduit le stress oxydant cardiaque et le taux d'apoptose tout en 

augmentant la proportion d'acide arachidonique (AA) dans les phospholipides membranaires. 

L’huile de colza présente le même effet, bien qu'il normalise la proportion d'AA en améliorant 
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la proportion d’AGPI 3-LC dans les membranes. L'ajout de vitamine E + CoQ10 

dans le régime riche en graisses et en huile de colza a un effet délétère en augmentant la fibrose 

et l'expression de l'ARNm du récepteur de l'angiotensine-2b (Ag2R-1b). La surexpression 

de ce récepteur déclenche une vasoconstriction coronaire qui provoque probablement 

une hypoxie. Ces mêmes conditions nutritionnelles induisent une augmentation 

des triglycérides plasmatiques. Elles provoquent également une hausse de l’activité de la GPx 

et de l’expression des gènes de la catalase, de la GPX4 et de la SOD2 suggérant une 

augmentation du stress oxydant. La supplémentation en canolol contrecarre ces effets délétères 

en réduisant la vasoconstriction coronaire, en maintenant un taux normal de triglycérides 

et en limitant l’apparition d’un stress oxydant au vu de l’expression réduite de la SOD2. 

 

Le canolol s'avère capable de contrecarrer les effets fibrotiques et oxydatifs 

de l’enrichissement en vitamine E + CoQ10 dans le cadre d'un régime riche en graisses 

et en huile de colza raffinée qui réduit le stress oxydant cardiaque. Cet effet se manifeste par la 

normalisation de l'expression de l'ARNm Ag2R-1b cardiaque, la diminution de l’hypoxie et le 

maintien du statut oxydant du myocarde. 
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Dietary canolol protects the heart against
the deleterious effects induced by the
association of rapeseed oil, vitamin E
and coenzyme Q10 in the context of a
high-fat diet
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Abstract

Background: Obesity progressively leads to cardiac failure. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) have been
shown to have cardio-protective effects in numerous pathological situations. It is not known whether rapeseed oil,
which contains α-linolenic acid (ALA), has a similar protective effect. Omega-3 PUFAs are sensitive to attack by
reactive oxygen species (ROS), and lipid peroxidation products could damage cardiac cells. We thus tested whether
dietary refined rapeseed oil (RSO) associated with or without different antioxidants (vitamin E, coenzyme Q10 and
canolol) is cardio-protective in a situation of abdominal obesity.

Methods: Sixty male Wistar rats were subdivided into 5 groups. Each group was fed a specific diet for 11 weeks: a
low-fat diet (3% of lipids, C diet) with compositionally-balanced PUFAs; a high-fat diet rich in palm oil (30% of lipids,
PS diet); the PS diet in which 40% of lipids were replaced by RSO (R diet); the R diet supplemented with coenzyme
Q10 (CoQ10) and vitamin E (RTC diet); and the RTC diet supplemented with canolol (RTCC diet). At the end of the
diet period, the rats were sacrificed and the heart was collected and immediately frozen. Fatty acid composition of
cardiac phospholipids was then determined. Several features of cardiac function (fibrosis, inflammation, oxidative
stress, apoptosis, metabolism, mitochondrial biogenesis) were also estimated.

Results: Abdominal obesity reduced cardiac oxidative stress and apoptosis rate by increasing the proportion of
arachidonic acid (AA) in membrane phospholipids. Dietary RSO had the same effect, though it normalized the
proportion of AA. Adding vitamin E and CoQ10 in the RSO-rich high fat diet had a deleterious effect, increasing
fibrosis by increasing angiotensin-2 receptor-1b (Ag2R-1b) mRNA expression. Overexpression of these receptors
triggers coronary vasoconstriction, which probably induced ischemia. Canolol supplementation counteracted this
deleterious effect by reducing coronary vasoconstriction.

Conclusion: Canolol was found to counteract the fibrotic effects of vitamin E + CoQ10 on cardiac fibrosis in the
context of a high-fat diet enriched with RSO. This effect occurred through a restoration of cardiac Ag2R-1b mRNA
expression and decreased ischemia.
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Background
The prevalence of obesity in the Western world has in-
creased dramatically in the past two decades [1]. Obes-
ity, and especially central or abdominal obesity, is
strongly associated with the occurrence of metabolic
syndrome and type-2 diabetes mellitus which increase
the risk of developing cardiovascular disease. Insulin re-
sistance and hyperglycemia are associated with oxidative
stress and inflammation [2] which affect the vessels and
induce atherosclerosis [3, 4]. Moreover, obesity also al-
ters cardiac function, leading to heart failure in the long
term. A preliminary step that increases cardiac mechan-
ical function leads to increased proportion of arachi-
donic acid (C20:4ω6 or AA) in the cardiac membrane
and increased coronary microvessel vasodilatation cap-
acities [5]. However, this status is transient: heart failure
inexorably develops [6] due to the progressive develop-
ment of post-prandial hyperglycemia and oxidative
stress. These changes alter coronary microvessel func-
tion [7], reduce myocardial perfusion and decrease car-
diac mechanical function.
Partial substitution of ω6 PUFA by ω3 PUFA such as

α-linolenic acid (C18:3ω3 or ALA), eicosapentaenoic
acid (C20:5ω3 or EPA) and docosahexaenoic acid
(C22:6ω3 or DHA) in the diet is known to reduce the
proportion of AA in cardiac phospholipids [8]. It can
thus prevent obesity-induced hyper-activation of cardiac
function and slow the development of cardiac insuffi-
ciency. These fatty acids also act on systemic glucose
metabolism. It was recently shown that dietary EPA re-
duces high-fat diet-induced insulin resistance [9], and
may thus help slow progression toward heart failure.
Dietary ω3 PUFA have long been shown to protect the

heart against several diseases such as atherosclerosis [10],
ischemia/reperfusion [11] and hypertrophy [12]. However,
ω3 PUFA are also very vulnerable to ROS attack, much
more so than ω6 PUFA. ROS attack can occur in the diet
through food oxygenation and intake. ω3 PUFA are often
protected by an adequate type and amount of antioxidants
(vitamin E, rosmarinic acid, etc.), but their dispersion in
the whole organism including biological membranes ne-
cessitates specific anti-oxidative properties. Indeed, the
body can play host to strong ROS production, particularly
during pathophysiological conditions. The mitochondria,
but also several enzymes such as the NADPH oxidase and
xanthine oxidase, are a source of ROS. The low amount of
antioxidants associated with dietary ω3 PUFA may not be
high enough to protect the ω3 PUFA dispersed in the
whole organism. Furthermore, the type of antioxidants
may be ill-suited to converge toward the intracellular site
of ROS production. It thus appears logical to treat pro-
gressive obesity with an adequate amount of appropriate
antioxidants in order to protect the ω3 PUFA in the whole
organism when oxidative stress is high.

Rapeseed oil contains approximately 8–10% ALA and
is a common dietary source of lipids in human nutrition.
Rapeseed oil also contains several antioxidants, namely
vitamin E, coenzyme Q10 (CoQ10) and phenolic com-
pounds such as canolol, sinapic acid and sinapin. ALA
has well-document cardio-protective effects [13–16],
namely for the prevention of coronary heart disease,
sudden cardiac death, non-fatal acute myocardial infarc-
tion, heart failure and stroke, but apart from CoQ10
against heart failure, there is still controversy over
whether the other antioxidants such as vitamin E have
beneficial effects [17].
Here we report a study designed to evaluate the effects

of ALA-rich rapeseed oil on key aspects of cardiac func-
tion (fibrosis, inflammation, oxidative stress, apoptosis,
metabolism, mitochondrial biogenesis) in male Wistar
rats in the context of a high-fat diet, and to test whether
the addition of different rapeseed-sourced antioxidants
(vitamin E, CoQ10 and canolol) improved the effects of
refined rapeseed oil.

Methods
Oil preparation
Refined palm oil was furnished by the Société Indus-
trielle des Oléagineux (Saint-Laurent-Blangy, France).
Refined rapeseed and sunflower oils were prepared by
the French Institute for Fats and Oils Research (ITERG,
Pessac, France). Canolol was prepared by the ITERG
through thermal treatment of rapeseed crops. Alpha-
tocopherol was purchased from Sigma (Saint-Quentin-
Fallavier, France). CoQ10 was kindly gifted by Kaneka
Nutrients (Pasadena, TX). Two fortified rapeseed oil
mixtures were prepared: the first one was enriched with
1700 mg/kg α-tocopherol and 300 mg/kg CoQ10 (RTC)
and the second one had the same composition but also
contained canolol as 600 sinapic acid-equivalents
(RTCC). Details of the exact composition of the different
lipid preparations are reported in Table 1.

Animals and diets
Sixty male Wistar rats weighing 220–250 g were pur-
chased from Janvier SA (Le Genest Saint-Isle, France)
then housed 4 per cage in an animal facility controlled
for temperature (22 °C) and light/dark cycles (12 h/
12 h). After 2 weeks of chow diet, they were divided into
5 groups of 12 animals. Each group was nourished with
a specific diet for 11 weeks: a low-fat diet (3% of lipids,
C diet) with compositionally-balanced PUFAs; a high-fat
diet rich in palm oil (30% of lipids, PS diet); the PS diet
in which 40% of lipids were replaced by RSO (R diet);
the R diet supplemented with coenzyme Q10 (CoQ10)
and vitamin E (RTC diet); and the RTC diet supple-
mented with canolol (RTCC diet). The lipid composition
of these diets is presented in Table 1. At the end of the
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feeding period, the animals were sacrificed under
anesthesia and their hearts were rapidly collected and
frozen in liquid nitrogen. The samples were pulverized
in liquid nitrogen and the powder was stored at − 80 °C
until the biochemical determinations were performed.

Western blotting
Tissues were ground three times in a mini-bead beater
(Minilys System, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines,
France) in presence of a lysis buffer constituted of HEPES
50 mM, sodium chloride 150 mM, EDTA 10 mM, anhy-
drous sodium tetrabasic pyrophosphate 10 mM, β-
glycerophosphate 25 mM, sodium fluoride 100 mM and
anhydrous glycerol 1.086 M supplemented with phosphat-
ase inhibitors (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France). Successive centrifugations were performed in
order to collect the supernatants. Protein quantifications
were performed using a bicinchoninic acid assay kit
(Thermo Scientific, Rockford, IL). For protein immu-
noblotting, 20 μg of proteins were loaded for separation
by SDS-PAGE electrophoresis and transfer on PVDF
membranes. Membranes were then immunoblotted with
the appropriate antibody to detect glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), serine 473 phos-
phorylated Akt, total Akt, cleaved caspase 3, transforming
growth factor-β1 (TGF-β1), matrix metallopeptidase-9
(MMP9) and nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (IκBα). Antibody
binding was detected using HRP-conjugated secondary

antibodies and ECL western blotting substrate (Thermo
Scientific, Rockford, IL). Immunoblots were visualized via
a chemoluminescence imaging system (MF ChemiBIS,
DNR bio imaging systems, Jerusalem, Israel) and quanti-
fied using MultiGauge V3.2 software.

Gene expression analysis
Total RNA were extracted from 50 mg of cardiac pow-
der using TRIzol® (Thermo Scientific, Rockford, IL)
according to the manufacturer’s instructions. RNA quan-
tification and integrity were verified by measuring the
ratio of optical density at 260 and 280 nm and by agar-
ose gel, respectively. cDNA was synthesized from 2 μg of
total RNA using a High-Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit from Applied Biosystems (Thermo Scien-
tific, Rockford, IL). The reverse transcription products
were used for quantitative real-time polymerase chain
reaction (qRT-PCR) using specific primers and Rotor-
Gene SYBR Green PCR master mix on a Rotor-Gene Q
system (Qiagen, Courtaboeuf, France). Messenger RNA
(mRNA) was quantified using the standard curve of native
cDNA and serial dilutions. mRNA expressions were deter-
mined for p53, PGC1-α, angiotensin-2, angiotensin-2
receptors-1a and -1b, pyruvate dehydrogenase 4, super-
oxide dismutase 2, glutathione peroxidase 4, catalase,
ICAM-1, VCAM-1 and nitric oxide synthase 3. Primer se-
quences and PCR conditions can be made available on
request (luc.demaison@inra.fr). β-actin and non-POU
domain-containing octamer-binding protein (NoNo)
genes were used as housekeeping genes.

Fatty acid analysis
Fatty acid profiling of cardiac phospholipids was per-
formed by gas chromatography–flame ionization detec-
tion (GC-FID). Briefly, total lipids were extracted from
cardiac tissues as per Floch et al. [18] and the organic
phase was evaporated under nitrogen. Phospholipids
were separated from non-phosphorus lipids using a Sep-
Pak cartridge (Chromabond, Macherey-Nagel, Düren,
Germarny) [19]. Fatty acid methyl esters (FAMEs) were
prepared via basic trans-esterification followed by acid
trans-esterification, and analyzed using a silica CP-Sil 88
capillary column (100 m/0.25 mm internal diameter/
0.20 μm film thickness; Varian, Palo Alto, CA) on a GC
system (Thermo Electron Corp.; Waltham, MA)
equipped with a flame ionization detector.

Cardiac oxidative stress
Protein oxidation in the heart was evaluated by the dis-
appearance of protein thiol groups [20]. Thiols were
assayed using 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid (DTNB))
to derive the thiol groups. The calibration curve was ob-
tained by mixing two stock solutions of N-acetyl cystein
(NAC) in the range of 0.125–0.6 mmol/L. Samples were

Table 1 Micronutrient and fatty acid compositions of the
different lipid fractions

PS R RTC RTCC

Palm oil 90 60 60 60

Sunflower oil 10

Rapeseed oil - 40 40 40

α-toco (mg/kg) 125 180 2140 2020

CoQ10 (mg/kg) 20 20 260 260

Canolol (eq. S) – – – 600

FA composition

C16:0 40 28.3 28.4 28.6

C18:0 4.2 3.2 3.2 3.2

SFA 46.3 33.2 33.3 33.5

C18:1 43.5 48.7 48.8 48.6

MUFA 43.9 49.7 49.7 49.5

C18:2ω6 9 13.2 13.1 13.1

C18:3ω3 0.2 3.1 3.1 3.1

Trans FA 0.6 0.8 0.8 0.7

PS palm oil/sunflower oil mixture, R rapeseed oil, RTC α-tocopherol + coenzyme
Q10 mixture in rapeseed oil, RTCC same mixture as RTC + canolol, α-toco
α-tocopherol, CoQ10 coenzyme Q10, eq. S sinapic acid equivalent, FA fatty acid,
SFA saturated fatty acid, MUFA monounsaturated fatty acid
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measured spectrophotometrically at 415 nm (Hitachi 912,
B Braun Science Tec, France) in the presence of a phos-
phate buffer 50 mM, EDTA 100 mM, pH 8 and bis-5,5′-
dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) 10 mM.
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were

assayed as per Poubelle et al. [21].
The antioxidant status of the heart was evaluated

using the ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay as a global marker of antioxidant power. The
FRAP assay uses antioxidants as reductants in a redox-
linked colorimetric method. In this assay, at low pH, a
ferric-tripyridyltriazine (FeIII-TPTZ) complex is reduced
to the ferrous form, which is blue and monitored by
measuring the change in absorption at 593 nm. The
change is directly proportional to the reducing power of
the electron-donating antioxidants present in the tissue.
The absorbance change is translated into a FRAP value
(in μmol/L) by relating the change of absorbance at
593 nm of test sample to that of a standard solution of
known FRAP value.
Glutathione peroxidase (GPx) activity, measuring a

seleno-enzyme involved in protection against H2O2, was
evaluated by the modified method of Flohé & Gunzler
[22] using tert-butyl hydroperoxide (Sigma Chemical Co,
Paris, France) as substrate instead of hydrogen peroxide.
SOD was assayed using a commercially-available kit

(Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France).

Other biochemical determinations
Myocardial caspase 3 activity and collagen content were
evaluated using commercially available kits from Abcam
(Paris, France).
Cardiac lipids (triglycerides, diglycerides, free fatty

acids, cholesterol, cholesterol esters and phospholipids)
were determined by flame ionization detection by the
Iatroscan method [23].

Statistical analysis
Results are presented as means ± S.E.M. Data were
tested by one-way analysis of variance (ANOVA) per-
forming the following comparisons: PS vs. C, R vs. PS,
RTC vs. R, RTCC vs. RTC. Group means were compared
with a Fisher’s LSD test. A probability (p) less than 0.05
was considered significant. All statistical analysis was
performed using NCSS 2007 software.

Results
General data
The high-fat diets tended to increase animal weight
(477 ± 14, 469 ± 13, 460 ± 12 and 459 ± 11 g for the PS,
R, RTC and RTCC groups, respectively) compared to
the control diet (435 ± 7), but the differences were not
significant. However, the high-fat diets strongly

increased abdominal adiposity (by 36 ± 2, 37 ± 3, 34 ± 2
and 36 ± 2 g for the PS, R, RTC and RTCC groups vs.
21 ± 1 g for the C group), but not enough to increase
animal weight. The heart weight was similar in all the
dietary groups (209 ± 7, 219 ± 8, 211 ± 9, 211 ± 8 and
222 ± 8 mg of dry weight for the C, PS, R, RTC and
RTCC groups). Similarly, the heart weight to body
weight ratios were unaffected by the dietary manipula-
tions (data not shown).

Fatty acid composition of cardiac phospholipids
The most significant results presented in Table 2 are the
followings: i) the PS diet strongly increased the propor-
tion of AA (+ 20%, p < 0.001), C22:4ω6 (+ 20%, p < 0.01)
and C22:5ω6 (+ 377%, p < 0.001) compared to the con-
trol group. This was due to a decrease in linoleic acid
(C18:2ω6 or LA, − 49%, p < 0.001). This diet reduced the
proportions of individual ω3 fatty acids (− 87, − 25, − 53
and − 35% for the ALA, EPA, C22:5ω3 and DHA, p <
0.001, 0.05, 0.001 and 0.001, respectively). It also de-
creased the PUFA/SFA ratio (− 17%, p < 0.001); ii) the
rapeseed oil-rich diets decreased the proportions of AA
(− 18% in general, p < 0.001), C22:4ω6 (− 59% in general,
p < 0.001) and C22:5ω6 (− 93% in general, p < 0.001)
compared to the PS diet, and slightly increased that of LA
(+ 30% in general, p < 0.001). They also raised the pro-
portions of ALA (+ 915% in general, p < 0.001), docosa-
pentaenoic acid (C22:5ω3 or DPA, + 368% in general, p <
0.001) and DHA (+ 214% in general, p < 0.001). PUFA/
SFA ratio was slightly but significantly increased by rape-
seed oil-rich diets (+ 5, + 8 and + 7%, p < 0.05, 0.001 and
0.01, for the R, RTC and RTCC groups compared to the
PS group); iii) the diet combining α-tocopherol, CoQ10
and rapeseed oil and the same diet with added polyphenol
canolol had little effect on cardiac phospholipid fatty acid
composition compared to the R diet.

Myocardial mRNAs for angiotensin 2 and associated
receptors
Myocardial angiotensin 2 mRNA expression was un-
affected by the different diets (Fig. 1a). Cardiac angio-
tensin 2 receptor type 1a mRNA expression was also
unchanged (Fig. 1b). In contrast, angiotensin 2 recep-
tor type 1b expression was significantly increased by
the RTC diet compared with the other four diets (+
149%, Fig. 1c).

Myocardial collagen content
The myocardial collagen content of the 5 dietary groups
is shown in Fig. 2a. High-fat diets led to lower collagen
content of myocardial tissue compared to C diet, espe-
cially with R and RTCC diets (− 18 and − 15%, p < 0.05)
but not the RTC diet which maintained a high cardiac
collagen content (+ 24% vs R group and + 20% vs RTCC
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group, p < 0.05). The observed changes in collagen con-
tent were not associated with significant changes in
amount of TGF-β1 (Fig. 2b) and matrix metalloproteinase-
9 (Fig. 2c).

Myocardial metabolism
In terms of metabolism (Table 3), the PS diet reduced
myocardial diglyceride content (− 36%, p < 0.05) com-
pared to the C group. However, PS diet did not alter the

Table 2 Fatty acid composition of cardiac phospholipids

C PS R RTC RTCC

12:0 0.03 ± 0.01 0.04 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.01

14:0 0.17 ± 0.01a 0.15 ± 0.01ac 0.13 ± 0.01cd 0.12 ± 0.01bde 0.13 ± 0.01ce

15:0 0.09 ± 0.01a 0.03 ± 0.01b 0.04 ± 0.01b 0.04 ± 0.01b 0.04 ± 0.01b

DMA 16:0 2.33 ± 0.06a 3.14 ± 0.05b 2.74 ± 0.14c 2.88 ± 0.06c 2.85 ± 0.06c

16:0 11.90 ± 0.33 11.98 ± 0.29 12.11 ± 0.34 11.85 ± 0.16 12.35 ± 0.28

17:0 0.32 ± 0.01a 0.12 ± 0.01b 0.14 ± 0.01b 0.13 ± 0.01b 0.14 ± 0.01b

DMA 18:0 0.81 ± 0.09a 1.02 ± 0.06b 0.91 ± 0.03ab 1.00 ± 0.09ab 0.93 ± 0.05ab

18:0 19.53 ± 0.31a 22.25 ± 0.29b 21.27 ± 0.48c 21.17 ± 0.09c 20.88 ± 0.07c

20:0 0.18 ± 0.02ac 0.17 ± 0.02a 0.23 ± 0.01bd 0.25 ± 0.01bd 0.22 ± 0.01cd

22:0 0.16 ± 0.01a 0.31 ± 0.01b 0.21 ± 0.01c 0.22 ± 0.02c 0.20 ± 0.01c

24:0 0.01 ± 0.01a 0.08 ± 0.01b 0.02 ± 0.01a 0.02 ± 0.01a 0.02 ± 0.01a

SFA 35.21 ± 0.33a 39.29 ± 0.24b 37.86 ± 0.50c 37.56 ± 0.21c 37.56 ± 0.16c

16:1ω9 0.10 ± 0.01a 0.08 ± 0.01b 0.10 ± 0.01a 0.08 ± 0.01bc 0.09 ± 0.01ac

16:1ω7 0.47 ± 0.05a 0.1 ± 0.01b 0.08 ± 0.02b 0.08 ± 0.01b 0.11 ± 0.02b

18:1ω9 3.89 ± 0.22a 6.79 ± 0.45b 7.21 ± 0.60b 6.09 ± 0.20b 6.60 ± 0.40b

18:1ω7 4.09 ± 0.10a 2.50 ± 0.02b 2.88 ± 0.04c 2.93 ± 0.05c 3.00 ± 0.04c

20:1ω9 0.11 ± 0.01a 0.06 ± 0.01b 0.06 ± 0.01b 0.05 ± 0.01b 0.05 ± 0.01b

MUFA 8.66 ± 0.34a 9.50 ± 0.47ab 10.32 ± 0.62b 9.21 ± 0.16ab 9.78 ± 0.47ab

18:2ω6 24.22 ± 0.87a 12.24 ± 0.46b 14.28 ± 0.57c 15.48 ± 0.56c 14.72 ± 0.31c

18:3ω6 0.06 ± 0.01a 0.07 ± 0.01a 0.14 ± 0.01c 0.11 ± 0.01b 0.12 ± 0.01bc

20:2ω6 0.19 ± 0.01a 0.10 ± 0.01b 0.11 ± 0.01b 0.11 ± 0.01b 0.12 ± 0.01b

20:3ω6 0.31 ± 0.01a 0.38 ± 0.01b 0.43 ± 0.03c 0.50 ± 0.02d 0.46 ± 0.02cd

20:4ω6 21.70 ± 0.34a 26.13 ± 0.50b 21.76 ± 0.76a 21.52 ± 0.45a 20.68 ± 0.39a

22:4ω6 1.21 ± 0.05a 1.44 ± 0.04b 0.61 ± 0.01c 0.58 ± 0.02c 0.56 ± 0.02c

22:5ω6 1.38 ± 0.09a 6.58 ± 0.58b 0.48 ± 0.05c 0.46 ± 0.02c 0.50 ± 0.03c

ω6 PUFA 48.73 ± 0.52a 46.93 ± 0.53b 37.82 ± 0.41c 38.77 ± 0.50c 37.74 ± 0.35c

18:3ω3 0.15 ± 0.01a 0.02 ± 0.01b 0.22 ± 0.02c 0.19 ± 0.01c 0.20 ± 0.01c

20:5ω3 0.12 ± 0.01a 0.09 ± 0.01b 0.10 ± 0.01ab 0.11 ± 0.01ab 0.10 ± 0.01ab

22:5ω3 1.22 ± 0.07a 0.57 ± 0.02b 2.42 ± 0.12c 2.71 ± 0.16cd 2.88 ± 0.18d

22:6ω3 5.59 ± 0.27a 3.61 ± 0.15b 11.26 ± 0.39c 11.47 ± 0.38c 11.28 ± 0.36c

ω3 PUFA 7.09 ± 0.32a 4.28 ± 0.16b 14.0 ± 0.40c 14.48 ± 0.36c 14.45 ± 0.51c

PUFA 55.53 ± 0.28a 51.21 ± 0.52cd 51.82 ± 0.59bd 52.98 ± 0.21b 52.37 ± 0.54bc

ω6/ω3 6.99 ± 0.38a 11.09 ± 0.47b 2.72 ± 0.08c 2.69 ± 0.10c 2.60 ± 0.10c

EPA + DHA 5.71 ± 0.27a 3.70 ± 0.16b 11.36 ± 0.39c 11.58 ± 0.37c 11.37 ± 0.36c

EPA/AA (× 103) 5.08 ± 0.44a 3.36 ± 0.44b 4.61 ± 0.31a 5.07 ± 0.43a 4.62 ± 0.29a

(EPA + DHA)/AA 0.27 ± 0.01a 0.14 ± 0.01b 0.53 ± 0.02c 0.54 ± 0.02c 0.55 ± 0.02c

PUFA/SFA 1.563 ± 0.005a 1.304 ± 0.018b 1.371 ± 0.028c 1.406 ± 0.012c 1.395 ± 0.019c

C control rats, PS rats fed a palm oil/sunflower oil mixture, R rats fed rapeseed oil, RTC rats fed rapeseed oil enriched with α-tocopherol and coenzyme Q10, RTCC
rats fed RTC plus canolol, DMA dimethylacetal, SFA saturated fatty acid, MUFA monounsaturated fatty acid, PUFA polyunsaturated fatty acid, EPA eicosapentaenoic
acid or C20:5ω3, DHA docosahexaenoic acid or C22:6ω3, AA arachidonic acid or C20:4ω6. Averages of 5 rats per group
a, b, c, d, emeans in a row without a common letter are significantly different
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other metabolic parameters determined here (ratio be-
tween phosphorylated and non-phosphorylated protein
kinase B, pyruvate dehydrogenase kinase-4 mRNA ex-
pression, myocardial contents of triglycerides, NEFA,
cholesterol, cholesterol esters and phospholipids). Com-
pared to the PS diet, the R diet increased cardiac diglyc-
eride level (+ 44%, p < 0.01) but did not change the other
parameters. The RTC diet led to a strong increase in
pyruvate dehydrogenase kinase-4 mRNA expression
compared to the R diet (+ 54%, p < 0.05). However, com-
parisons of RTC vs. R diets did not reveal significant dif-
ferences in the other metabolic parameters. Finally,
compared to RTC diet, the RTCC diet significantly nor-
malized pyruvate dehydrogenase kinase-4 mRNA ex-
pression and myocardial triglyceride content (− 46 and
− 23%, p < 0.05 and 0.05, respectively) down to the level
observed with the R diet.

Oxidative stress
Several features of myocardial oxidative stress are pre-
sented in Table 4. Compared to the C diet, the PS diet
strongly decreased the myocardial content of TBARS (−

21, p < 0.01), total antioxidant capacities (FRAP, − 10%,
p < 0.05) and SOD activity (− 53%, p < 0.01) without al-
tering the other parameters of oxidative stress. Adding
RSO to the high-fat diet (R diet) increased the amount
of thiol groups (+ 12%, p < 0.001) compared to the PS
diet, suggesting reduced protein oxidative stress. Enrich-
ment of the R diet with vitamin E and CoQ10 (RTC diet)
increased GPx activity (+ 9%, p < 0.05) and SOD2 (+ 46%,
p < 0.05) and GPX4 (+ 20%, p < 0.05) mRNA expression.
Further addition of canolol had little effect other than de-
creasing SOD2 mRNA expression (− 31%, p < 0.05) back
down to the level observed with the R diet.

Apoptosis
Western blotting analysis (Fig. 3a) indicated that the
cardiac level of the cleaved caspase-3 was reduced with
the PS diet (− 50%, p < 0.05) compared to the C diet,
suggesting that apoptosis was less intense in this group.
Caspase-3 activity (Fig. 3b) and p53 mRNA expression
(Fig. 3c) were not significantly reduced. Adding RSO to
the PS diet did not modify the situation. Likewise, add-
ing vitamin E and CoQ10 to the R diet did not alter the

Fig. 1 Influence of the different diets on myocardial mRNA levels for angiotensin 2 (panel a), angiotensin 2 receptor-1a (Ag2R-1a, panel b) and
angiotensin 2 receptor-1b (Ag2R-1a, panel c). Figures are averages of 12 rats per group. C: rats fed the control diet; PS: rats fed with the high-fat
diet rich in saturated and monounsaturated fatty acids; R: rats fed the high-fat diet rich in rapeseed oil; RTC: rats fed with the same diet as R, but
enriched with vitamin E and CoQ10; RTCC: rats fed the same diet as RTC, but enriched with canolol; a,b: In a given panel, histograms without a
common letter are significantly different
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severity of apoptosis but did significantly reducee p53
mRNA expression compared to the RTC diet (− 27%, p
< 0.05). Finally, adding canolol to the RTC diet did not
alter the protein expression of cleaved caspase-3 and
caspase-3 activity compared to the R and RTC diets,
but tended to bring p53 mRNA expression back down

to the level observed with the R diet. The differences in
apoptosis intensity were not due to activation of the
inflammation pathway (Table 5): neither the amount of
IκBα protein nor the mRNA levels for ICAM, VCAM
and nitric oxide synthase-3 were altered by the dif-
ferent diets.

Fig. 2 Myocardial contents of collagen (panel a), TGF-β1 (panel b) and MMP9 (panel c). Averages of 12 rats per group. C: rats fed the control diet;
PS: rats fed the high-fat diet rich in saturated and monounsaturated fatty acids; R: rats fed with high-fat diet rich in rapeseed oil; RTC: rats fed with
the same diet as R, but enriched with vitamin E and CoQ10; RTCC: rats fed the same diet as RTC, but enriched with canolol; TGF-b1: transforming
growth factor-β1; MMP9: matrix metallopeptidase 9; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; a,b,c,d,e: In a given panel, histograms
without a common letter are significantly different

Table 3 Myocardial glucose and lipid metabolism

C PS R RTC RTCC

pAkt/totAkt 1.64 ± 0.32 1.52 ± 0.25 1.20 ± 0.29 1.29 ± 0.25 1.52 ± 0.23

PDK4 0.13 ± 0.02a 0.28 ± 0.07ab 0.41 ± 0.08b 0.63 ± 0.09c 0.34 ± 0.03b

TG 20 ± 1a 25 ± 2ab 25 ± 2ab 31 ± 4b 24 ± 2a

DG 1.4 ± 0.2ac 0.9 ± 0.09b 1.3 ± 0.1cd 1.1 ± 0.1bd 0.9 ± 0.1b

NEFA 1.2 ± 0.2a 1.1 ± 0.1ab 1.1 ± 0.1ab 0.9 ± 0.1b 0.9 ± 0.1b

Chol 3.2 ± 0.3a 2.7 ± 0.3ab 2.5 ± 0.1b 2.4 ± 0.1b 2.4 ± 0.1b

CE 2.6 ± 0.6 2.3 ± 0.6 1.1 ± 0.2 1.8 ± 0.4 2.0 ± 0.6

PL 70 ± 3 68 ± 2 65 ± 4 63 ± 4 70 ± 3

C control rats, PS rats fed a palm oil/sunflower oil mixture, R rats fed rapeseed oil, RTC rats fed rapeseed oil enriched with α-tocopherol and coenzyme Q10, RTCC
rats fed RTC plus canolol, pAkt/totAKt phosphorylated protein kinase B-to-total protein kinase B ratio, PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase-4 mRNA expression,
TG, DG, NEFA, Chol, CE, PL amounts of triglycerides, diacylglycerols, non-esterified fatty acids, cholesterol, cholesterol esters and phospholipids, respectively, in the
myocardium. Averages of 12 rats per group. Lipid amounts are expressed in mg/g of heart weight
a, b, c, dmeans in a row without a common letter are significantly different
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Table 4 Oxidative stress

C PS R RTC RTCC

Thiols 55 ± 1a 57 ± 1a 64 ± 1b 62 ± 2b 65 ± 1b

TBARS 0.29 ± 0.01a 0.23 ± 0.01b 0.23 ± 0.02b 0.24 ± 0.02b 0.24 ± 0.01b

FRAP 107 ± 4a 96 ± 3c 88 ± 2cb 88 ± 3cb 86 ± 3b

SOD activity 358 ± 55a 170 ± 20b 167 ± 15b 158 ± 11b 132 ± 21b

GPX activity 1062 ± 22a 1065 ± 28a 1066 ± 26a 1160 ± 25b 1096 ± 26ab

SOD2 0.41 ± 0.03a 0.55 ± 0.09a 0.57 ± 0.08a 0.83 ± 0.10b 0.57 ± 0.08a

GPX4 0.54 ± 0.01a 0.59 ± 0.02ab 0.55 ± 0.03a 0.66 ± 0.04b 0.64 ± 0.04b

Cat 0.30 ± 0.05a 0.51 ± 0.11ab 0.57 ± 0.09ab 0.79 ± 0.15b 0.56 ± 0.11ab

C control rats, PS rats fed a palm oil/sunflower oil mixture, R rats fed rapeseed oil, RTC rats fed rapeseed oil enriched with α-tocopherol and coenzyme
Q10, RTCC rats fed RTC plus canolol, TBARS thiobarbituric acid reactive substances, FRAP ferric reducing antioxidant power, SOD superoxide dismutase,
GPX glutathione peroxidase, SOD2, GPX4 and Cat SOD2, GPX4 and catalase mRNA expression. Thiols, TBARS and FRAP are expressed in μmoles/g of pro-
teins. SOD and GPX activities are expressed in in U/g of proteins. Averages of 12 rats per group
a, b, cmeans in a row without a common letter are significantly different

Fig. 3 Myocardial apoptosis estimated as the amount of cleaved caspase 3 (panel a), caspase 3 activity (panel b) and p53 mRNA level (panel c).
Figures are averages of 12 rats per group. C: rats fed the control diet; PS: rats fed the high-fat diet rich in saturated and monounsaturated fatty
acids; R: rats fed the high-fat diet rich in rapeseed oil; RTC: rats fed the same diet as R, but enriched with vitamin E and CoQ10; RTCC: rats fed with
the same diet as RTC, but enriched with canolol; Δ O.D.: change in optical density. a,b,c: In a given panel, histograms without a common letter
are significantly different
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Mitochondrial biogenesis
This pathway was evaluated by determining PGC-1α
mRNA expression (Fig. 4). The various inter-group com-
parisons tested here (PS diet vs. C diet, R diet vs. PS diet,
RTC and RTCC diets vs. R diet) did not find any signifi-
cant differences.

Discussion
The purpose of this study was to evaluate the effects of
ALA-rich rapeseed oil on some aspects of cardiac activ-
ity in the context of a high-fat diet and to see whether
the addition of different rapeseed-sourced antioxidants
(vitamin E, CoQ10 and canolol) improved the effects of
the refined rapeseed oil. The main significant results ob-
tained during the study are summarized in Table 6.

Effects of the different diets on cardiac phospholipid fatty
acid composition
The high-fat diet rich in saturated and monounsaturated
fats (PS diet) triggered an increase in cardiac phospholipid

SFA that was offset by a reduction in PUFA. These
changes were associated with profound shifts in PUFA
profile, probably in order to maintain membrane fluidity.
The shortest and least unsaturated ω6 PUFA (LA and
C20:2ω6) were drastically decreased and replaced by the
longest and most unsaturated ω6 PUFAs (AA, C22:4ω6
and C22:5ω6). To compensate for this increased double
bond index, all the ω3-series PUFA were reduced. The
membrane lipid changes induced by the palm oil-rich PS
diet are close to those provoked by a high-fat diet
composed mainly of lard [5]. Interestingly, other data ob-
tained in Zucker Diabetic Fatty rats indicated that the
membrane lipid changes shown here were similar to those
observed in hyperphagic animals fed a low-fat diet with
compositionally-balanced PUFA [24]. The lipid profile of a
classical high-fat diet thus appeared to have little effect on
membrane fatty acid composition, which means the key
inducer of the observed changes was likely the high calorie
intake and/or amount of ingested fatty acids.
Our results showed that this conclusion does not apply

to all high-fat diets. R diet, which is a source of ALA,
led to a very different cardiac phospholipid fatty acid
profile, as proportion of AA was normalized in compari-
son with the control group and C22:4 and C22:5ω6 were
even reduced. These ω6 PUFAs were replaced by long-
chain ω3 PUFAs (ALA, DPA and DHA). These modifi-
cations are classic responses when dietary ω6 PUFA are
replaced by ω3 PUFA. They are due to ω6 and ω3 PUFA
competing for incorporation in membrane phospho-
lipids, and have already been seen with low-fat diets
[11]. Supplementing the R diet with antioxidant did not
modify membrane-phospholipid fatty acid composition.

Effects of the different diets on oxidative stress
The different diets used here substantially modulated
cardiac oxidative stress. The high-fat diets reduced oxi-
dative stress compared to the control diet. This was
characterized by a decrease in the amount of TBARS as-
sociated or not with an increase in thiol group preserva-
tion for the RSO-rich diets. These results can be
explained by the PUFA profile of membrane phospho-
lipids. The PS diet-induced increase in AA was already
observed in one of our previous studies [5] evaluating
the effects of a high-fat diet enriched with lard instead
of palm oil. Coronary reactivity measurements indicated
that the vasodilatation capacities of the microvessels
were increased by one or more cyclooxygenase prod-
uct(s). AA can have a strong effect on vessel dilatation
via its cyclooxygenase products (prostaglandins such as
prostacyclin). Thus, the high-fat diet-induced accumula-
tion of AA probably increased coronary flow. The heart
reacts like an engine: when it receives more fuel, i.e.
more blood in this case, it contracts more intensively.
Our previous work clearly indicated that the high-fat

Table 5 Activation of the inflammation pathway

C PS R RTC RTCC

IκBα 1.57 ± 0.13 1.38 ± 0.11 1.31 ± 0.09 1.38 ± 0.06 1.48 ± 0.16

ICAM 1.67 ± 0.47 1.7 ± 0.45 2.01 ± 0.50 1.89 ± 0.48 1.1 ± 0.22

VCAM 0.84 ± 0.22 0.92 ± 0.22 0.87 ± 0.18 1.11 ± 0.27 1.13 ± 0.21

NOS3 1.06 ± 0.25 0.83 ± 0.17 0.89 ± 0.16 0.89 ± 0.17 0.94 ± 0.14

C control rats, PS rats fed a palm oil/sunflower seed oil mixture, R rats fed
rapeseed oil, RTC rats fed rapeseed oil enriched with α-tocopherol and coenzyme
Q10, RTCC rats fed RTC plus canolol, IκBα: nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha normalized density
(aU), ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 mRNA expression, VCAM-1
vascular cell adhesion protein-1 mRNA expression, NOS3 nitric oxide
synthase-3 mRNA expression. Averages of 12 animals per group

Fig. 4 Mitochondrial biogenesis estimated as PGC-1αmRNA expression.
Figures are averages of 12 rats per group. C: rats fed the control diet; PS:
rats fed the high-fat diet rich in saturated and monounsaturated fatty
acids; R: rats fed the high-fat diet rich in rapeseed oil; RTC: rats fed the
same diet as R, but enriched with vitamin E and CoQ10; RTCC: rats fed
the same diet as RTC, but enriched with canolol; PGC-1α: peroxisome
proliferator activated receptor alpha; a,b: In a given panel, histograms
without a common letter are significantly different

Leger et al. Nutrition & Metabolism  (2018) 15:15 Page 9 of 14



diet was associated with increased in vivo cardiac mech-
anical function [5]. It was not possible to measure car-
diac mechanical function here. However, given the large
increase in AA proportion of cardiac membranes, it is
likely that myocardial contractility was increased. This
data brings crucial insight to help understand the obser-
vations here. Indeed, the high-fat diets reduced oxidative
stress despite a decrease in SOD activity. Obesity is
known to increase oxidative stress [25]. However, our re-
sults clearly indicate an opposite effect that could at
least occur in the heart during an early and short phase.
To our knowledge, this is the first report of this kind of
observations. The reduction of oxidative stress could be
related to the likely increase in mechanical activity of
the heart. Mechanical stimulation inevitably increases
cardiomyocyte energy demand. As a result, the mito-
chondria increase their oxidative phosphorylation rate.
This stimulation of oxidative phosphorylation reduces
the mitochondrial ΔΨ: in isolated mitochondria, with
ΔΨ being high during basal respiration and strongly re-
duced when oxidative phosphorylation is activated by

ADP [26]. However, mitochondrial ROS release is high
during basal respiration and strongly reduced by ADP
addition [27]. A high ΔΨ is associated with numerous
positive charges in the mitochondrial inter-membrane
space which are able to extract electrons from the re-
spiratory chain. These extracted electrons react with mo-
lecular oxygen to form superoxide anions. The relation
between stimulation of mechanical function and reduced
oxidative stress has already been observed in the heart in
pathological situations such as the hyper-dynamic phase
of sepsis [28]. Regular physical activity also reduces oxida-
tive stress in skeletal muscle by decreasing the amount of
TBARS [29] and enhancing GSH [30].
The reduced oxidative stress induced by the RSO-rich

diets is more difficult to explain in relation to the PUFA
profile of cardiac membranes, as proportions of AA were
reduced to the levels observed in the control group.
Therefore, the AA-induced activation of cardiac mech-
anical function was unable to fully explain the reduced
oxidative stress induced by the RSO-rich diets. Cardiac
mechanical performances were not determined here, so

Table 6 Summary of the main significant results

PS vs. C R vs. PS RTC vs. R RTCC vs. RTC

PL PUFA

ω6 PUFAs ↓ 18:2 and ↑ 20:4, C22:4, C22:5; ↑ 18:2, ↓ 20:4, 22:4 and 22:5; - -

ω3 PUFAs ↓ ↑ 18:3, 22:5 and 22:6 - -

PUFAs/SFAs ↓ ↑ - -

Ag2 pathway

mRNA Ag2R-1b - - ↑ ↓

Collagen - - ↑ ↓

Metabolism

mRNA for PDK4 - - ↑ ↓

DG ↓ ↑ - -

TG - - - ↓

Oxidative stress

Thiol group - ↑ - -

TBARS ↓ - - -

FRAP ↓ - - -

SOD activity ↓ - - -

GPX activity - - ↑ -

mRNA for SOD2 - - ↑ ↓

mRNA for GPX4 - - ↑ -

Apoptosis

Cleaved caspase-3 ↓ - - -

p53 mRNA - - ↓ -

PS vs. C comparison between rats fed the high-saturated fatty acid diet and rats fed the control diet, R vs. PS influence of rapeseed oil in the context of a high-fat
diet, RTC vs. R influence of the combination of vitamin E and coenzyme Q10 in the context of a high-fat diet enriched with rapeseed oil, RTCC vs. RTC influence of
canolol in the context of a high-fat diet enriched with rapeseed oil, vitamin E and coenzyme Q10, PL phospholipid, PUFAs polyunsaturated fatty acids, SFAs saturated
fatty acids, Ag2 angiotensin 2, mRNAmessenger ribonucleic acid, PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase-4, DG diglyceride, TG triglyceride, TBARS thiobarbituric acid
reactive substances, FRAP ferric reducing ability of plasma, SOD superoxide dismutase, GPX glutathione peroxidase
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we do not know whether they were increased in the
RSO-fed animals compared to controls, but such an in-
crease would enable the animals to maintain their mo-
bility despite excess fat and body masses. AA was
normalized by dietary ALA-rich RSO, which suggests
that the R diet did not increase coronary reactivity and
mechanical function. However, several ω3 PUFA were
increased. It is tempting to speculate that these fatty
acids increased coronary micro-vessel dilatation, but
there are only indirect evidences in the literature to sup-
port such an effect: ω3 fatty acid supplementation im-
proves endothelial function and maximal oxygen uptake
in endurance-trained athletes [31]; endothelial function
is boosted by ω3 PUFA compared to saturated fats when
circulating NEFA were increased by heparin treatment
[32]; DHA-rich fish oil reverses the detrimental effects
of SFA on postprandial vascular reactivity [33]. It is thus
possible that dietary RSO improved coronary vessel dila-
tation and cardiac mechanical performances in this
high-fat-diet context. The PS diets also decreased PUFA/
SFA ratio while the ω3 PUFA-rich diets failed to restore
this value to the level measured in the C group. The in-
creased cardiac mechanical activity thought to occur
with high-fat diets could result from this decreased
PUFAs/SFAs ratio which may govern membrane fluidity
and consequently cardiac function. ω3-PUFA are re-
ported to increase membrane fluidity [34], which could
perhaps sustain an increase in cardiac mechanical func-
tion as well as a decrease in mitochondrial ROS gener-
ation and cardiac oxidative stress.

Effects of the different diets on cellular death
The reduced amounts of cleaved caspase-3 showed that
the high-fat diets decreased the rate of apoptosis. This
was true for the PS diets as well as for the R, RTC and
RTCC diets. These results were probably related to oxi-
dative stress, which produces cellular death through
apoptosis and necrosis [35]. Thus, the high-fat-diet-in-
duced reduction of oxidative stress led to downregula-
tion of the apoptosis pathway in the present study. It
also tended to reduce cardiac collagen content, since
there was lower cell death and higher amounts of viable
cardiomyocytes persisting in the myocardium. This was
true for all the high-fat diets except RTC which main-
tained collagen content at a similar level to the control
group. Fibrotic tissue was thus more abundant with the
RTC diet than with the R and RTCC diets. The
phenomenon was associated with increased angiotensin-
2 receptor-1b (Ag2R-1b) mRNA expression.
The accumulation of adipose tissue in the obese state

causes a rise in circulating angiotensin 2 [36]. In this
context, adipose tissue contributes to at least 30% of
plasma angiotensin. Ag2R-1a and -1b have potent vaso-
constrictive effects on coronary vessels [37], and their

activation by angiotensin 2 triggers autophagy and, in
the long term, cardiac hypertrophy and heart failure
[38]. Induced autophagy suggests cell death and fibrosis.
The increased collagen content observed with the RTC
diet can thus be explained by enhanced Ag2R-1b protein
expression which potentiated the effects of angiotensin-2
on cellular death. The Ag2R activation-induced vasocon-
striction of coronary micro-vessels probably triggered is-
chemia. Several features of myocardial activity suggested
the occurrence of ischemia in this study. The RTC diet
was associated with increased oxidative stress compared
to the R diet, as signaled by an increase in GPx activity
and SOD-2 and GPX-4 mRNA expression. However, is-
chemia is inevitably associated with increased ROS gen-
eration [39]. The observed changes evoked increased
ROS production, which can induce cellular death as ω3-
PUFA are vulnerable to ROS attack. The oxidative stress
led to mitochondrial dysfunctions: the rise of myocardial
triglyceride content suggested a decrease in β-oxidation
rate. Furthermore, the increased pyruvate dehydrogenase
kinase-4 mRNA expression evoked a simultaneous de-
crease in glucose oxidation. Reductions of glucose and
fatty acid oxidation rates probably led to ATP deficiency.
However, ischemia is well known to trigger ATP break-
down [40], and to provoke cellular death through necro-
sis and apoptosis [41, 42]. However, apoptosis occurs
when there is still enough ATP present in the cardio-
myocytes to activate the apoptosome, whereas necrosis
occurs with ATP deficiency. Our data showed that the
high rate of cellular death in the RTC group occurred
mainly through necrosis. Here, the quantification of p53
mRNA expression helped estimate the type of cellular
death occurring with this diet. p53 protein is anti-
apoptotic: p53 mRNA expression was reduced by the
RTC diet compared to the R diet, which suggested that
the cardiomyocytes attempted to increase apoptosis, as
necrosis was high due to the ATP deficiency. This was
then confirmed by the caspase-3 activity, which tended
to be reduced with the RTC diet compared to the R diet.
The high rate of necrosis observed with the RTC diet
suggests that the Ag2R-1b mRNA overexpression was
efficient in triggering ischemia.
Supplementation of the RTC diet with canolol re-

versed the situation, preventing the overexpression of
Ag2R-1b and occurrence of ischemia, as demonstrated
by the reductions in fibrosis (collagen content restored
to levels observed with the R diet), metabolic dysfunc-
tions (re-activation of β-oxidation and glucose degrad-
ation rates) and oxidative stress (decrease in SOD2
mRNA expression).
The reason why vitamin E + CoQ10 increased Ag2R-1b

mRNA expression in the context of a high-fat RSO-
enriched diet remains unknown. The increase was prob-
ably related to the doses of vitamin E and CoQ10 chosen
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for this study. It has previously been shown that excess
vitamin E is deleterious for isolated mitochondria [43], as
it induces the opening of the mitochondrial permeability
transition pore (mPTP) in the presence of calcium and
thus promotes cell death. mPTP opening is provoked by
excess oxidative stress [44]. High amounts of tocopheryl
radicals in the mitochondrial membrane environment can
thus trigger cellular death. It can also send signals to the
nucleus to increase Ag2R-1b mRNA and protein expres-
sions. The excess radical charge of tocopheryl compounds
is usually detoxified by hydrophilic antioxidants such as
vitamin C. In accordance with this hypothesis, addition of
canolol to the RTC diet restored the situation observed
with the R food. It is possible that canolol, despite being
lipophilic, played the role of vitamin C and decreased the
amount of tocopheryl radicals in the direct environment
of the mitochondrial membrane. This process may be ac-
companied by a reduction in Ag2R-1b protein expression
and in related toxicity.

Limitations of the study
This study used single doses of vitamin E, CoQ10 and
canolol. It is possible that lower doses of vitamin E and
CoQ10 would not be noxious through induction of is-
chemia, in which case the protective effects of canolol
would not have been observed. In contrast, lower doses
of vitamin E and CoQ10 may have been able to exert a
cardioprotective effect by acting as an antioxidant ther-
apy. The study was not designed to answer these ques-
tions. Likewise, lower or higher doses of canolol could
be either without effect or noxious. Further studies with
varied doses of each of these antioxidants along with an
ALA-rich diet may confirm/argue against the findings
reported in the present study. Such studies are necessary
before an adequate dietary formula can be determined.

Conclusion
Our results indicated that the palm-oil-rich high-fat diet
(PS diet) used here decreased cardiac oxidative stress,
due to the increased accumulation of arachidonic acid in
membrane phospholipids which, according to previous
results collected in our laboratory, stimulates coronary
perfusion and cardiac mechanical activity. As a result,
energy metabolism was probably activated, which could
reduce mitochondrial ΔΨ and ROS generation. These
changes were logically associated with reduced apoptosis
and fibrosis. The high-fat diet enriched with rapeseed oil
(R diet) had similar effects on cardiomyocyte activity, al-
though it normalized the AA proportion of cardiac
phospholipids. However, rapeseed oil contains ALA, a
ω3 fatty acid, which increased membrane accumulation
of long-chain ω3 fatty acids such as ALA, DPA and
DHA. The cyclooxygenase products derived from these
fatty acids can have similar dilatation effects on coronary

micro-circulation to the cyclooxygenase products
formed from AA. When the R diet was enriched with
vitamin E and CoQ10 (RTC diet), cardiac fibrosis was
increased due to the occurrence of ischemia. The
phenomenon was probably related to the accumulation
of tocopheryl radicals in the environment of the mito-
chondrial membranes and an increased expression of
angiotensin-2 receptor 1-b which has vasoconstriction
properties. This ischemia was associated with deep mito-
chondrial dysfunctions characterized by a lower capacity
to oxidize fatty acid and glucose and, finally, to
synthesize ATP. Addition of canolol to the RTC diet
suppressed the deleterious effects of excess vitamin E +
CoQ10, probably by deactivating tocopheryl radicals in
the mitochondria environment.
Taken together, our results indicated that ALA-rich

rapeseed oil had an interesting effect since it strongly re-
duced the pro-inflammatory AA in cardiac phospho-
lipids in favor of the anti-inflammatory long-chain ω3
PUFAs; without increasing oxidative stress: in the long
term, dietary ALA could prevent the occurrence of car-
diac failure due to obesity. However, we noted that the
occurrence of a sustained oxidative stress (induced by
dietary vitamin E + CoQ10 supplementation probably in
excess in our experimental conditions) precipitated the
cardiomyocytes toward ischemia, necrosis and fibrosis,
which can accelerate the occurrence of cardiac failure.
This effect could be due to the particular vulnerability of
membrane ω3 fatty acids to ROS attack. Administration
of an adequate antioxidant such as canolol in association
with dietary ω3 PUFA thus appears essential in order to
protect the organism during the pathophysiological situ-
ations involving sustained oxidative stress.
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Publication n°2 

Dietary EPA increases rat mortality in diabetes 

mellitus, a phenomenon which is compensated by 

green tea extract. 

 

  

Le diabète se caractérise par un taux de mortalité élevé qui est souvent associé 

à une insuffisance cardiaque (Giacco et Brownlee 2010; Mourmoura et al. 2013). Le thé vert 

et l'EPA sont connus pour améliorer certains des effets néfastes du diabète et pour exercer 

une cardio-protection (Babu et Liu 2008; Tenore et al. 2015; Demaison et al. 1994; Golzari et 

al. 2018). 

 

Le but de l'étude consiste à déterminer les effets de l'EPA, de l'extrait de thé vert 

et de l’association des deux interventions nutritionnelles sur les conséquences cardiaques 

du diabète sucré induit chez le rat Wistar par injection d'une faible dose de 

streptozotocine (33 mg/kg) en association avec un régime riche en graisses (HF pour high-fat). 

La fonction mécanique cardiaque et la réactivité coronaire ont été évaluées à l’aide 

d’un système de cœur isolé perfusé selon la méthode de Langendorff.  

 

L'association d'un régime HF et d'un diabète induit par la streptozotocine chez le rongeur 

déclenche un diabète sucré qui correspond probablement à un diabète de type 2 tardif favorisant 

un décès partiel des animaux. L'enrichissement en EPA accroit considérablement le taux 

de mortalité en raison d’une déshydratation et d’un état catabolique exacerbé. Le phénomène 

est cependant contrebalancé par l’association avec l’extrait de thé vert, probablement en raison 

des propriétés anti-oxydantes de ce dernier. Le taux de mortalité ne semble pas corrélé 

à la fonction cardiaque. Les détériorations de la fonction cardiaque induites par le diabète 

sont liées au stress oxydant et à une augmentation de l'acidose cellulaire associée 

à des modifications du métabolisme calcique intracellulaire. La fortification avec le thé vert 

améliore la fonction cardiaque par deux mécanismes : en augmentant la vasodilatation coronaire 

et en inhibant l’échangeur NHE1 par l'épicatéchine. L'ajout d'EPA dans le régime alimentaire 
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supprime principalement l'acidose et établi un profil en AGPI favorable dans les phospholipides 

cardiaques. Le mécanisme exact par lequel l'EPA augmente le taux de mortalité dans 

la situation diabétique reste à élucider.  

 

Pour conclure sur cette étude, dans un contexte de stress oxydant important tel que celui 

du diabète sucré, l'enrichissement en EPA constitue un facteur de risque pour la survie des 

animaux. Son association avec les antioxydants contenus dans le thé vert est non seulement 

essentielle pour diminuer le taux de mortalité mais elle permet également une meilleure 

préservation de la fonction cardiaque. 
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Abstract: Diabetes is characterized by a high mortality rate which is often associated with heart
failure. Green tea and eicosapentaenoic acid (EPA) are known to lessen some of the harmful impacts
of diabetes and to exert cardio-protection. The aim of the study was to determine the effects of
EPA, green tea extract (GTE), and a combination of both on the cardiac consequences of diabetes
mellitus, induced in Wistar rats by injection of a low dose of streptozotocin (33 mg/kg) combined
with a high fat diet. Cardiac mechanical function, coronary reactivity, and parameters of oxidative
stress, inflammation, and energy metabolism were evaluated. In the context of diabetes, GTE alone
limited several diabetes-related symptoms such as inflammation. It also slightly improved coronary
reactivity and considerably enhanced lipid metabolism. EPA alone caused the rapid death of the
animals, but this effect was negated by the addition of GTE in the diet. EPA and GTE combined
enhanced coronary reactivity considerably more than GTE alone. In a context of significant oxidative
stress such as during diabetes mellitus, EPA enrichment constitutes a risk factor for animal survival.
It is essential to associate it with the antioxidants contained in GTE in order to decrease mortality rate
and preserve cardiac function.

Keywords: diabetes; heart; coronary reactivity; EPA; green tea; mitochondria

1. Introduction

Diabetes is one of the major causes of death in humans, accounting for one death every six seconds
worldwide according to the International Diabetes Federation (IDF). The eighth IDF Diabetes Atlas
suggests that 425 million people, or one in 11 adults, have diabetes mellitus. This number is predicted to
rise to almost 700 million by 2045 (“IDF Diabetes Atlas - 2017” n.d.) [1]. The World Health Organization
reports that the annual international cost of diabetes is more than US $827 billion. There are different
kinds of diabetes of which diabetes mellitus is the most prevalent. It exists in two major forms: Type I
diabetes, characterized by insulin deficiency, and type II, associated with insulin pathway dysfunction.
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Each form represents 6% and 92% of diabetic people, respectively. Other kinds of diabetes are more
specific. These are gestational diabetes, neonatal diabetes, maturity onset diabetes of the young, and
latent autoimmune diabetes in adults. Just over 210 million people worldwide are estimated to suffer
from undiagnosed diabetes (“IDF Diabetes Atlas - 2017 Atlas” n.d.), including over 90% of those with
monogenic diabetes [2].

All forms of diabetes mellitus lead to hyperglycemia [3,4]. Chronic high blood glucose increases
HBA1c and promotes end-damage of several organs. Heart failure occurs in more than 30% of
diabetic patients [5], although blood glucose control limits the development of complications [6].
Some cardiac alterations appear in the early stage of diabetes mellitus: Impairment of insulin-related
pathways, increase in non-esterified fatty acids (NEFAs), lipotoxicity in myocardial tissue, and
mitochondrial dysfunctions [7,8]. Mitochondrial dysfunctions cause oxidative stress to increase,
leading to complications such as inflammation characterized by the activation of the nuclear factor
kappa-B (NF-κB) pathway. This phenomenon stimulates the synthesis of pro-inflammatory cytokines
and thus provokes multiple cardiovascular diseases [9,10]. Furthermore, NF-κB induces oxidative stress
and increases mitochondrial dysfunctions [11]. Later stage diabetes is characterized by fibrosis with
collagen accumulation and coronary microcirculation dysfunctions [12,13]. Diabetic patients often develop
electrolyte perturbations such as diabetic ketoacidosis or non-ketotic hyperglycemic hyperosmolar
syndrome. This leads to changes in systemic concentrations of potassium, magnesium, phosphate,
and calcium ions [14]. Streptozotocin (STZ)-treated rats display reduced myocardial expression of
sodium-calcium exchanger 1 (NCX1) calcium channels due to calcium depletion in the blood [15].

The beneficial impact of certain omega 3 (ω3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs) in the
management of diabetes has recently been highlighted [16,17]. The cardiac benefits of ω3 have
recently been the subject of increasing interest. These benefits have been observed during
ischemia/reperfusion [18], hypertrophy [19], and arrhythmias [20]. In general,ω3 protection improves
the clinical outcomes of cardiovascular diseases [21]. Among theω3 long-chain PUFAs (LC-PUFAs) of
marine origin, eicosapentaenoic acid (EPA) (C20:5 n-3) has particularly noticeable positive effects [22].
Its main cardio-protective property is a result of its anti-inflammatory effects, in contrast with ω6
(omega 6) PUFAs which are pro-inflammatory [23]. Preservation of mitochondrial integrity has also
been shown to intervene in theω3 LC-PUFAs-induced cardio-protection [24]. In the western diet, the
ω6/ω3 PUFAs ratio is approximately 15/1. The World Health Organization recommends increasing
ω3 dietary intake to 4–5/1 [25]. Lowering this ratio improves cardiac phospholipids’ω6/ω3 PUFAs
ratio, stimulating beneficial effects in patients with cardiac diseases [26]. An improvement in insulin
sensitivity has also been observed withω3 PUFAs in obese subjects [27].

Green tea is also known to reduce risk and mortality due to cardiovascular diseases [28,29].
Catechins, in particular epigallocatechin gallate (EGCG), provide tea with antioxidant and other
beneficial properties [30,31]. Its antioxidant properties have been proven in rats subjected to
STZ-induced diabetes [32]. In addition, green tea has a hypoglycemic effect during diabetes [33] by
improving glucose tolerance and insulin sensitivity in murine models of diabetes [34], reducing hepatic
glucose production [35] and limiting intestinal glucose transport [36]. Furthermore, green tea has
the potential to inhibit the NF-kB pathway, to limit the release of pro-inflammatory cytokines, and to
reduce lipid peroxidation in the hearts of diabetic animals [37,38]. Green tea also has lipid-lowering
properties [39]. Finally, Liu et al. recently highlighted the mitigation of cardiac mitochondrial
dysfunction in diabetic Goto-Kakizaki rats using EGCG [40].

The purpose of this study was: (i) to determine the impact of diabetes induced by STZ injection
and a high-fat diet (HFD) on cardiac activity and mitochondrial function in rats; (ii) to evaluate the
effects of enrichments with EPA, green tea extract (GTE), and a combination of both on the cardiac
consequences of the diabetes triggered in this study; and (iii) to analyze the mechanisms involved in
the observed effects. Several features of myocardial function were assessed: Ex vivo cardiac mechanical
function, fatty acid composition of cardiac phospholipids, plasma parameters, and several factors
related to oxidative stress and inflammation.
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2. Materials and Methods

2.1. Ethical Approval

All the experiments followed the European Union recommendations for the care and use of laboratory
animals for experimental and scientific purposes. All animal work was approved by the local board of ethics
for animal experimentation (Comité d’éthique pour l’expérimentation animale, Auvergne) and declared
to our laboratory’s animal research facility (authorization No. APAFIS#14870-2018042711405357v2).
The research complied with the ARRIVE animal research guidelines [41].

2.2. Experimental Rats and Diet

Fifty three-month-old male Wistar rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) were kept under
controlled lighting, humidity, and temperature conditions, with two or three rats per cage. After
one week of acclimatization, the rats were randomly allocated to five dietary groups. The control
group (CTRL) was fed with a normolipidic diet (A04, Safe, Augy, France). The other groups were
subjected to a HFD containing (in % w/w) casein (27), l-cysteine (0.3), soy oil (3.5), butter (31.7), amylum
(5), maltodextrin (8.85), saccharose (13), cellulose (6), mineral mixture (3.5), vitamin mixture (3.5),
and choline (0.15). The lipid fraction represented 3% and 35.2% for the normolipidic and high-fat
diets. Three diabetic groups were enriched with EPA and/or GTE. In the first group, part of the
saturated fatty acids (1.2% of the diet) was replaced by triglyceride-rich EPA. In the second group, part
of maltodextrin (0.5% of the diet) was substituted with GTE. Finally, the third group received both
substitutes. The animals were fed ad libitum with these different diets for nine weeks. The details of
the diets are presented in Table 1. It is notable that no lipid peroxidation occurred in the diets, in spite
of the high vulnerability of EPA to damage from reactive oxygen species.

Table 1. Composition of the diets.

Food Components CTRL DIAB DIAB+EPA DIAB+GTE DIAB+EPA+GTE

Fatty acid composition:
(% of lipids of the diet)

C14:0 14.27 12.29 13.36 12.71
C15:0 1.39 1.17 1.24 1.19
C16:0 20.32 38.25 33.78 36.96 34.3
C17:0 0.59 0.63 0.6
C18:0 10.85 10.23 9.81 10.18
C20:0 0.04
SFAs 20.32 64.76 58.1 62.01 58.97
C14:1 1.65 1.18 0.84 0.75

C16:1ω7 1.34 1.4 1.78 1.69
C17:1 0.1 0.16

C18:1 trans 1.46 2.13 1.66 2.14
C18:1ω9 20.43 20.61 22.99 23.61 23.45
C18:1ω7 1.69 0.73
MUFAs 22.11 25.05 28.53 27.89 28.19

C18:2ω6 cis 53.66 8.67 8.74 8.64 8.7
C20:4ω6 0.25 0.2
ω6 PUFAs 53.66 8.67 8.99 8.64 8.9
C18:3ω3 3.9 1.52 4.38 1.46 1.51
C18:4ω3 0.22
C20:5ω3 2.67 2.43
ω3 PUFAs 3.9 1.52 4.38 1.46 3.94

ω6/ω3 PUFAs 13.75 5.71 2.05 5.9 2.26

Lipid part of diet (%) 3 35.2 35.2 35.2 35.2

EPA (% of the diet) / / 1.2 / 1.2

GTE (% of the diet) / / / 0.5 0.5

GTE component: (% of GTE)
Total phospholipids / / / ≥40 ≥40

Catechins / / / ≥25 ≥25
EGCG / / / ≥10 ≥10

Caffeine / / / ≤7 ≤7

Vitamin E: (mg/kg of EFM) / 346 419 357 430

Peroxide value:
(mEq O2/kg of EFM) / 3 6.9 3.1 5.6

CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract; and EPA: Eicosapentaenoic acid. SFAs: Saturated
fatty acids; MUFAs: Mono-unsaturated fatty acids; PUFAs: Polyunsaturated fatty acids; EGCG: Epigallocatechin
gallate; and EFM: Extracted fat mass.
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2.3. Diabetes Triggering

After three weeks of feeding, the animals of the four groups fed with HFD (diabetes (DIAB),
DIAB+EPA, DIAB+GTE, and DIAB+EPA+GTE) were injected intraperitoneally with STZ (33 mg/kg
in citrate buffer, pH 4.5) on the 21st day, following an adapted method initially described by
Srinivasan et al. [42]. CTRL animals were sham-injected with the same volume of citrate buffer
without STZ.

2.4. Morphological Data

Body weight, fat mass, and lean mass were evaluated each week in live animals by magnetic
resonance imaging (Echo MRI LL, Houston, TX, USA). Food consumption was measured twice a week
in each cage of two or three animals.

2.5. Assessment of Ex Vivo Cardiac Mechanical Function

After the six week post-injection period, hearts were perfused at constant coronary flow using
the non-recirculating Langendorff method. A rapid thoracotomy was performed, and the heart was
immediately collected and placed in 4 ◦C saline buffer until cessation of beating. In the first minute
after removal, the heart was perfused through the aorta at 37 ◦C with a Krebs-Heinselett buffer in order
to avoid cellular damage and preconditioning problems. The perfusion fluid was composed of (in
mM) NaCl (119), KCl (4.8), MgSO4 (1.6), NaHCO3 (22), KH2PO4 (1.2), CaCl2 (1.8), d-glucose (11), and
sodium hexanoate (0.5), pH 7.4. It was maintained at 37 ◦C and constantly oxygenated with carbogen
(95% O2, 5% CO2). The heart was constantly perfused with a peristaltic pump (Gilson, Middleton,
WI, USA), thus upholding the perfusion flow at 14 mL/min until the end of the perfusion. From the
fifth minute of perfusion, the hearts were electrically paced at a rate of 368 beats/min. To evaluate
cardiac mechanical activity, a latex balloon related to a pressure probe and an amplifier was inserted
into the left ventricle. It was inflated until the diastolic pressure reached 10 mmHg. This system meant
that systolic, diastolic, and developed pressures as well as heart rate, contraction (dP/dt max), and
relaxation (dP/dt min) could be evaluated. The evaluation of these last two parameters was made
possible by the use of perfectly standardized perfusion conditions. The coronary pressure was also
evaluated with a pressure probe inserted just before the aortic cannula. Changes in the coronary
pressure reveal modifications of coronary volume (coronary dilatation, constriction, and/or obliteration
of coronary vessels). All the parameters of cardiac function were recorded and analyzed with HSE
software (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Germany).

2.6. Coronary Reactivity

At the 50th min of perfusion, the coronary tone was raised by the constant infusion of
vasoconstrictor thromboxane analog U46619 (30 nM) into the perfusion system near the aortic cannula,
at a maximum rate of 1.5% of coronary flow. This procedure induced a coronary pressure of 95 to
115 mmHg. The vasodilation potential was evaluated with two agents at several doses: Acetylcholine
(10, 20, 30, and 40 pmol) and sodium nitroprusside (100, 200, 300, 400, and 500 pmol). Acetylcholine
(Ach) and sodium nitroprusside (SN) vasodilatations reflected, respectively, the endothelial-dependent
vasodilatation (EDD), due to the simultaneous action of endothelial and smooth muscle cells,
and endothelial-independent vasodilatation (EID), due to the relaxation of smooth muscle cells.
The dilatation amplitude was calculated as the ratio between the maximal decrease in coronary
pressure and the coronary pressure just before the injection of the dilatation agents. As the heart weight
and coronary volume were subjected to intra- and intergroup variations, a correction was performed to
normalize the input function of vasodilatation agents according to coronary flow. The dose-response
curve between the amount of Ach injected and the maximal EDD was then fitted to a third degree
polynomial for each heart, thus enabling the performance of statistical analyses. In the case of the
EID, the curves were fitted to an Ln function. The vasodilation activities of endothelial cells (ECVA)
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were also estimated from the corrected EDD and EID. For each heart and each injected Ach dose, the
amount of SN (reflecting the amount of dilatation agent) necessary to obtain the same percentage
of Ach-induced dilatation was extracted from the EID curve according to the formula: (ECVA) =

e[(% Ach-induced dilatation-b)/a], where a and b are the coefficients of the theoretical EID curve. The results
were expressed in picomole-equivalents of SN.

At the end of the perfusion protocol, atria and the remaining aorta were cut off from the
heart. A piece of myocardium (approximately 200 mg) from the apex of the heart was immediately
freeze-clamped and stored at −80 ◦C for further analysis. The other part of the myocardium was
immediately used for mitochondrial preparation.

2.7. Preparation of Isolated Mitochondria

The mitochondria were extracted as previously described [43]. Myocardium was shredded with
scissors in cold isolation buffer A, composed of mannitol 220 mM, sucrose 70 mM, MOPS 5 mM,
and EGTA 2 mM, pH 7.4 at 4 ◦C, fatty acid-free serum albumin 0.2%. The myocardium pieces were
rinsed several times on a filter and homogenized with a blender (0.4 s, rheostat = 3, Polytron) and a
Potter-Elvehjem homogenizer containing 15 mL of isolation buffer A. After centrifugation (800× g,
10 min, 4 ◦C), the supernatant with mechanically-extracted mitochondria was kept in ice. The pellet
was re-suspended in cold isolation buffer B, composed of KCl 100 mM, MOPS 50 mM, and EGTA 2 mM,
pH 7.4 at 4 ◦C, fatty acid-free serum albumin 0.2%. A protease (subtilisin 0.02%) was added for 1 min
to digest myofibrils at ice temperature, and the totality was then homogenized with Potter-Elvehjem
homogenizer (300 rpm, three to four transitions). Immediately afterward, subtilisin action was stopped
by adding isolation buffer B (30 mL) and centrifuging (8000× g, 10 min, 4 ◦C). The supernatant was
discarded and the pellet was re-suspended in isolation buffer B. The homogenate was centrifuged
(800× g, 10 min, 4 ◦C), and the resulting supernatant with enzymatically-extracted mitochondria was
filtered and collected with the other supernatant. Mitochondria were then washed by centrifuging
(8000× g, 10 min, 4 ◦C). The pellet of mitochondria was suspended in cold isolation buffer C, composed
of KCl 100 mM, MOPS 50 mM, and EGTA 1 mM, pH 7.4 at 4 ◦C, re-centrifuged (8000× g, 10 min, 4 ◦C)
and finally re-suspended at a concentration of approximately 13 mg/mL. It was then frozen and stored
at −80 ◦C.

2.8. Western Blot Analysis

Tissues were ground three times in a mini bead beater in the presence of a lysis buffer constituted of
HEPES 50 mM, sodium chloride 150 mM, EDTA 10 mM, anhydrous sodium tetrabasic pyrophosphate
10 mM, β-glycerophosphate 25 mM, sodium fluoride 100 mM, and anhydrous glycerol 1.086 M
supplemented with phosphatase inhibitors (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Successive
centrifugations were performed and the supernatants collected. Protein was quantified using a
bicinchoninic acid assay kit (Thermo Fisher Scientific, Asnières-sur-Seine, France). For protein
immunoblotting, 25 µg of proteins were loaded for separation by SDS-PAGE electrophoresis and
transfer on polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes. Membranes were then immunoblotted
with the appropriate antibody to detect acetylated-lysine (Ac-K, 1:1000, Cell Signaling #9441),
acetylated-superoxide dismutase 2 (Ac-SOD2, 24 kDa, 1:1000, Abcam #ab137037), β-actin (β-actin,
42 kDa, 1 µg/mL, Abcam #ab25894), carnitine palmitoyltransferase 1b (CPT1b, 87 kDa, 1µg/mL,
Abcam #ab134988), glutathione peroxidase 1 (GPX1, 22 kDa, 1µg/mL, Abcam #22604), nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell inhibitor alpha (IκBα, 39 kDa, 1:1000, Cell
Signaling #9242), NAPDH oxidase 1 (NOX1, 0.5 µg/mL, Abcam #ab131088), pyruvate dehydrogenase
acetyl-transferring kinase isozyme 4 (PDK4, 47 kDa, ThermoFisher #PA5-79800), nitrosylated-tyrosine
(1:1000, Thermo Scientific #32-1900), sirtuin-1 (Sirt1, 120 kDa, 1:1000, Cell Cignaling #9475), sirtuin-3
(Sirt3, 28 kDa, 1:500, Santa Cruz #sc-365175), superoxide dimustase 1 (SOD1, 18 kDa, 0.2 µg/mL, Abcam
#ab13498), superoxide dismutase 2 (SOD2, 22 kDa, 1:1000, Cell Signaling #13194), uncoupling protein-3
(UCP3, 34 kDa, 1:1000, Abcam #ab10985), and voltage-dependent anion-selective channel (VDAC,
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32 kDa, 1:1000, Cell Signaling #4866). Antibody binding was detected using horse radish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies and ECL Western blotting substrate (Thermo Fisher Scientific,
Asnières-sur-Seine, France).

Immunoblots were visualized using a chemiluminescence imaging system (MF ChemiBIS, DNR
bio-imaging systems, Jerusalem, Israel) and quantified using MultiGauge V3.2 software (FSTV,
Courbevoie, France). For detection of nitrosylated proteins, protein extraction was performed
according to the manufacturer’s instructions. Protein carbonylation was evaluated with a commercially
available OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit (S7150, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France). The assessments were performed either on myocardial tissue or on isolated mitochondria.
Myocardial and mitochondrial proteins were referred toβ-actin and VDAC for their intergroup stability.

2.9. Gene Expression

Total ribonucleic acid (RNA) was extracted from 50 mg of cardiac powder using TRIzol®® (Thermo
Fisher Scientific, Asnières-sur-Seine, France) according to the manufacturer’s instructions. Chloroform
was added (0.2 mL/mL of TRIzol®®) and samples were mixed and centrifuged for 15 min at 12,000× g
at 4 ◦C. Aqueous phase containing RNA was collected, mixed with isopropanol to precipitate RNA, and
centrifuged (12,000× g, 4 ◦C, 15 min). After centrifugation, the pellet was washed with ethanol 70% (v/v),
and dried and suspended in water. RNA quantification was verified by measuring the ratio of optical
densities at 260 nm and 280 nm, whilst RNA integrity was confirmed by agarose gel migration. cDNAs
were synthesized from 2 µg of total RNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
from Applied Biosystem (Thermo Fisher Scientific, Asnières-sur-Seine, France). The products of reverse
transcription were used for quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) using specific
primers and Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix on a Rotor-Gene Q system (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Messenger RNA (mRNA) was quantified using the standard curve of native cDNA and serial
dilutions. The cardiac mRNA expressions were determined for catalase, interleukins 10, 1 β, and
6 (IL10, IL-1 β and IL6), sodium-calcium exchanger 1, sodium-hydrogen antiporter 1 (NHE1), and
superoxide dismutase 2. Primer sequences and PCR conditions are presented in Table 2. After testing
several housekeeping genes (cardiac α-actin, β-actin, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), 60S acidic ribosomal protein P0 (RPLP0), and hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRT1)), GAPDH was chosen for its intergroup stability.

Table 2. Real-time PCR primers used in this study.

Gene Sequence (5′-3′)

β-Actin (NM_031144.3) (F) TCTGTGTGGATTGGTGGCTCTA
(R) CTGCTTGCTGATCCACATCTG

Catalase (NM_012520.2) (F) CCTGACATGGTCTGGGACTTC
(R) AGCTTGAAGGTGTGTGAGCC

GAPDH (NM_017008.4) (F) GAACATCATCCCTGCATCCA
(R) CCAGTGAGCTTCCCGTTCA

IL10 (NM_012854.2) (F) GTAGAAGTGATGCCCCAGGC
(R) AGACACCTTTGTCTTGGAGC

IL-1β (NM_031512.2) (F) AAATGCCTCGTGCTGTCTGA
(R) GGTGTGCCGTCTTTCATCAC

IL6 (NM_012589.2) (F) AGCGATGATGCACTGTCAGA
(R) GGAACTCCAGAAGACCAGAGC

NCX1 (NM_019268.3) (F) TGTTGTTAAATGAGCTTGGTGG
(R) TTACGGTAGAGGGAATCGGATG

NHE1 (NM_012652.1) (F) AACGGCTGCGGTCCTATAAC
(R) CGAGACATGGTGGGTGAGTC

SOD2 (NM_017051.2) (F) TGAACAATCTGAACGTCACCG
(R) CCTTAGGGCTCAGGTTTGTC

(F): Forward; (R): Reverse. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IL-1β: Interleukin-1β; IL-6:
Interleukin-6; IL-10: Interleukin-10; NCX1: Sodium-calcium exchanger 1; NHE1: Sodium-proton exchanger 1; and
SOD2: Superoxide dismutase 2.
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2.10. Other Biochemical Determinations

During the dietary period, glycemia was determined three times a week in a blood droplet
collected at the extremity of the tail with a glucose analyzer (ACCU-CHEK Softclix, Newpharma, Liège,
Belgium). Insulinemia was determined on the day of sacrifice using an immunoassay kit (Eurobio
Laboratoire Abcys, Courtaboeuf, France). Circulating lipids (non-esterified fatty acids, triglycerides,
total, high-density lipoprotein, and low-density lipoprotein cholesterols) were assayed with commercial
kits (Diasys, Grabels, France). Other plasma compounds, namely creatinine, sodium, and chloride,
were analyzed using commercially-available kits (Abcam, Paris, France). Myocardial total collagen
was assessed with a kit manufactured by Quickzyme (Leiden, The Netherlands).

2.11. Fatty Acid Composition of Cardiac Phospholipids

Total lipids were extracted from cardiac tissues according to Folch et al.’s procedure [44]. Lipid
extracts were prepared from approximately 50 mg of cardiac tissue using 4 mL of chloroform-methanol
(2:1 v/v) and 1 mL of 0.9% NaCl. After phospholipid separation on Sep-Pack cartridges and
methylation of total lipids, fatty acid methyl esters were separated by gas chromatography as
previously described [45].

2.12. Statistical Analysis

Results are expressed as mean ± SEM according to statistical distribution (assumption of normality
assessed with the Shapiro-Wilk test). Survival curves were treated with a Log-rank Mantel-Cox test.
The repeated measures were analyzed by Repeated-Measures ANOVA. Concerning non-repeated
measures, quantitative variables were compared between groups by ANOVA or Kruskal-Wallis tests
when assumptions required for the ANOVA were not met (normality and homoscedasticity analyzed
with the Bartlett test). When appropriate (omnibus p-value < 0.05), a post-hoc test to take into account
multiple comparisons was performed: Tukey-Kramer post ANOVA and Dunn after Kruskal-Wallis
test. When only two groups were compared, a Mann-Whitney test was carried out. Statistical analyses
were performed with the NCSS 2010 software (NCSS LLC, Kaysville, UT, USA).

3. Results

3.1. Glycemia and Insulinemia

All diabetic animals displayed hyperglycemia on or before the third day after the STZ injection
(+234% compared to the CTRL rats, p < 0.001, Figure 1A). In parallel, insulinemia was reduced in
all the STZ-injected rats (−55% compared to the CTRL animals, p < 0.05, Figure 1B). The glycemia
was then kept at a high level in the diabetic groups, and the insulinemia remained low until the end
of the protocol. For these two parameters, no fortification-related differences were observed for the
diabetic animals.
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3.2. Survival Rate

Diabetes induction affected the survival rate of the animals (Figure 2). No death occurred in
the CTRL group. However, mortality occurred in all the animals which became diabetic. Statistical
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analysis of the survival curves indicated that mortality increased greatly in the DIAB+EPA group
(no survival at the completion of the protocol) compared to the CTRL group. Addition of GTE alone
reduced death compared to the DIAB+EPA group. Furthermore, GTE enrichment greatly prevented
the deleterious influence of EPA. However, GTE and GTE+EPA enrichments did not improve survival
compared to the DIAB group. Since death occurred in all diabetic groups, the laboratory’s animal
wellbeing facility did not authorize the reiteration of the protocol. Taking into account misses due to
heart perfusion, the sample sizes at the end of the experiment were eight, five, zero, seven, and five for
the CTRL, DIAB, DIAB+EPA, DIAB+GTE, and DIAB+EPA+GTE groups, respectively.
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3.3. Fatty Acid Composition of Cardiac Phospholipids

The fatty acid composition of membrane phospholipids is presented in Table 3. Diabetes induction
and the different fortifications did not modify the proportions of saturated, mono-unsaturated, and
polyunsaturated fatty acids (SFAs, MUFAs, and PUFAs). However, they did alter the fatty acid profile
of each lipid class. In general, diabetes induction increased all the SFAs except palmitic acid (C16:0)
which decreased compared to the CTRL group (−29% in general, p < 0.001). Similarly, the majority of
MUFAs increased, with the exception of C16:1ω7 and C18:1ω7 which decreased (−87% and −77% in
general, p < 0.01 and p < 0.001). Diabetes mellitus also increased theω6/ω3 PUFA ratio, mainly by
augmenting C18:2 ω6 (+31%, p < 0.05) and reducing C22:6 ω3 (−54%, p < 0.001). GTE enrichment did
not modulate the impacts of diabetes. In contrast, EPA enrichment in the context of diabetes and GTE
addition limited the proportions of long-chainω6 PUFAs C22:4ω6 and C22:4ω6 (−52% and −82%,
p < 0.05 and p < 0.01, respectively) in favor of membrane EPA (+3.9% in general, p < 0.01).
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Table 3. Fatty acids composition of cardiac phospholipids.

Fatty Acid CTRL DIAB DIAB+GTE DIAB+EPA+GTE p-Value

C12:0 0.44 ± 0.05 0.42 ± 0.02 0.34 ± 0.04 0.65 ± 0.17 NS
C14:0 0.32 ± 0.07 a 0.30 ± 0.08 a 0.30 ± 0.06 a 0.69 ± 0.15 b p < 0.05
C15:0 0.23 ± 0.03 a 0.30 ± 0.04 ab 0.32 ± 0.01 ab 0.40 ± 0.04 b p < 0.05
C16:0 13.6 ± 0.4 a 9.1 ± 0.6 b 10.0 ± 0.6 b 9.9 ± 0.5 b p < 0.001
C17:0 0.30 ± 0.01 a 0.36 ± 0.02 b 0.39 ± 0.01 b 0.39 ± 0.01 b p < 0.001

C18:0 DMA 0.31 ± 0.04 a 0.61 ± 0.10 b 0.67 ± 0.02 b 0.73 ± 0.11 b p < 0.01
C18:0 19.0 ± 0.3 a 23.1 ± 0.2 b 23.2 ± 0.2 b 22.4 ± 0.3 b p < 0.001
SFAs 34.2 ± 0.4 34.2 ± 0.7 34.4 ± 0.4 36.1 ± 0.6 NS

C15:1 0.08 ± 0.01 a 0.21 ± 0.03 b 0.24 ± 0.03 b 0.19 ± 0.05 b p < 0.01
C16:1ω7 0.54 ± 0.05 a 0.06 ± 0.02 b 0.08 ± 0.01 b 0.07 ± 0.01 b p < 0.01

C17:1 0.24 ± 0.02 0.20 ± 0.04 0.21 ± 0.02 0.25 ± 0.03 NS
trans-C18:1 0.01 ± 0.01 a 0.18 ± 0.00 b 0.20 ± 0.01 b 0.19 ± 0.02 b p < 0.01
C18:1ω9 4.0 ± 0.2 a 6.5 ± 0.6 b 6.5 ± 0.5 b 7.2 ± 0.6 b p < 0.01
C18:1ω7 5.0 ± 0.2 a 1.1 ± 0.1 b 1.2 ± 0.0 b 1.2 ± 0.1 b p < 0.001
C22:1ω9 0.87 ± 0.02 a 0.81 ± 0.08 ab 0.86 ± 0.14 ab 0.68 ± 0.06 b p < 0.05
MUFAs 10.8 ± 0.4 9.2 ± 0.5 9.4 ± 0.4 10.3 ± 0.5 NS

C18:2ω6 23.5 ± 0.3 a 30.9 ± 2.9 b 30.1 ± 1.1 b 30.1 ± 2.3 b p < 0.05
C20:2ω6 0.04 ± 0.02 0.00 ± 0.00 0.03 ± 0.02 0.09 ± 0.06 NS
C20:3ω6 0.20 ± 0.02 a 0.55 ± 0.01 b 0.50 ± 0.02 b 0.43 ± 0.02 c p < 0.001
C20:4ω6 18.2 ± 0.4 a 17.8 ± 1.7 ab 18.6 ± 1.0 ab 15.7 ± 1.1 b p < 0.05
C22:4ω6 0.66 ± 0.04 a 0.58 ± 0.04 a 0.58 ± 0.06 a 0.28 ± 0.02 b p < 0.05
C22:5ω6 0.77 ± 0.07 a 0.50 ± 0.12 ab 0.41 ± 0.09 bc 0.09 ± 0.02 c p < 0.01
ω6PUFAs 43.6 ± 0.6 a 50.4 ± 1.6 b 47.8 ± 1.7 b 48.3 ± 0.6 b p < 0.01

C20:5ω3 0.01 ± 0.01 a 0.03 ± 0.02 a 0.05 ± 0.02 a 1.21 ± 0.12 b p < 0.01
C22:5ω3 1.19 ± 0.10 a 1.58 ± 0.26 ab 2.21 ± 0.41 b 3.72 ± 0.97 b p < 0.05
C22:6ω3 10.2 ± 0.57 a 4.7 ± 1.0 b 4.0 ± 0.2 b 3.3 ± 0.4 b p < 0.001
ω3 PUFAs 11.4 ± 0.6 a 6.3 ± 1.2 b 6.2 ± 0.5 b 7.7 ± 0.2 ab p < 0.01

PUFAs 55.0 ± 0.5 56.6 ± 0.7 55.5 ± 0.6 55.5 ± 0.4 NS

ω6/ω3 PUFAs 3.9 ± 0.3 a 9.8 ± 2.3 b 7.4 ± 1.1 b 5.5 ± 0.7 ab p < 0.05

CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract; and EPA: Eicosapentaenoic acid. SFAs: Saturated
fatty acids; MUFAs: Mono-unsaturated fatty acids; and PUFAs: Polyunsaturated fatty acids. a, b, c: means without
a common letter on a same line are significantly different.

3.4. Morphological Data and Food Intake

During the first three weeks of feeding, all the animals gradually increased their body mass
(Figure 3A). This was particularly noticeable amongst rats fed with an HFD, whose fat masses increased
markedly more than those of the CTRL rodents (+45% in general, p < 0.01, Figure 3B). Consequently,
the part of lean mass was reduced in HFD-fed rats (−8%, p < 0.05, Figure 3C).

After the 21st day, weight gain was maintained in the CTRL group until the end of the study,
unlike animals injected with STZ. This groups’ body weight fell (−15% in general compared to day
21, p < 0.001), and their fat mass decreased (−32% in general compared to day 21, p < 0.001). Despite
the body weight loss, the DIAB+EPA+GTE group’s food intake increased following the STZ injection,
eventually surpassing the intake of the CTRL group at the end of the experiment (+126%, p < 0.05).

3.5. Plasma Biochemical Parameters

Plasma sodium and chloride concentrations decreased in all diabetic animals (−6 and−9%, p < 0.01
and p < 0.001, Figure 4A). This was also true for creatinine concentration (−21%, p < 0.001, Figure 4B).

Diabetes altered the plasma lipid profile (Figure 4C). In general, the pathology increased plasma
triglycerides, total cholesterol, LDL-cholesterol, and non-esterified fatty acid concentrations compared
to the CTRL group (+1276, +63, +337, and +794%, p < 0.01, p < 0.05, p < 0.001, and p < 0.001, respectively).
However, this was not verified for the GTE group which did not differ significantly from the CTRL group
for plasma triglycerides and total cholesterol. As shown by a Mann-Whitney test, the GTE enrichment
also reduced the plasma NEFA concentration compared to the DIAB group (−59%, p < 0.05).
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Figure 3. Morphological data and food intake. (A) Evolution of the body weight in the different groups;
(B) Evolution of the fat mass in the different group; (C) Evolution of the lean mass in the different
group; and (D) Rat food intake over the course of the study. CTRL: Control group; DIAB: Diabetic
rats; GTE: Green tea extract enrichment; and EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment. *: CTRL group
different to the others groups; #: CTRL group different to the DIAB group; £: CTRL group different to
the DIAB+EPA+GTE group; †: DIAB group different to the DIAB+GTE group; ¤: DIAB group different
to the DIAB+EPA+GTE group; and §: DIAB+GTE group different to the DIAB+EPA+GTE group.
One symbol: p < 0.05; two symbols: p < 0.01; and three symbols: p < 0.001.

3.6. Cardiac Morphology and Mechanical Function

Diabetes increased cardiac weight (+23% in general against the CTRL group, p < 0.001), and the
different enrichments had no impact (Table 4).

Myocardial collagen content did not show any significant changes following STZ injection.
However, the combination of dietary EPA and GTE reduced this content compared to the DIAB animals
(−24%, p < 0.05 by a Mann-Whitney test).

Regarding cardiac mechanical activity, diabetes did not lead to significant changes in coronary
flow and developed pressure. However, when it was normalized to the coronary flow, the developed
pressure was higher in the DIAB+GTE animals compared to the DIAB rats without food fortification
(+61%, p < 0.05 by a Mann-Whitney test). The perfusion pressure was higher in the DIAB rodents than
in those of the CTRL group (+68%, p < 0.05), whilst the perfusion pressures of the GTE and EPA+GTE
groups were between those of the CTRL and DIAB groups.
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Figure 4. Plasma biochemical parameters. (A) Plasma ion diagram; (B) Plasma creatinine levels; and
(C) Plasma lipid profiles. CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract enrichment;
and EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment. Na: Sodium concentration; Cl: Chloride concentration;
TG: Triglycerides; HDL-c: HDL-cholesterol; LDL-c: LDL-cholesterol; HDL/LDL: HDL-cholesterol to
LDL-cholesterol ratio; and NEFA: Non-esterified fatty acids. * Different to the CTRL group. # Different to
the DIAB group. One symbol (*): p < 0.05; two symbols (**): p < 0.01; and three symbols (***): p < 0.001.

Table 4. Cardiac morphological and functional parameters.

Cardiac Parameters CTRL DIAB DIAB+GTE DIAB+EPA+GTE

Heart mass
(g/100 g of body weight) 0.26 ± 0.01 0.32 ± 0.01 *** 0.33 ± 0.01 *** 0.30 ± 0.01 ***

Collagen
(µg/mg of proteins) 163 ± 5 170 ± 15 154 ± 24 129 ± 6 #

Coronary flow
(mL/min/g of heart) 8.29 ± 0.38 9.40 ± 0.46 8.87 ± 0.76 9.38 ± 0.21

Developed pressure
(mmHg) 66.7 ± 4.2 51.3 ± 10.3 73.0 ± 4.3 66.2 ± 10.1

Developed pressure/coronary flow
(mmHg/mL/min/g of heart) 8.03 ± 0.34 5.76 ± 1.45 9.29 ± 1.17 # 7.03 ± 1.00

Heart rate
(bpm) 368.0 ± 0.3 368.6 ± 0.2 368.6 ± 0.4 368.4 ± 0.2

RPP
(bpm·mmHg) 24425 ± 1534 19021 ± 3795 26947 ± 1580 24377 ± 3721

dPdtmax
(mmHg·s−1) 2458 ± 341 1532 ± 310 2067 ± 356 1988 ± 322

dPdtmin
(mmHg·s−1) −1497 ± 119 −1277 ± 280 −1749 ± 98 −1565 ± 201

Perfusion pressure
(mmHg) 50.4 ± 6.0 84.8 ± 11.1 * 70.4 ± 5.7 67.04 ± 10.8

CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract enrichment; and EPA: Eicosapentaenoic acid
enrichment. *: Different to the CTRL group; #: Different to the DIAB group. One symbol (* or #): p < 0.05; two
symbols (**): p < 0.01; and three symbols (***): p < 0.001.

3.7. Coronary Reactivity

The highest EDD (Figure 5A) was observed in the CTRL group. It was strongly decreased by
diabetes (−55% in general at the highest injected Ach dose, p < 0.001). Interestingly, GTE enrichment
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associated with EPA fortification increased EDD compared to the diabetic group without enrichment
(+167% when the injected Ach dose was 40 pmoles, p < 0.001). The diabetes-induced decrease in EDD
was mainly due to a decrease in ECVA (Figure 5B) which was close to zero in all of the diabetic groups,
but also to a reduction of EID (−35% in general at the highest injected SN dose, p < 0.05, Figure 5C).
The improved EDD in the DIAB+EPA+GTE group was related to an improved EID (+54% compared
to the DIAB group when 500 pmoles of SN was injected, p < 0.05), but also to an enhancement of
ECVA (+302% compared to the DIAB+GTE group when the injected Ach dose was 40 pmoles, p < 0.05).
Conversely, GTE enrichment alone did not induce a significant improvement of EDD compared to the
non-fortified animals.
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Figure 5. Coronary reactivity. (A) Endothelial-dependent vasodilatation due to the combined
activities of endothelial and smooth muscle; (B) Endothelial cell vasodilation capacities; and
(C) Endothelial-independent vasodilatation due the smooth muscle cells. CTRL: Control group;
DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract enrichment; and EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment.
* CTRL group different to the others groups; #: CTRL group different to the DIAB group; ¤: DIAB group
different to the DIAB+EPA+GTE group; and §: DIAB+GTE group different to the DIAB+EPA+GTE
group. One symbol: p < 0.05; two symbols: p < 0.01; and three symbols: p < 0.001.
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3.8. Inflammation of Myocardial Tissue

Myocardial inflammation was first investigated by examining the activation of the NF-κB pathway.
IκBα is known to inhibit activation of the NF-κB pathway, and the DIAB group displayed lower
levels of this protein than the CTRL group (−56%, p < 0.001, Figure 6B). In contrast, GTE and
EPA+GTE enrichments restored IκBα to levels close to that of the CTRL group. Despite the observed
modifications of IκBα, diabetes induction and dietary fortifications did not change mRNA expression
of the pro-inflammatory interleukins targeted in the study (IL-1β, 6, and 10, Figure 6A).
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Figure 6. Inflammation parameters. (A) Inflammation-related mRNA expression; (B) Inflammation-related
protein expression; and (C) Representative immunoblots. CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats;
GTE: Green tea extract enrichment; and EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment. *: Different to the
CTRL group; #: Different to the DIAB group. One symbol: p < 0.05; two symbols: p < 0.01; and three
symbols: p < 0.001.

3.9. Cardiac Oxidative Stress

Diabetes induction altered neither the gene expressions of catalase mRNA level, a cytosolic H2O2

scavenger, nor SOD2, a mitochondrial superoxide detoxifier (Figure 7). In contrast, when both EPA and
GTE were added to the diet, increased catalase mRNA expression was found compared to the situations
with or without GTE fortification (+107% and +96%, p < 0.001). Diabetic rats fortified with GTE
displayed reduced SOD2 mRNA expression compared to healthy animals with the normolipidic diet
(−52%, p < 0.05). However, the rodents fed EPA associated with GTE ceased presenting this difference.
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Figure 7. Oxidative stress parameters. CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea
extract enrichment; EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment; +: Sample processed to detect protein
carbonylation; −: Negative control of protein carbonylation; and MW: Molecular weight. *: Different to
the CTRL group; #: Different to the DIAB group; §: DIAB+GTE group different to the DIAB+EPA+GTE
group. One symbol: p < 0.05; two symbols: p < 0.01; and three symbols: p < 0.001.

In the mitochondria, protein carbonylation was increased in all the diabetic groups (+130% in
general compared to the CTRL group, p < 0.01, Figure 7). Protein nitrosylation was reduced by diabetes
induction (−32%, p < 0.05), but restored with GTE and EPA+GTE enrichments. SOD1 and GPX1
expressions were unaffected by the different manipulations. Similarly, UCP3 and SIRT3 expressions
were unchanged.

In the whole myocardium (Figure 7), NOX1 expression was unchanged by diabetes except in
the GTE-enriched group where it was reduced (−56%, p < 0.05). No variations of SOD1 and SOD2
levels were found but diabetes led to a rise of SOD2 acetylation in DIAB and DIAB+GTE groups (+44%
and +35%, respectively, p < 0.001). The acetylation was even higher in the DIAB+EPA+GTE group
compared to the other two diabetic groups (+46% and +56%, p < 0.001). The SOD2 hyperacetylation led
to an increased Ac-SOD2/total SOD2 ratio in the DIAB+GTE and DIAB+EPA+GTE groups compared
to the CTRL one (+31% and +34%, respectively, p < 0.05). In the DIAB group without fortification, the
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ratio was not significantly increased. No difference was observed in the levels of myocardial GPX1 and
SIRT1 proteins.

3.10. Energy Metabolism and Mitochondrial Pathways-Related Factors

Lysine acetylation of cardiac and mitochondrial proteins reflects the β-oxidation intensity. It was
higher in the diabetic rats, particularly when their diet was enriched with GTE (+197% and +337%
for the DIAB+GTE and DIAB+EPA+GTE groups, p < 0.05, Figure 8B,C). This occurred while CPT1
expression was unchanged.
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Figure 8. Factors related to the energy metabolism. (A) NCX1 and NHE1 mRNA expression;
(B) Energy metabolism-related myocardial proteins; (C) Mitochondrial acetylated-lysine levels; and
(D) Representative immunoblots. CTRL: Control group; DIAB: Diabetic rats; GTE: Green tea extract
enrichment; and EPA: Eicosapentaenoic acid enrichment. *: Different to the CTRL group. One symbol:
p < 0.05; two symbols: p < 0.01; and three symbols: p < 0.001.

Concerning glucose oxidation, the expression of the PDK4 protein, known to inhibit pyruvate
conversion to acetylCoA, was increased by diabetes induction (+415% in general, p < 0.01, Figure 8B).

Finally, NCX1 and NHE1 connect metabolic acidosis with intracellular calcium, cardiac mechanical
activity, and cellular death. Their gene expressions were decreased in the DIAB and DIAB+GTE
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groups (−38% and −31% in general, p < 0.01), but restored close to the CTRL value by the EPA+GTE
enrichment (Figure 8A).

4. Discussion

This study set out (i) to determine the impact of diabetes induced by the association of STZ
injection with a HFD on cardiac function; (ii) to evaluate the effects of enrichments with EPA, GTE,
and a combination of both on the consequences observed in this model; and (iii) to examine the
mechanisms involved.

4.1. Experimental Model

A high dose or several low doses of STZ leads to type I diabetes [46]. In this study, we chose a single
low-dose of STZ combined with a HFD to try to trigger type II diabetes (T2D). Several studies have
shown that STZ-induced diabetes in combination with a HFD induces either insulin resistance or T2D
(early or even late T2D) [47]. However, diabetes characterization was not always performed [48]. In all
cases, the treatment always triggered diabetes mellitus. In our study, the glycemia and insulinemia
after STZ injection confirmed diabetes induction, but we do not know if it is late T2D or a type I form, in
view of the insulin deficiency. Indeed, we were unable to determine the homeostatic model accessment
of insulin resistance (HOMA) index, since animal weakness did not allow starvation for several hours.

4.2. Animal Morphology and Survival Rate during Diabetes

HFD was provided to create an overweight condition with fat mass accumulation before the STZ
injection [49,50]. Our data indicate that the HFD-induced body weight gain was mainly due to fat mass
accumulation during this period. However, after diabetes induction the animals displayed a loss of fat
mass compared to healthy animals. This decrease was particularly severe in the DIAB+EPA+GTE
group. This is surprising since the animals of this group consumed the highest quantity of calories
over the post-injection period. Energy wasting probably occurred in this group. Moreover, the
lean mass was also decreased. The variation ranged from −5.4 ± 3.9 in the DIAB group to −9.0
± 4.4% in the DIAB+EPA+GTE one. Diabetic hyperglycemia with insulin deficiency is known to
promote hyperosmolarity leading to plasmolysis and therefore tissue dehydration. The phenomenon
is characterized by hypochloremia and hyponatremia in the case of diabetic acidosis [51]. Low levels of
plasma sodium and chloride ions were observed in our study indicating that dehydration contributed
to the loss of lean mass. Furthermore, this was also associated with a decreased plasma creatinine
concentration which suggests muscle atrophy and sarcopenia.

The morphological data also highlight the deleterious effect of EPA during diabetes mellitus.
Indeed, the DIAB+EPA rats displayed a radical increase in mortality, occurring a few days after the
STZ injection, and accompanied with a severe drop in body weight (see Figure 3A). Dehydration
can partly explain this loss, since these animals showed a clear decrease in skin elasticity. In 2015, Li
et al. published a meta-analysis outlining the deleterious impact of ω3 PUFAs on the treatment of
diabetes in caucasian patients [52]. The authors explained the phenomenon by the need to associate
antioxidants with omega 3 PUFAs for the treatment of pathologies associated with high oxidative
stress [53,54]. EPA is known to be highly susceptible to lipid peroxidation [55]. Our study reaches the
same conclusion by showing the protective effect of GTE as an antioxidant in association with EPA.
The simple combination of EPA with GTE did indeed allow the drop in body weight to be partially
prevented, and thus improve the survival rate.

4.3. Cardiac Effects of the Various Interventions

Physiological Effects

The diabetes mellitus induced in the present study triggered cardiac hypertrophy irrespective
of dietary fortifications. Diabetes in general, and especially type II diabetes, causes hypertension
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in humans, and this has also been proven in rats [56,57]. Hypertension in turn leads to cardiac
hypertrophy [58–60].

In our study, cardiac mechanical activity was assessed ex vivo by using a model of isolated heart
perfused at constant coronary flow. By providing similar amounts of oxygen and substrates to the
cells, this model allows the estimation of cardiomyocyte health. No significant differences were noticed
except a GTE-related activation of cardiomyocytes in comparison with the diabetic situation without
fortification. This can reflect an increased intracellular calcium concentration. Perfusion at constant
flow does not reflect the in vivo situation in which the coronary flow is fixed according to the preload
pressure. This is the reason why we determined the coronary reactivity, which was greatly decreased
by diabetes, slightly improved by GTE and significantly enhanced by the combination of EPA and
GTE. Increased coronary reactivity supports increased vascular irrigation when the heart is perfused
at constant pressure. This suggests that the in vivo hearts of the DIAB+EPA+GTE rats were better
perfused than both those of the DIAB rodents and those of the DIAB+GTE rats receiving intermediary
quantities of blood. Since the heart acts as an engine, increasing perfusion improves contraction.
Indeed, in a previous ex vivo study we noticed that doubling the coronary flow doubled the developed
pressure. In vivo, contractile strength should be the highest in the DIAB+EPA+GTE group and the
lowest in the DIAB one. These results fit well with the rate of fibrosis estimated as myocardial collagen.
Indeed, cellular death and fibrosis levels were lowest in the DIAB+EPA+GTE group and highest in the
DIAB group. Their levels were moderate in the DIAB+GTE group, but the developed pressure was
activated: Calcium spikes were probably increased, but not enough to induce a high rate of cellular
death. Our results indicate that cardiac health can be sequenced as follows: CTRL > DIAB+EPA+GTE
> DIAB+GTE > DIAB. Oxidative stress, membrane lipid composition and metabolism were evaluated
in order to understand the mechanisms of the observed effects on the heart.

4.4. Oxidative Stress

Oxidative stress plays a fundamental role in diabetes. In our study, the pathology led to high
levels of mitochondrial protein carbonylation as described in the literature [61,62]. This was due to the
high rate of SOD2 acetylation, which meant that superoxide anions were not detoxified to H2O2, and
thus caused huge molecular damages to the mitochondria. Nitrosylation of mitochondrial proteins
was reduced in the DIAB group compared to the CTRL one and restored above control in the two
fortified groups. This reaction results from the interaction of nitric oxide (NO) and superoxide anions,
which leads to the formation of peroxynitrites which react with tyrosine residues of cellular proteins.
Our results show that NO formation was probably low in the high oxidative context of the DIAB
group. In diabetes, NO synthase is uncoupled due to the decrease in the redox potential. This increases
superoxide anion formation at the expense of NO [63,64]. In contrast, NO synthesis was probably
high in the two fortified groups. This suggests lower oxidative stress. The similar rates of protein
carbonylation in the three hyperglycemic groups might have resulted from a saturation of the sites
susceptible to carbonylation. The information concerning the oxidative stress [(DIAB > (DIAB+GTE ≈
DIAB+EPA+GTE) > CTRL] and NO synthase activity [(DIAB+GTE ≈ DIAB+EPA+GTE) > DIAB] are
confirmed by the inflammation status. During diabetes, the oxidative stress promotes inflammation
by activating the NF-κB pathway through IκBα release and degradation. IκBαwas decreased in the
DIAB group while the intake of GTE, with or without EPA, prevented this decrease and therefore
limited inflammation.

Changes in oxidative stress and NO availability can play a fundamental role in coronary reactivity,
which depends on two types of vascular cells: Endothelial and smooth muscle cells. Endothelial cells
release vasoactive agents (NO, prostacyclin, and thromboxane) which regulate the tonus of smooth
muscle cells. In this work, as evidenced by the changes in EID and EDD, both types of vascular
cells were damaged. An oxidative stress-related decrease in NO availability in the three diabetic
groups perfectly explains the reduced ECVA compared to that of the CTRL group. A lower NADPH
oxidase 1 myocardial expression was shown with GTE enrichment. NOX1 is expressed in endothelial,
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smooth muscle, and adventitial cells of the vasculature. It promotes endothelial dysfunction and
hypertrophy of smooth muscle cells [65] through release of superoxide anions. Its activity is stimulated
in cases of hyperglycemia and hyperlipidemia [66]. The lipid-lowering effect of GTE has already been
described [67,68], and it was confirmed in our study in the diabetic situation. As a consequence, NOX1
protein expression reduced, thus protecting both vascular cells and coronary reactivity. Moreover, we
noticed a slight improvement of ECVA with EPA+GTE compared to those of the other two diabetic
groups. Other vasoactive agents such as prostaglandins and leukotrienes may be responsible for the
improved ECVA.

4.5. Fatty Acid Composition of Cardiac Phospholipids

Diabetes promoted the accumulation of long-chain SFAs and C18:2 n-6 while reducing the
proportion of docosahexaenoic acid (DHA or C22:6ω3) and increasing theω6/ω3 ratio.

The influence of HFDs on cardiac function in non-diabetic subjects has been extensively studied by
our group and other investigators. We observed an increased proportion of arachidonic acid in cardiac
phospholipids at the expense of C18:2ω6 [49]. This suggests increased release of cyclooxygenase and
lipoxygenase products. The changes in membrane lipid composition were associated with improved
coronary reactivity, cardiac mechanical function, and mitochondrial energy metabolism [69], as well as
reduced myocardial oxidative stress [54]. We confirmed the influence of abdominal obesity on the
function of human atrial mitochondria (publication in process). In the present study, we associated
STZ-induced hyperglycemia with HFDs and found opposite results. Indeed, the conversion from C18:2
ω6 to C20:4 ω6 decreased, suggesting reduced prostaglandin and leukotriene synthesis. This was
associated with a deteriorated coronary reactivity. The reduced fluxes maybe a reaction of the heart to
an excessive production of harmful vasoconstrictors synthesized from PUFAs in diabetic situations
(e.g., thromboxane A2). Excess cellular calcium and/or oxidative stress may have shifted eicosanoid
synthesis from vasodilators towards vasoconstrictors.

In contrast, dietary EPA reduced the proportion of long-chainω6 PUFAs (C22:4ω6 and C22:5ω6)
and increased that of EPA. This is known to be beneficial for the heart [26,70]. Variations in LC-PUFAs
of membrane phospholipids may impact cardiac vascular reactivity due to the vasoactive properties of
the metabolites formed fromω3 andω6 fatty acids [71,72]. An improved vascular reactivity due toω3
PUFAs has been observed in type II diabetes [73]. This is consistent with our results since we observed
an improved EDD in the DIAB+EPA+GTE group compared to the DIAB group.

4.6. Energy Metabolism

In addition to its lipid-lowering properties, green tea also protects against lipid peroxidation [74],
thus promoting the β-oxidation of fatty acids and providing the optimal substrate for mitochondria
in this diabetes model. This avoids energy deficiency and the onset of heart failure. The rate of
acetylated-lysine protein in myocardial tissue and mitochondria noticed in our study corresponded with
a higher rate of β-oxidation in the GTE-enriched groups and with the results of other investigators [75].
This may be due to green tea EGCG, which is known to improve lipid transport and fatty acid
β-oxidation in obesity and type II diabetes [76]. Alongside this, an increased protein expression of
PDK4, an inhibitor of the pyruvate dehydrogenase, was observed in all diabetic animals. This increase
indicates an inhibition of glucose oxidation. The shift from glucose oxidation toward fatty acid
degradation is typical of myocardial insulin resistance and suggests that our STZ-treated and HFD-fed
rodents had reached late T2D. In the longer term, this could harm cardiac health, as favoring lipid
degradation at the expense of glucose oxidation is detrimental [77,78].

Some of our experimental groups did not display complete β-oxidation because diabetes mellitus
provokes ketoacidosis. This results in cellular acidosis, which can be reinforced by excess anaerobic
glycolysis, since pyruvate oxidation was partially blocked by diabetes. We measured NHE1 and
NCX1 gene expressions in the present study. In physiological conditions, NCX1 contributes to calcium
washout from the cardiomyocytes. However, cellular acidosis couples NCX1 activity to that of NHE1,
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and proton exclusion favors increased cellular calcium, activation of the contractile machinery, and
apoptosis in paroxysmal situations [79]. NHE1 and NCX1 gene expressions decreased in the DIAB
and DIAB+GTE groups, suggesting that the cardiac cells prevented excessive activation of this axis
because of acidosis. Inhibition of NHE1 has a cardio-protective effect by limiting NCX1-related
calcium overload [80]. It has been shown that green tea epicatechin inhibits NHE1 in erythrocytes [81].
This probably limited excess intracellular calcium in the DIAB+GTE rats compared to the DIAB rodents.
Cardiac pressure thus increased since calcium concentration remained high, but not high enough to
induce cellular death. Moreover, as suggested by the NHE1 and NCX1 gene expressions, acidosis was
not observed in the EPA+GTE-fortified rodents. Alongside this, coronary reactivity was quasi-normal
and fibrosis was low. This suggests that calcium did not accumulate in cardiac cells in spite of the high
degree of mitochondrial oxidative stress.

5. Conclusions

The combination of HFDs with STZ-induced diabetes in rodents triggered diabetes mellitus, probably
corresponding to late T2D. This slightly decreased the survival rate of the animals. Most importantly,
addition of EPA to the diet drastically increased the rate of mortality due to dehydration and catabolism.
However, this phenomenon was counterbalanced by dietary GTE, probably because of its antioxidant
properties. The rate of mortality was not correlated with cardiac function, since large variations in
myocardial activities were noticed although no significant changes in survival rates were observed
between the DIAB, DIAB+GTE and DIAB+EPA+GTE groups. Diabetes-induced deteriorations in
cardiac function were related to the oxidative stress and modulation of cellular acidosis associated with
changes in cellular calcium handling. Dietary GTE fortification improved cardiac function through
two mechanisms: Improved NO production and probable epicatechin-related inhibition of NHE1.
Further addition of EPA in the diet mainly suppressed acidosis and established a favorable PUFA
profile in cardiac phospholipids. Finally, the exact mechanism by which EPA increases the mortality
rate in the diabetic situation requires further examination.
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Publication n°3 

Early sepsis does not stimulate reactive oxygen 

species production and does not reduce cardiac 

function despite an increased inflammation 

status. 

 

Après l’étude de la fonction cardiaque dans des situations de stress oxydant de niveau 

extrême, absent dans l’obésité mais sévère et chronique dans le diabète sucré, 

nous nous sommes intéressés aux effets d’un statut oxydant intermédiaire sur la fonction 

cardiaque. Pour cela, le sepsis précoce nous a semblé un modèle attractif au vu de l’évolution 

de cette pathologie de la phase hyperdynamique vers la phase hypodynamique (Flynn, 

Chokkalingam Mani, et Mather 2010).  

 

Une étude a donc été mise en place à l’aide un modèle de sepsis précoce obtenu par une 

ligature cæcale à 1,5 cm de l’apex du cæcum suivie de 2 perforations de l’organe dans la zone 

ligaturée. Trente rats Wistar ont été comparés au même nombre d’animaux opérés fictivement. 

La fonction cardiaque a été évaluée dans des conditions standard in vivo à l’aide d’une sonde 

de pression Millar et ex vivo grâce à un système de cœur isolé perfusé selon la méthode 

de Langendorff. Plusieurs paramètres impliqués dans le stress oxydant et l'inflammation 

ont été déterminés dans le plasma et le cœur.  

 

Après 48h, le sepsis précoce est accompagné d’une augmentation de l’inflammation au vu 

des taux plasmatiques et myocardiques de TNF- et d’IL-1. La fonction cardiaque 

est légèrement stimulée par le sepsis dans les situations in vivo et ex vivo. De plus, l’activité 

mécanique du coeur perfusé montre une corrélation positive avec le débit de perfusion. En effet, 

le passage d’un débit de 12 mL/min à 24 mL/min double les valeurs de pression développée 

du ventricule gauche et de la consommation en O2 du myocarde. Les modifications induites 

par le sepsis sont associées à des niveaux inchangés de stress oxydant. Cependant, plusieurs 

paramètres indiquent une production cardiaque des ROS plus faible dans le groupe soumis à un 

sepsis. 



 

Page | 156  

 

En conclusion, malgré le développement de l'inflammation, le sepsis précoce n'a pas 

augmenté la production d'oxygène réactif et n'a pas réduit la fonction myocardique. Le modèle 

de sepsis précoce par ligature et perforation cæcale a donc été validé. 
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Abstract

If it is sustained for several days, sepsis can trigger severe abnormalities of car-

diac function which leads to death in 50% of cases. This probably occurs

through activation of toll-like receptor-9 by bacterial lipopolysaccharides and

overproduction of proinflammatory cytokines such as TNF-a and IL-1b. In
contrast, early sepsis is characterized by the development of tachycardia. This

study aimed at determining the early changes in the cardiac function during

sepsis and at finding the mechanism responsible for the observed changes.

Sixty male Wistar rats were randomly assigned to two groups, the first one

being made septic by cecal ligation and puncture (sepsis group) and the sec-

ond one being subjected to the same surgery without cecal ligation and punc-

ture (sham-operated group). The cardiac function was assessed in vivo and

ex vivo in standard conditions. Several parameters involved in the oxidative

stress and inflammation were determined in the plasma and heart. As evi-

denced by the plasma level of TNF-a and gene expression of IL-1b and TNF-

a in the heart, inflammation was developed in the sepsis group. The cardiac

function was also slightly stimulated by sepsis in the in vivo and ex vivo situa-

tions. This was associated with unchanged levels of oxidative stress, but several

parameters indicated a lower cardiac production of reactive oxygen species in

the septic group. In conclusion, despite the development of inflammation,

early sepsis did not increase reactive oxygen species production and did not

reduce myocardial function. The depressant effect of TNF-a and IL-1b on the

cardiac function is known to occur at very high concentrations. The influence

of low- to moderate-grade inflammation on the myocardial mechanical behav-

ior must thus be revisited.

Introduction

Sepsis, a general infection of the organism characterized

by “blood poisoning”, is mainly due to bacterial contami-

nations. It strikes 30 million people worldwide every year

and it is in constant progression in contrast with other

pathologies such as cancer and cardiovascular diseases,

whose incidence rates remain stable over time. Despite

the medical improvements in the most developed coun-

tries, 30% of patients die from this pathology. Infants,

elderlies, and people with deficient immune system (dia-

betes, AIDS, cancer, kidney, and liver diseases) are the

most vulnerable. Severe sepsis is extremely expensive for

health systems. Indeed, the duration of hospitalization is

2–3 weeks and is often followed by organ failure, which

must be treated. A study performed by the Interpharma
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laboratory has been carried out in Switzerland in 2001 in

order to estimate the costs linked to sepsis. In this study,

Schmid et al. (2004) count approximately 10,000 cases of

sepsis treated in Switzerland each year with 60 percent

being severe sepsis. The costs for each patient reach

14,000 CHF, leading to global costs of 1 billion 400 mil-

lion CHF. This amount of money includes only costs dur-

ing hospitalization: the other costs resulting from possible

complications and ambulatory cares are not taken into

consideration. Moreover, the direct costs corresponding

to the costs triggered during the stay in care units depict

only 30 percent of global costs. Indirect costs related to

productivity loss (sick leave, early retirement, and prema-

ture death) reach 100,000 CHF per patient with 95%

being due to premature death.

Severe sepsis induces a general inflammation of the

organism, abnormal blood clotting and systemic hypoten-

sion (Schouten et al. 2008). In most severe cases, when the

hypotension is not resuscitated with crystalloid solution

perfusion, the illness provokes a septic shock, which gener-

ally leads to death. Sepsis provokes multi-organ ravages

with the heart being responsible of death in 50% of cases

(Smeding et al. 2012). The up-to-date measurement tech-

niques of cardiac function (echography, MRI) do not

reveal important modifications of this parameter during

sepsis, except a decrease in diastolic function followed by a

reduction of systolic function in the sickest patients (Hun-

ter and Doddi 2010; Flynn et al. 2010). The most evident

abnormality of the cardiovascular function is a decrease in

arterial pressure associated with an initial compensatory

stimulation of the heart rate (Cheung et al. 2015). The

activation of the cardiac pump has for a long period been

made responsible for the exhaustion of cardiomyocytes

and the cardiac failure associated with the septic shock.

Moreover, the systemic hypotension and associated

increase in plasma fibrinogen (reduction of blood fluidity)

suggests organ hypo-perfusion and ischemia as the cause

of the multi-organ ravages. This hypothesis has however

been recently modulated by the study of Antonucci et al.

(2014) who demonstrated area of local ischemia in the

myocardium of septic patients especially when the

hypotension was severe. A more recent hypothesis has

however emerged: bacterial lipopolysaccharides inhibit the

contractility of isolated cardiomyocytes through a stimula-

tion of the NFjB pathway (Avlas et al. 2011; Hobai et al.

2015). In polymicrobial sepsis, this would occur through a

stimulation of Toll-like receptor 9 which is known to trig-

ger cardiac failure (Lohner et al. 2013) and death (Plitas

et al. 2008). The phenomenon occurs through cellular

death (V�ıctor et al. 2009). According to the literature, sep-

sis-related cardiac disorders are due to the production of

proinflammatory cytokines that are known to depress car-

diac function (Ferrari 1999; Bujak and Frangogiannis

2009). However, this effect is observed only at very high

cytokine concentrations and may not have clinical signifi-

cance (Ferrari 1999). Moreover, cardiac mitochondria are

important in the etiology of sepsis. Indeed, this pathology

triggers a reduction of the oxidative phosphorylation asso-

ciated with an important oxidative stress detected through

a decrease in the aconitase/fumarase ratio (Mason and Sto-

fan 2008). This is however in contradiction with the initial

sepsis-induced stimulation of the heart rate, since more

energy is necessary to satisfy the needs of the cardiomy-

ocytes.

This study aimed at determining the changes in the

cardiac function during the early phase of sepsis in rela-

tion with the inflammatory status. We also investigated

whether this was associated with an oxidative stress in

plasma and heart. To perform this study, sepsis was

induced in the rat by cecal ligation and puncture and it

was maintained for 24 h. The cardiac function was then

determined in vivo with a Millar pressure gauge inserted

into the cavity of the left ventricle and ex vivo in the iso-

lated heart perfused in standard conditions. The inflam-

matory status was determined in the systemic and

myocardial compartments by evaluating the amount of

TNF-a by ELISA and the cardiac levels of TNF-a and IL-

1b mRNAs, respectively. The oxidative stress, measured

in the same compartments, was determined through the

evaluation of protein thiol residues, total antioxidant

defenses (FRAP), glutathione peroxidase activity and GSH

to GSSG ratio.

Methods

Ethical approval

All experiments followed the European Union recommen-

dations concerning the care and use of laboratory animals

for experimental and scientific purposes. All animal work

was approved by the local board of ethics for animal

experimentation (Comit�e d’�ethique pour l’exp�erimenta-

tion animale Auvergne) and notified to the research ani-

mal facility of our laboratory (authorization n°
APAFIS#2213-2016082409264678 v2).

Experimental animals and surgical
procedure

Sixty male Wistar rats (Janvier, Le Genest Saint Isle,

France) were housed two per cage in our animal facility

at 4 months of age. Half of them were subjected to cecal

ligation and puncture in order to induce severe sepsis

and the other half was sham-operated.

Cecal ligation and puncture were performed according

to Toscano et al. (2011). Briefly, the animals were
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anesthetized with isoflurane (induction 4%, maintenance

2%). After shaving the fur, the external abdominal wall

was disinfected with alcoholic betadine and a horizontal

incision was performed in the wall at the level of the

cecum in order to reach the abdominal cavity and expose

the cecum. A ligation of the cecum was carried out at

1.5 cm of the apex of the organ. Two perforations were

performed through the cecum wall at 1 cm interval on

the upper face of the organ with a 20 gauge needle and a

soft pressure was applied on the cecum in order to facili-

tate externalization of digestive matter at the outer surface

of the organ. The cecum was then returned into the

abdominal cavity and buprenorphine (0.05 mg/kg body

weight) was injected subcutaneously in the neck. The

peritoneum was closed with 6.0 silk sutures and the skin

with metal clips. Sham-operated animals were treated

identically as compared to septic animals except that the

cecum was not subjected to ligation and puncture. After

the surgery, isoflurane anesthesia was stopped and the rats

were placed one per cage in the animal facility. The wak-

ing occurred after 3 to 5 min and rats were maintained

in their cage during 24 h. One rat died during anesthesia

and two septic animals died during the 24 h post-surgery

period.

Evaluation of body composition

The animal body weight and body composition were

determined just before the surgical procedure and at the

end of the 24 h post-operative period. Body composition

was evaluated by nuclear magnetic resonance using an

adequate spectrometer (EchoMRI LL, Houston, TX). The

system allowed the estimation of fat, adipose and aqueous

masses in living animals. At the end of the 24 h post-

operative period, the animals were sacrificed and the

weights of hind leg muscles as well as those of abdominal

and epididymal fats were measured. Abdominal fat was

calculated as the sum of visceral and peri-renal fats.

Estimation of in vivo cardiac function

In vivo cardiac function was determined using a Millar

pressure gauge (Harvard Apparatus, Les Ulis, France)

introduced into the left ventricle. After anesthesia with

ketamine (100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg) and hep-

arinization of the rats (500 IU/kg), the gauge was intro-

duced into the right carotid artery and immediately

inserted into the left ventricle cavity. After a 10-min per-

iod allowing stabilization of cardiac function, the left ven-

tricle developed pressure, dP/dtmax, dP/dtmin and heart

rate were monitored. The aortic systolic, diastolic, and

mean pressures were then determined by inserting the

gauge into the aorta. The presented data represent the

means of 100 cardiac cycles per rat for 30 rats per group.

After the removal of the gauge, the right carotid was

bound. Blood was collected from the abdominal aorta

and centrifuged (1800 g, 10 min, 4°C) for plasma prepa-

ration. Once obtained, the plasma was distributed in dif-

ferent tubes, immediately frozen at the temperature of

liquid nitrogen and stored at �80°C until different bio-

chemical determinations were performed.

Determination of ex vivo cardiac function

Cardiac function was estimated using the non-recirculat-

ing Langendorff’s method in standardized conditions.

Briefly, just after estimation of the in vivo cardiac func-

tion and blood collection, the heart was rapidly collected

and placed in cold (4°C) saline buffer until cessation of

beating. It was then immediately perfused by the aorta at

37°C with a Krebs-Heinselett buffer composed of (in

mmol/L) NaCl (119), KCl (4,8), MgSO4 (1,6), NaHCO3

(22), KH2PO4 (1,2), CaCl2 (1,8), D-glucose (11) and

sodium hexanoate (0.5), pH 7.4. The perfusion buffer was

constantly oxygenated with carbogen (95% O2–5% CO2).

The perfusion was carried out within the 1st min after

heart collection in order to avoid problems of cellular

damages and preconditioning. The pulmonary artery was

then cannulated for collection of coronary effluents. The

heart was electrically paced from the 5th min to the end

of perfusion at a rate of 370 beats/min. The perfusion

flow was progressively raised at a rate of 12 mL/min dur-

ing the first 5 min of perfusion and kept constant until

the 30th min of perfusion. At the 30th min of perfusion,

the perfusion flow was fixed at a value of 24 mL/min in

order to maximally activate cardiac function and it was

kept constant until the 40th min of perfusion. At the

beginning of perfusion, a latex balloon related to a pres-

sure gauge and an amplifier was inserted into the left ven-

tricle. It was inflated until the diastolic pressure reached

10 mmHg. This allowed the evaluations of systolic, dias-

tolic, and developed pressure as well as dP/dtmax, dP/dtmin

and heart rate. The rate pressure product was the product

between heart rate and left ventricular developed pressure.

The use of perfectly standardized perfusion conditions

allowed the evaluation of the contractility and relaxation

through the measurements of dP/dtmax and dP/dtmin,

respectively. A pressure gauge was also inserted just before

the aortic cannula in order to estimate the perfusion pres-

sure. In conditions of perfusion at fixed coronary flow,

the perfusion pressure corresponds to the coronary pres-

sure and changes in coronary pressure reveals modifica-

tions of coronary volume (coronary dilatation, coronary

constriction and/or obliteration of coronary micro-ves-

sels). The parameters of cardiac function were evaluated

at the 30th min of perfusion (coronary flow = 12 mL/
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min), at the 34th min of perfusion (coronary

flow = 24 mL/min when the perfusion fluid reached tem-

perature stabilization) and at the 40th min of perfusion

(coronary flow = 24 mL/min). All the parameters of car-

diac function were recorded and analyzed with a com-

puter using the HSE software (Hugo Sachs Elektronik,

March-Hugstetten, Germany). The linear correlations

between the metabolic efficiency and perfusion pressure

as well as those between the dP/dtmax and perfusion pres-

sure were calculated at each fixed coronary flow (12 and

24 mL/min). At the 30th and 40th min of perfusion, sam-

ples of arterial and venous perfusion fluid were anaerobi-

cally collected for determination of oxygen partial

pressures with a blood gas analyzer (Radiometer, Neuilly-

Plaisance, France). Cardiac oxygen consumption was

determined by subtracting the venous oxygen partial pres-

sure to the arterial one and by multiplying the difference

by the coronary flow. The cardiac metabolic efficiency

was calculated as the ratio between the rate pressure pro-

duct and the oxygen consumption.

Gene expression

Gene expression of interleukin-1b (IL-1b) and tumor

necrosis factor-a (TNF-a) were measured in cardiac homo-

genates. RNA extraction was performed using TRIzol�

(Thermo Scientific) according to the manufacturer’s

instructions. Chloroform was added (0.2 mL/mL of

TRIzol�), and samples were mixed and centrifuged for

15 min at 12,000 g and 4°C. Aqueous phase containing

RNA was collected, mixed with isopropanol to precipitate

RNA, and centrifuged (12,000g, 4°C, 15 min). After cen-

trifugation, the pellet was washed with ethanol 70% (v/v),

dried, and suspended in water. RNA quantification and

integrity were verified by measuring the ratio of optical

density at 260 and 280 nm and by agarose gel migration,

respectively. Two micrograms of total RNA was used for

reverse transcription. The products of reverse transcription

were used for reverse transcription quantitative polymerase

chain reaction (RT-qPCR) to evaluate gene expression.

TaqMan low density array was used using 384-well format

plates on a 7900HT Fast Real Time PCR system (Applied

Biosystems). Gene expression was performed using specific

primers (sequences available on request) and Rotor-Gene

SYBR Green PCR master mix on a Rotor-Gene Q System

(Qiagen, Courtaboeuf, France). mRNA quantification was

assayed using the ddCT method. b-actin was used as the

housekeeping gene.

Other biochemical determinations

Plasma TNF-a and triglycerides concentrations were deter-

mined using commercially available kits (ThermoFisher,

Courtaboeuf, France). Plasma creatinine was determined

spectrophotometrically using an enzymatic assay kit

(Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France). Several parameters

of the oxidative stress (protein thiol residues, total antioxi-

dant defenses (FRAP), glutathione peroxidase activity, GSH

and GSSG) were determined as already described previ-

ously (Mourmoura et al. 2013).

Statistical analyses

Results are presented as mean � S.E.M. The morphologi-

cal and biochemical data as well as the results of the

in vivo cardiac function were contrasted across the two

groups by one-way analysis of variance (ANOVA). Mea-

sures related to the ex vivo cardiac function were treated

with repeated-measures ANOVA to test the effect of sep-

sis (external factor), that of the perfusion time (internal

factor) and their interaction (heart as subject factor).

When required, group means were contrasted with a Fish-

er’s LSD test.

Analysis of the correlations between the different

parameters of the isolated perfused heart were two-sided,

with a type I error set at a = 0.05. Quantitative data were

presented as the mean � standard deviation (SD) or the

median (interquartile range) according to statistical distri-

bution (assumption of normality assessed by using the

Shapiro-Wilk test). The relationships between quantitative

data were studied using correlation coefficients (Pearson

or Spearman according to statistical distribution). Then,

to take into account between and within subject variabil-

ity (due to several measures for a same animal), random-

effects for correlated measures were performed rather

than usual statistical tests, which would not be appropri-

ate due to the fact that the hypothesis of independence

data was not verified. A probability (P) less than 0.05 was

considered significant. The statistical analysis was per-

formed using Stata software, version 13 (StataCorp, Col-

lege Station, TX, US).

Results

Inflammation status

The level of TNF-a was increased from 10.8 � 0.9 in the

sham group to 20.4 � 5.2 pg/mL in the sepsis group

(P < 0.05), confirming the development of an inflamma-

tory reaction in the sepsis group. The septic heart also

displayed an increased inflammation status (Fig. 1) with

raised mRNAs for TNF-a (+115%, P < 0.001) and IL-1b
(+100%, P < 0.001) even after the ex vivo perfusion.

Plasma triglycerides were also increased (0.198 � 0.010

vs. 0.333 � 0.016 g/L in the sham-operated and sepsis

groups, P < 0.001).
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Plasma and cardiac oxidative stress

Despite the sepsis-induced augmentation of the inflam-

matory status, the plasma and heart oxidative stress were

not increased (Table 1). Plasma glutathione oxidase activ-

ity was reduced by sepsis (�11%) and the myocardial

GSH to GSSG ratio was increased (+34%), suggesting that

the production of reactive oxygen species was reduced in

these two compartments.

Morphological data

The animal weights as well as fat, lean, and aqueous

masses were similar before and 24 h after the surgical

procedure (Table 2). The evaluations of organ weights

were performed only 24 h after the surgery since such

determinations necessitated animal sacrifice. The weights

of peri-renal, visceral, abdominal and epididymal adipose

tissues as well as those of the different hind leg muscles

(quadriceps, extensor digitorus longus, gastrocnemius,

plantaris, soleus and tibialis) and heart were not modu-

lated by sepsis.

The surgery-induced changes in body composition are

presented in Figure 2. Sepsis tended to reduce the loss of

animal weight, but the difference was not significant. The

sham-operation induced a significant increase in fat mass

disappearance compared to sepsis (+276%). In contrast,

sepsis favored the loss of lean mass (+51%) compared to

sham-operation. The loss of aqueous mass was not

affected by the type of surgery.

In vivo cardiac function

Evaluation of aortic pressures (Table 3) shows that sepsis

tended to decrease the aortic systolic, diastolic and mean

pressures, but the differences did not reach significance.

The left ventricle developed pressure, contractility (dP/

dtmax) and relaxation (dP/dtmin) were not modulated by

sepsis. Conversely, the heart rate was significantly aug-

mented (+11%).

Ex vivo cardiac function

The function of the isolated hearts was evaluated in stan-

dard conditions (Fig. 3) at two different fixed coronary

flows (12 mL/min until the 30th min and 24 mL/min

from the 30th to the 40th min of perfusion). The left ven-

tricle developed pressure, whose changes were similar to

those of the rate pressure product since all the hearts

were electrically paced at a rate of 370 beats/min, was

strongly increased (+88%) by the augmentation of coro-

nary flow. Similar results were observed for contractility

(+78%), relaxation (+73%) and coronary pressure

(+151%).

Sepsis did not alter the left ventricle developed pressure

compared to the sham-operation whatever the fixed coro-

nary flow. This was not the case for contractility. Indeed,

sepsis increased the value of this parameter at the 34th

min of perfusion (+17%) at a coronary flow rate of

24 mL/min. However, the difference disappeared for a

longest perfusion period. A similar pattern was observed

for relaxation with a + 14% increase at the 34th min of

perfusion. However, this was different for the perfusion

pressure. Similar when the flow was fixed at 12 mL/min,

this parameter was decreased by sepsis for the highest

coronary flow (�10 and �12% at the 34th and 40th min

of perfusion). This occurred while the heart dry weight

was unchanged by sepsis (318 � 6 and 321 � 7 mg for

the sham and sepsis groups).

Figure 1. Gene expression of IL-1b and TNF-a in the perfused

heart. The results represent the means and S.E.M. of 30 animals

per group. Sham: sham-operated animals; Sepsis: septic animals.

*: significantly different.

Table 1. Plasma and cardiac oxidative stress.

Organ Biochemical parameters Sham Sepsis

Plasma Thiols (lmoles/gprot) 2.84 � 0.07 2.98 � 0.07

FRAP (lmoles/gprot) 7.2 � 0.2 7.4 � 0.4

GPX (U/gprot) 137 � 3 122 � 31

Heart Thiols (lmoles/gprot) 84 � 3 84 � 3

FRAP (lmoles/gprot) 118 � 4 116 � 4

GPX (U/gprot) 1476 � 32 1434 � 25

GSH (lmoles/gprot) 120 � 3 120 � 2

GSSG (lmoles/gprot) 2.2 � 0.2 1.6 � 0.2

GSH/GSSG 67 � 6 90 � 71

The results represent a mean and S.E.M. of 30 animals in each

group. Sham, sham-operated animals; Sepsis, septicemic animals;

FRAP, total antioxidant activity; GPX, glutathione peroxidase activ-

ity; GSH, reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione; gprot,

g of proteins; U, unit.
1Significantly different.
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Myocardial oxygen consumption was also determined

at the 30th and 40th min of perfusion (Fig. 4). Following

the stimulation of cardiac function, the oxygen consump-

tion was increased by the augmentation of coronary flow

(+90%). No sepsis-induced difference was observed at the

lowest coronary flow, but a slight but significant reduc-

tion (-3%) was noticed at 24 mL/min. However, the car-

diac metabolic efficiency (ratio between the rate pressure

product and the oxygen consumption) was never signifi-

cantly altered.

Relationships between different parameters
of the ex vivo cardiac function

The relationships between the perfusion pressure and

metabolic efficiency for the four groups studied are pre-

sented in Figure 5A. Although the slopes of the linear

regression lines were reduced when the coronary flow was

increased from 12 to 24 mL/min (�60%), the cecal

Table 2. Morphological characteristics of the animals.

Sham Sepsis

Pre-op. Post-op. Pre-op. Post-op.

Animal weight (g) 575 � 13 559 � 13 564 � 10 552 � 10

Fat mass (g/100 g bw) 14.3 � 0.6 14.1 � 0.6 14.1 � 0.6 14.3 � 0.7

Lean mass (g/100 g bw) 77.4 � 0.6 77.5 � 0.6 77.6 � 0.6 76.2 � 0.7

Aqueous mass (g/100 gbw) 55.7 � 0.5 56.1 � 0.5 55.7 � 0.5 55.9 � 0.5

Peri-renal AT (g/100 g bw) nd 1.41 � 0.06 nd 1.45 � 0.06

Visceral AT (g/100 g bw) nd 1.68 � 0.06 nd 1.86 � 0.08

Abdominal AT (g/100 g bw) nd 3.11 � 0.11 nd 3.28 � 0.13

Epididymal AT (g/100 g bw) nd 1.33 � 0.05 nd 1.40 � 0.05

Quadriceps (mg/100 g bw) nd 609 � 20 nd 610 � 16

EDL (mg/100 g bw) nd 41.3 � 0.6 nd 39.6 � 0.7

Gastrocnemius (mg/100 g bw) nd 428 � 6 nd 436 � 7

Plantaris (mg/100 g bw) nd 88.1 � 1.7 nd 86.7 � 2.3

Soleus (mg/100 g bw) nd 44.3 � 1.4 nd 43.3 � 1.4

Tibialis (mg/100 g bw) nd 151 � 2 nd 148 � 2

Hind leg muscles (mg/100 g bw) nd 769 � 10 nd 760 � 12

Heart (mg dw/100 g bw) nd 58 � 1 nd 58 � 2

The results represent the means and S.E.M. of 30 animals per group. Sham, sham-operated animals; Sepsis, septicemic animals; Pre-op., pre-

operative situation; Post-op., post-operative situation 24 h after the surgery; dw, dry weight; bw, body weight; AT, adipose tissue; EDL, exten-

sor digitorus longus; nd, not determined since the weight was not measurable without sacrificing the animals. No significant differences were

observed for all the data.

Figure 2. Body mass changes induced by the sham-operation and

cecal ligature and puncture in rodents. The results represent the

means and S.E.M. of 30 animals per group. Sham: sham-operated

animals; Sepsis: septic animals. *: significantly different.

Table 3. Cardiovascular parameters in the in vivo situation.

Parameter Sham Sepsis

Aortic systolic pressure (mmHg) 91 � 3 84 � 2

Aortic diastolic pressure (mmHg) 63 � 3 56 � 3

Mean aortic pressure (mmHg) 76 � 3 70 � 2

Left ventricle developed

pressure (mmHg)

104 � 3 96 � 2

Heart rate (beats/min) 246 � 5 273 � 71

dP/dtmax (mmHg/s) 5279 � 212 5268 � 288

dP/dtmin (mmHg/s) 4342 � 235 4148 � 193

The results represent a mean and S.E.M. of 30 animals in each

group. Sham, sham-operated animals; Sepsis, septicemic animals;

dP/dt max, contraction; dP/dt min, relaxation.
1Significantly different.
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ligation and puncture did not affect these parameters.

The cross-interaction between the effects of the coronary

flow and sepsis was not significant.

The correlations linking the perfusion pressure with the

dP/dtmax (contractility) are shown in Figure 5B. The

slopes of the lines were significantly increased when the

coronary flow rate was augmented to 24 mL/min (+24%)

and when sepsis was induced (+85%). Interestingly, a sig-

nificant cross-interaction was noticed. When the coronary

flow rate was fixed at 12 mL/min, the line was less steep

in the sepsis group, but when the flow was increased to

24 mL/min, the slope was strongly increased by the

pathology (+205%) whereas that of the sham-operated

group was reduced.

Renal function

Plasma creatinine was increased by sepsis (+17%, Fig. 6).

Discussion

This study aimed at determining the changes in the car-

diac function during the early phase of sepsis in

relationship with the inflammatory status and at investi-

gating whether it is associated with an oxidative stress in

plasma and heart. The cardiac function was evaluated in

the in vivo situation, but also ex vivo in a model of iso-

lated rat heart perfused in standard conditions. The cecal

ligation and puncture augmented the inflammatory status

of the plasma and heart as evidenced by the increased

amount of TNF-a in the plasma and the increased gene

expression of TNF-a and IL-1b in the myocardium. How-

ever, this did not increase the oxidative stress of the two

compartments. On the contrary, this last parameter was

reduced as suggested by the reduced glutathione oxidase

activity of the plasma and the augmented GSH to GSSG

ratio of the heart. All these modifications were associated

with an activation of the heart in the in vivo and ex vivo

situations.

Limitations of the study

In our study, the body composition of the animals was

not modified by the cecal ligation and puncture (CLP) in

comparison with the sham group. The duration of the

post-surgery period (1 day) was probably too short in

Figure 3. Cardiac mechanical function in ex vivo standardized conditions. The results represent the means and S.E.M. of 30 animals per group.

Sham: sham-operated animals; Sepsis: septic animals; CF12 and CF24: coronary flow fixed at the value of 12 or 24 mL/min, respectively. a, b,

c, d: a mean without a common letter in a same panel indicate a significant difference.
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order to allow any significant change in the fat and lean

masses. However, another factor played an important

role: the sham-operated animals were deeply affected by

their surgery (opening of the abdominal wall and exter-

nalization of the cecum without ligation and puncture).

During the post-surgery period, these animals did not eat

and drink a lot (data not shown), which led to a small

and not significant loss of body weight of similar ampli-

tude as that estimated in the sepsis group (�2.8 and

�2.1 g/100 g of body weight in the sham-operated and

sepsis group, respectively). Injection of lipopolysaccha-

rides or living bacteria versus vehicle would have been

another alternative in order to better visualize the effect

of sepsis on the body composition, but the cecal ligation

and puncture remains better to simulate an in vivo situa-

tion. An important result of the body composition con-

firmed the development of sepsis in our septic group: the

loss of lean mass was significantly ampler compared with

the sham-operated group, suggesting cachexia, which is

supposed to occur during sepsis (Londhe and Guttridge

2015). Furthermore, the renal function was damaged as

evidenced by the increased concentration of plasma crea-

tinine. The colon ascendens stent peritonitis (CASP) is

also an interesting model to simulate an in vivo situation:

it allows a constant delivery of bacteria into the abdomi-

nal cavity in contrast with the CLP model which is more

transitory on this viewpoint. CASP is thus more severe

than CLP with a high inflammatory reaction (Maier et al.

Figure 4. Cardiac oxidative metabolism in ex vivo standardized conditions. The results represent the means and S.E.M. of 30 animals per

group. Sham: sham-operated animals; Sepsis: septic animals; CF12 and CF24: coronary flow fixed at the value of 12 or 24 mL/min,

respectively. a, b, c: a mean without a common letter in a same panel indicate a significant difference.

A B

Figure 5. Correlations between the perfusion pressure and metabolic efficiency (panel A) as well as the perfusion pressure and dP/dtmax (panel

B) of the isolated perfused hearts. The linear regression lines for panel A are: ME = 69 PPERF + 1692 (P < 0.001), ME = 22.3 PPERF + 1861

(P < 0.001), ME = 54.12 PPERF + 2630 (P = 0.07) and ME = 2658 PPERF + 2014 (P < 0.001) with 0.47, 0.21, 0.14 and 0.54 for correlation

coefficients for the Sh12, Sh24, Se12 and Se24 groups. ME and PPERF are the metabolic efficiency and perfusion pressure. Those for panel B

are: MAX = 21.45 PPERF +1469 (P = 0.201), MAX = 13.74 PPERF + 2514 (P = 0.213), MAX = 23.34 PPERF + 1469 (P = 0.141) and

MAX = 41.84 PPERF + 77 (P = 0.002) with 0.63, 0.51, 0.34 and 0.55 for correlation coefficients where MAX is the dP/dtmax. Sh12: hearts of

sham-operated animals perfused at a flow rate of 12 mL/min; Sh24: hearts of sham-operated animals perfused at a flow rate of 24 mL/min;

Se12: hearts of septic animals perfused at a flow rate of 12 mL/min; Sh12: hearts of septic animals perfused at a flow rate of 12 mL/min; F ef:

flow effect; S ef: sepsis effect; CI: cross-interaction.
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2004). However, it is less adapted to the study of the

hyperdynamic phase of sepsis and its consequences on the

cardiac function and it was thus rejected of our experi-

mental design.

Another limitation of our study lies in the use of a par-

ticular model of isolated heart perfusion. In general, iso-

lated hearts are perfused at fixed pressure (59–74 mmHg)

against a column of water of constant height. In these

conditions, the coronary flow is determined as a function

of the coronary bed resistances. The flow decreases

slightly but gradually with the perfusion time indicating a

progressive increase in the coronary bed resistances. After

a 30-min perfusion, the flow generally reaches approxi-

mately 11–13 mL/min for the size of the hearts used in

this study. This is why we decided to perfuse the heart at

a fixed coronary flow of 12 mL/min. In our study, the

nutritional fluid was constantly perfused at this rate with

the aid of a peristaltic pump. At the beginning of the per-

fusion, the flow was gradually increased (during 5 min)

to 12 mL/min in order to not destroy the endothelial

cells. This is not the case for the perfusion at constant

pressure via a column of water, since the coronary flow is

abruptly increased to its maximum. Under these condi-

tions, the coronary flow is very high. As measured with a

flow gauge, it reaches values higher than 20 mL/min,

which can alter endothelial cells and contribute to the

progressive vasoconstriction encountered in this kind of

perfusion. In our experiment, we implanted a pressure

gauge near the aorta in order to measure the coronary

pressure. We noticed that the coronary bed resistances

did not increase during the 30-min perfusion (data not

shown) as it could have been expected by the decreased

coronary flow with the perfusion at constant pressure. It

is likely that the perfusion at a constant flow rate of

12 mL/min preserved the endothelial cells and prevented

the vasoconstriction resulting from cell damages.

However, the coronary pressures were low (45 � 2 and

40 � 2 mmHg for the sham and sepsis groups, respec-

tively). In addition to maintaining the vascular cells

healthy, this kind of perfusion allowed the upholding of a

perfectly constant mechanical activity of the isolated heart

during the 30-min perfusion, which suggests that car-

diomyocytes were also maintained in healthy conditions.

Inflammation

Our results showed that cecal ligature and puncture

increased the inflammatory status of the animals. It was

observed in the systemic circulation through an aug-

mented plasma level of TNF-a. Bacterial lipopolysaccha-
rides link to Toll-like receptors (TLR) and activate the

NFjB pathway. In cultured skeletal muscle cells, high

doses of lipopolysaccharides (500 pmoles/mL) elicit the

expression of several inflammatory cytokines such as IL-6

and MCT-1 (Frost et al. 2003; Frisard et al. 2010); lower

doses (50 pmoles/mL) stimulate glucose oxidation and

inhibit fatty acid degradation without triggering the

expression of proinflammatory cytokines. These last con-

ditions lead to the accumulation of triglycerides and lac-

tate (Frisard et al. 2010) in the plasma of septic subjects.

In our study, it is likely that skeletal muscle inflammation

occurred, since the loss of lean mass was higher in the

septic group compared to the sham-operated animals.

Indeed, inflammation is known to induce loss of skeletal

muscle mass (Londhe and Guttridge 2015).

In the heart, we observed that the cecal ligation and

puncture increased the expression of TNF-a and IL-1b.
TNF-a is the main cytokine synthesized during endotox-

emia and is considered to be responsible for the expres-

sion of IL-1b, IL-2 and IL-6 (Ferrari 1999). It has several

cardio-vascular effects: at high doses, it reduces myocar-

dial contraction through a mechanism involving an

increased nitric oxide production. It also triggers

hypotension, reduced systemic vascular resistances and

biventricular dilatation (Sedger and McDermott 2014).

The depressant effect of TNF-a on the cardiac mechanical

function occurs through an inhibition of the L-type cal-

cium channels and calcium release by the sarcoplasmic

reticulum (Ferrari 1999). However, it also happens

through oxidative stress and cardiomyocytes apoptosis

(Tartaglia et al. 1993). IL-1b is also cardio-depressant,

pro-apoptotic and triggers hypertrophy (Bujak and Fran-

gogiannis 2009). It would also play a central role in sep-

sis-induced contractile dysfunction.

Cardiac mechanical function

Sepsis is usually known to depress cardiac function (Hun-

ter and Doddi 2010). In humans, changes are difficult to

Figure 6. Plasma creatinine levels. The results represent the means

and S.E.M. of 30 animals per group. Sham: sham-operated animals;

Sepsis: septic animals. *: significantly different.
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estimate, since the measurements are performed in inac-

tive patients whose cardiac activity is low. They are initi-

ated by a decrease in diastolic function, a status that

progresses toward systolic function reduction with the

worsening of sepsis (Flynn et al. 2010). In our study, the

sepsis that was performed did not deteriorate cardiac

function. On the contrary, it slightly improved it. This

was observed in vivo through an increased heart rate at

similar rates of contraction and relaxation. The arterial

pressures were slightly reduced by sepsis to a level which

was however not significant. This could increase the heart

rate and cardiac output by baroreflex resetting. However,

an improved cardiac function was also noticed ex vivo

when the heart rate of the isolated heart was fixed via

electrical pacing and the stretching exerted on myocardial

fibers was controlled by the latex balloon inflation and

was similar for each heart. Under these circumstances, the

contractility and relaxation were slightly improved. The

differences did not appear when the cardiac mechanical

work was low. However, the increase in coronary flow

from 12 to 24 mL/min increased the cardiac work and

exacerbated the sepsis-induced changes of cardiac con-

tractility and relaxation. These results were validated by

the study of the correlations between perfusion pressure

and contractility (dP/dtmax). The correlation coefficients

of the regression lines were statistically analyzed as func-

tions of coronary flow and surgical procedure. A signifi-

cant cross-interaction was observed. For the low coronary

flow (12 mL/min), the regression line for the sepsis group

was less steep than that for the sham-operated group. For

the high coronary flow (24 mL/min), this was the con-

trary. The relation between the perfusion pressure and the

contractility fits probably a Michaelis-Menten curve. Our

results show that the curves are shifted for the sepsis and

sham-operated groups. Interestingly, the curve seems to

have reached a status near saturation for the sham-oper-

ated group when the coronary flow was fixed at 24 mL/

min. This was not the case for the sepsis group for which

the slope continued to climb abruptly. The differences

might be due to the changes in coronary pressure which

did not reach obviously a maximum for the septic group.

It suggests that with a coronary flow set at values higher

than 24 mL/min, the differences in contractility between

the two groups would have been even ampler. It appears

thus difficult to know whether the sepsis-induced increase

in cardiac function observed in the in vivo situation was

due only to a baroreflex resetting or to an increased

intrinsic myocardial contractility. Both phenomena could

be involved. However, the improved ex vivo cardiac func-

tion observed in our study reflects probably the fact that

sepsis was of low severity.

Despite the increased cardiac mechanical work

observed with sepsis at a high coronary flow, the oxygen

consumption was reduced. Yet, the differences were not

sufficient to improve significantly the cardiac metabolic

efficiency (rate pressure product to oxygen consumption

ratio). This result is confirmed by the fact that sepsis had

no effect on the correlations between perfusion pressure

and metabolic efficiency. Interestingly, the sepsis-induced

improvement of the cardiac mechanical function was

associated with a significant reduction of the coronary

perfusion pressure, suggesting the involvement of vasodi-

latation agents such as nitric oxide. Sepsis is known to

stimulate the protein expression of the inducible form of

nitric oxide (NO) synthase, which could increase cellular

NO release.

The slightly improved cardiac work observed with sep-

sis in our study was associated with an increased inflam-

matory status of the circulation and heart. The high levels

of TNF-a and IL-1b mRNAs should have depressed the

cardiac mechanical activity (Schulz et al. 1995). This was

not the case. We evaluated thus the oxidative stress in

plasma and heart. In plasma, the amount of protein thiol

residues was not modified by sepsis. The total antioxidant

defenses (FRAP) were unchanged, but the glutathione

peroxidase activity was decreased, suggesting that no

oxidative stress occurred. Similarly, in the heart no oxida-

tive stress occurred, but the high GSH/GSSG ratio sug-

gests that less reactive oxygen species (ROS) were

detoxified by the glutathione peroxidase. We were not

able to evaluate the ROS production directly in our study,

since measurements should have been done in the beating

heart. One solution in order to estimate correctly the car-

diac ROS production and mechanical function in parallel

would have been to determine the release of ascorbyl rad-

icals in the coronary effluents by electronic paramagnetic

resonance, as we did it in the past (Demaison et al.

2001). However, this technology is no longer available for

us. Three different mechanisms could explain the differ-

ences: (1) a stimulation of the cardiac mechanical func-

tion at the early phase of sepsis could be responsible for

the lower ROS production. Indeed, a higher energy uti-

lization by the contractile machinery necessitates a higher

ATP production, an activation of the oxidative phospho-

rylation and a dissipation of the DΨ. Yet, it is well known
that the lowest the DΨ, the lowest the mitochondrial ROS

generation; (2) a lower ROS production not related to

the increased cardiac mechanical function, but due to

other organelles or enzymes. Albayrak et al. (2011) have

shown that sepsis increases cardiac catalase and myeloper-

oxidase activities in the ovariectomized rat. This would

increase the GSH to GSSG ratio and would preserve the

cellular NADPH. Indeed, re-reduction of GSSG to GSH is

performed by the glutathione reductase which consumes

NADPH. This would also preserve the NADH which is in

equilibrium with NADPH. More NADH would thus be
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available for the energy synthesis through the oxidative

phosphorylation and this would allow the stimulation of

cardiac mechanical function. �Avila et al. (2016) reported

that the productions of OH. and H2O2 by isolated rat

papillary muscle were increased and the contractility was

reduced by increasing ferrous iron concentrations. This

deleterious effect was reversed by catalase; (3) a stimula-

tion of the NADH production through an activation of

the intermediary metabolism which would feed both the

oxidative phosphorylation and re-reduction of GSSG.

This would explain the increased mechanical work and

GSH to GSSG ratio in spite of similar or even increased

ROS production. However, it would also necessitate a

stimulation of the oxidative metabolism. Yet, the cardiac

oxygen consumption was reduced by the sepsis in our

study. The last explanation is thus not plausible. Con-

versely, the first two explanations are possible and we can

conclude that the observed changes in cardiac function

were due to a lower ROS production. However, we are

unable to know if the lower ROS production was due to

the stimulation of the cardiac mechanical function and

DΨ dissipation or to another mechanism independent of

the oxidative phosphorylation. The two mechanisms

could affect differently the NADH to NAD+ ratio. Unfor-

tunately, we did not measure the NADH to NAD+ ratio

in our study due to lack of biological material. Further

studies in isolated mitochondria could help to better

understand the observed effects.

The decreased ROS production is in complete contra-

diction with what is known about sepsis in the literature.

Indeed, sepsis and inflammation are generally associated

with oxidative stress (Huet et al. 2011). Septic cardiac

mitochondria also display a high oxidative stress as evi-

denced by a low aconitase to fumarase ratio (Mason and

Stofan 2008). In our study, we did not measure the pro-

tein expression of TNF-a and IL-1b in the heart: their

level could be only slightly affected and the effect of a

low-intensity inflammation on this organ is not well doc-

umented. The fact that our septic heart displayed a lower

ROS production despite the increased level of proinflam-

matory cytokine mRNAs might be due to the 40-min per-

fusion protocol which possibly washed out the deleterious

molecules present in the systemic circulation without suc-

ceeding in clearing the excess TNF-a and IL-1b mRNAs.

The protein expression for these interleukins might be

stopped by the perfusion itself. However, the increased

cardiac function was also observed in vivo, indicating that

the isolation and perfusion did not impact the behavior

of the hearts. The effects on the parameters of the oxida-

tive status also occurred in the in vivo situation as evi-

denced by the lower glutathione peroxidase activity

necessary to maintain a similar oxidative stress in the

plasma.

In conclusion, early sepsis triggered a slight stimula-

tion of the cardiac mechanical function in the in vivo

and ex vivo situations despite an increased inflammation

status. The phenomenon was associated with a slight

reduction of ROS production which can explain the

vasodilatation of the coronary bed. However, our results

cannot determine whether this reduced ROS production

resulted from the activation of the mechanical activity

and DΨ dissipation or from DΨ-independent superoxide
generation in various organelles and enzymes. To the

best of our knowledge, it is the first time that sepsis has

been associated with increased inflammation and

reduced ROS production. This might be due to the fact

that sepsis was at its early phase in our experiment and

triggered only a low- to moderate-grade inflammation.

On the contrary, a more severe sepsis could further

increase the inflammatory status, augment the oxidative

stress and reduce the cardiac mechanical function. In

any case, the effects of a low-grade inflammation on the

cardiac function should be revisited in order to deter-

mine whether it can affect beneficially the oxidative

stress and cardiac function.
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Publication n°4 

Antioxidant and Cardioprotective Effects of EPA 

on Early Low-Severity Sepsis through UCP3 and 

SIRT3 Upholding of the Mitochondrial Redox 

Potential. 

 

Le sepsis cause encore la mort, souvent par insuffisance cardiaque et dysfonction 

mitochondriale (Antonucci et al. 2014). Les AGPI 3 sont connus pour protéger contre 

le dysfonctionnement cardiaque et la létalité induits par le sepsis (Martin et Stapleton 2010). 

Cependant, le régime occidental présente un apport grandement insuffisant en 3 (Micha et al. 

2014). 

 

Cette étude visait à déterminer : i) si un sepsis précoce de faible sévérité altère 

la fonction mitochondriale cardiaque chez les animaux nourris avec un régime de type 

occidental, ii) si l'administration d'EPA protège le myocarde contre les effets délétères 

du sepsis, iii) puis étudier les mécanismes responsables de ces effets.  

 

Pour cela, 40 rates Wistar ont été réparties en quatre groupes en fonction de l’opération 

subie et du régime alimentaire suivi pendant 4 semaines. La chirurgie est soit fictive soit 

consiste en une ligature cæcale à 1 cm de l’apex de l’organe suivie d’une double perforation 

cæcale afin de déclencher un sepsis précoce de faible sévérité. L’alimentation des rates 

correspond soit à un régime carencé en 3 afin de simuler un régime de type occidental soit à 

un régime enrichi en EPA. La fonction mécanique cardiaque in vivo a été examinée grâce à 

l’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) et des mitochondries ont été prélevées 

pour déterminer leur activité fonctionnelle (respiration mitochondriale, production d’ATP 

et libération de ROS). Le stress oxydant a été évalué ainsi que plusieurs facteurs impliqués dans 

la régulation du métabolisme des espèces réactives de l'oxygène. 

 

Le sepsis induit des dysfonctionnements au niveau des mitochondries cardiaques avant 

l’apparition d’anomalies contractiles chez les rats nourris selon un régime de type occidental. 
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Ils sont caractérisés par un stress oxydant et une perturbation de la phosphorylation oxydative. 

L'EPA et/ou ses produits d'élongation, DPA et DHA, exercent un fort effet cardio-protecteur 

en maintenant la fonction mitochondriale, en inhibant ou retardant l’initiation de l'inflammation 

et en préservant le métabolisme énergétique. L'effet anti-inflammatoire induit par les AGPI ω3 

est dû à une moindre production des ROS mitochondriaux, probablement liée 

à une augmentation de l'expression de la protéine découplante UCP3 et de la déacétylase Sirt3. 

Ces effets se manifestent déjà dans la situation physiologique par des changements dans 

les expressions d'ARNm qui pré-conditionnent le myocarde. En effet, un métabolisme 

énergétique connu pour son aspect cardio-protecteur s’installe lors de l’ingestion chronique 

d’AGPI ω3. Il correspond à une forte oxydation du glucose et à une faible -oxydation 

des acides gras, reflétés par un taux d’ARNm de la PDK4 et un niveau d’acétylation de la lysine 

faibles. Tous ces résultats permettent d’expliquer la résistance au sepsis. 

 

D'autres études sont donc nécessaires pour déterminer si l'administration à long terme 

d'AGPI ω3 présente également des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires. De plus, 

des études futures sur les mitochondries cardiaques humaines sont maintenant nécessaires pour 

confirmer la protection observée chez le rat au début du sepsis. 
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Sepsis still causes death, often through cardiac failure and mitochondrial dysfunction. Dietary ω3 polyunsaturated fatty acids are
known to protect against cardiac dysfunction and sepsis lethality. This study set out to determine whether early low-severity
sepsis alters the cardiac mitochondrial function in animals fed a Western-type diet and whether dietary eicosapentaenoic acid
(EPA) administration protects the myocardium against the deleterious effects of sepsis and if so to seek possible
mechanisms for its effects. Rats were divided into two groups fed either an ω3 PUFA-deficient diet (“Western diet,” DEF group)
or an EPA-enriched diet (EPA group) for 5 weeks. Each group was subdivided into two subgroups: sham-operated rats and rats
subjected to cecal ligation and puncture (CLP). In vivo cardiac mechanical function was examined, and mitochondria were
harvested to determine their functional activity. Oxidative stress was evaluated together with several factors involved in the
regulation of reactive oxygen species metabolism. Sepsis had little effect on cardiac mechanical function but strongly depressed
mitochondrial function in the DEF group. Conversely, dietary EPA greatly protected the mitochondria through a decreased
oxidative stress of the mitochondrial matrix. The latter was probably due to an increased uncoupling protein-3 expression,
already seen in the sham-operated animals. CLP rats in the EPA group also displayed increased mitochondrial sirtuin-3 protein
expression that could reinforce the upholding of oxidative phosphorylation. Dietary EPA preconditioned the heart against
septic damage through several modifications that protect mitochondrial integrity. This preconditioning can explain the
cardioprotective effect of dietary EPA during sepsis.

1. Introduction

Sepsis, due to bacterial contamination, affects 30 million peo-
ple every year and is a leading cause of lethality worldwide,
with some 6 million annual deaths [1]. Owing to poorer
hygiene, the incidence of sepsis is higher in low- and
middle-income countries, with a particular risk for people
with vulnerable immune systems (neonates, elderly persons,

pregnant women, hospitalized persons, and patients with
AIDS, liver cirrhosis, cancer, kidney disease, diabetes, etc.).
However, sepsis is also very frequent in industrialized coun-
tries and is a cost burden on their healthcare systems when
it evolves toward septic shock [2].

Septic shock has been defined by Bone [3] as sepsis with
persistent hypotension (systolic arterial pressure lower than
90mmHg) despite adequate vascular filling, associated with
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abnormal tissue perfusion (lactic acidosis, oliguria, and dis-
turbed consciousness). It is often observed in the course of
resistance to antibiotic therapy and triggers life-threatening
multiorgan dysfunctions. In 2010, approximately 15% of
French patients diagnosed with sepsis developed septic
shock, and even though the incidence of mortality has grad-
ually decreased with new therapeutic advances, it remains
high, with a rate of 39.5% [4]. Of the survivors, 42% of
patients displayed at least one comorbidity. Importantly,
cardiac failure accounts for approximately 50% of deaths
[5], the heart being one of the preferred targets of the infec-
tion. However, except for a stimulation of the heart rate
occurring in the early phase of sepsis [6], changes in cardiac
mechanical function are detected only in the sickest patients
using the most recent techniques (echography, MRI): they
are first characterized by an impaired diastolic function,
which evolves toward a reduced systolic function in the most
severe cases [7, 8].

Therapeutic approaches must be applied soon after sepsis
is triggered, with little knowledge of the subsequent disease
severity. Determination of cardiac function is not an accurate
way to estimate illness seriousness. It would be useful to have
a cardiac parameter that is rapidly affected even in low-
severity sepsis; a chosen therapy could then be appraised by
how efficiently it upheld this parameter in physiological
ranges.

The most recent hypothesis that offered to explain the
cardiac disturbances encountered in sepsis involves bacterial
lipopolysaccharides. These bind to Toll-like receptors which
activate the NF-κB pathway. NF-κB migrates to the nucleus
and triggers an acute inflammatory response. The cytokines
released, mainly tumor necrosis factor-α (TNF-α) and inter-
leukin-1β (IL-1β), depress mitochondrial function through a
mechanism that involves severe oxidative stress and possibly
calcium overload [9]. The oxidative stress inhibits energy
production through suppression of the Krebs cycle aconitase
[10] and reactivates the inflammatory response in a vicious
cycle [11]. This leads to opening of the permeability transi-
tion pore, deenergization of the mitochondria, hypocontrac-
tility [12, 13], and cell death through apoptosis and/or
necrosis [14, 15]. The mitochondria are definitely an impor-
tant target in the etiology of sepsis [16].

Omega-3 (ω3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are
known to be cardioprotective in several pathophysiological
situations including ischemia/reperfusion [17, 18], hypertro-
phy [19], and cardiac arrhythmias [20] through preservation
of mitochondrial integrity [17, 18]. Eicosapentaenoic acid
(C20:5 n-3 or EPA) is the best known of these [21, 22].
Omega-3 fatty acids are scant in Western diet, which is too
rich in the proinflammatory ω6 PUFAs [23]. Animal studies
using ω3 PUFA supplements clearly show that these fatty
acids are protective during sepsis [24–26]. However, the
mechanism of this protection is not yet properly documented
and may involve the mitochondrial function.

This study set out to (i) determine whether the function
of cardiac mitochondria is prematurely modified—before
the occurrence of contractile dysfunctions—in early low-
severity sepsis induced by cecal ligation and puncture in rats
fed aWestern diet, (ii) find out whether dietary eicosapentae-

noic acid (C20:5 n-3 or EPA) protects the integrity of these
organelles, and (iii) seek a potential mechanism responsible
for observed effects. For this purpose, rats were fed either a
diet deficient in ω3 PUFAs to model a typical Western diet
or one enriched with EPA. Several features of the myocardial
function were assessed: in vivo cardiac mechanical function,
mitochondrial metabolism (rates of oxygen consumption,
ATP production, and reactive oxygen release), fatty acid
composition of cardiac phospholipids, and several parameters
related to oxidative stress and inflammation. We hypothe-
sized that (i) early low-severity sepsis causes increased inflam-
mation and disruption of mitochondrial integrity in rats fed
the Western-type diet and (ii) dietary EPA protects cardiac
mitochondria through a decreased matrix oxidative stress
related to increased UCP3 and SIRT3 protein expressions.

2. Materials and Methods

2.1. Ethical Approval. All the experiments followed the
European Union recommendations for the care and use
of laboratory animals for experimental and scientific pur-
poses. All the animal work was approved by the local
board of ethics for animal experimentation (Comité
d’éthique pour l’expérimentation animale, Auvergne) and
notified to the research animal facility of our laboratory
(authorization no. APAFIS#2213-2016082409264678 v2).
The research complied with the ARRIVE guidelines on
animal research [27].

2.2. Experimental Rats and Diet. Forty 4-month-old female
Wistar rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) were
maintained four per cage under controlled lighting, humid-
ity, and temperature conditions. After one week of acclimati-
zation, the rats were randomly allocated to two diet groups
for 4 weeks. Each diet contained (in % w/w) casein 20,
L-cysteine 0.3, lipid 5, starch 42.4, maltodextrin 12.7, sucrose
10, cellulose 5, a mineral mixture 3.5, a vitamin mixture 1,
and choline 0.1. The lipid fraction contained approximately
2.25% of linoleic acid (C18:2 ω6 or LA). The fatty acid com-
position of the two diets is presented in Table 1. The first
group of rats was fed a ω3 PUFA-deficient diet (DEF). In
the second group, 0.625% of the monounsaturated fatty acids
(MUFAs) was replaced by eicosapentaenoic acid (C20:5 ω3
or EPA) giving a ω6/ω3 PUFA ratio of 3.

2.3. Surgical Procedure. After the period of feeding, each diet
group was subdivided into two equal subgroups. In the first
subgroup, the cecum was externalized from the abdominal
cavity and immediately repositioned (Sham subgroups); in
the second, the cecum was ligated and punctured to induce
sepsis (Sept subgroups). The cecal ligation and puncture
(CLP) was performed according to Toscano et al. [28].
Briefly, the rats were anesthetized with isoflurane (induction
4%, maintenance 2%). After fur shaving, the external abdom-
inal wall was disinfected with alcoholic betadine and a hori-
zontal incision was made in the ventral wall at the level of
the cecum to reach the abdominal cavity. The cecum was
externalized and laid on the disinfected external abdominal
wall. The cecum was ligated at 1 cm from the apex of the
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organ to trigger low-intensity sepsis. Two perforations were
then made through the wall of the ligated cecum lining
0.5 cm apart on the upper face of the organ with a 20-gauge
needle. Soft pressure was applied to the ligated part of the
cecum to facilitate externalization of digesta on the outside
of the organ. The cecum was reinserted immediately after-
wards into the abdominal cavity, and buprenorphine
(0.05mg/kg of the body weight) was injected subcutaneously
into the neck. The peritoneum was then closed with 6.0 silk
sutures and the skin with sutures and metal clips. After the
operation, anesthesia was stopped and the rats were placed
one per cage in the animal facility where they woke 3–5min
after isoflurane withdrawal. The rats were then maintained
in their cage for 48 h. The same diets as those given just
before the surgical intervention were maintained during the
postsurgery period.

To ensure that sepsis was induced, cardiac contractility
was evaluated by MRI (see paragraph below). We observed
that CLP tended to stimulate myocardial contractility
(p = 0 08) similarly in both groups (cross-interaction
between the effect of the diet and that of CLP = 0 99). This
indicates clearly that animals of both groups were in the
initial hyperdynamic phase of sepsis [6].

2.4. Cardiac MRI. At the end of the 48 h postsurgical period,
in vivo cardiac function and morphology were assessed by
nuclear magnetic resonance imaging (MRI). Anesthesia
was induced in an anesthetic box using 5% isoflurane in
a 30/70% air/oxygen mixture. The animals were then

positioned prone in a rat cradle (Equipement Vétérinaire
Minerve, Esternay, France) and maintained at 1.5–2% iso-
flurane at 1 liter/minute air/oxygen flow throughout the
MRI experiments. The cradle was designed for positioning
of the rat in the magnet. A tooth and ear bar secure system
was installed along with lines for the delivery and scavenging
of anesthetic gases, temperature control, and respiratory
and electrocardiogram (ECG) monitoring. Temperature
was maintained using a flow of heated air through the cradle.
The ECG signal was not measured during cardiac imaging
but was recorded in a few animals before electrode with-
drawal and positioning in the magnet to estimate the heart
rate for retrospective image reconstruction.

During cardiac MRI, high-resolution cine magnetic reso-
nance imaging (cine-MRI) was carried out with a Bruker
117/16 BioSpec instrument equipped with an 11.7T
(500MHz) horizontal magnet interfaced with an Avance III
console running Paravision 6.0 software and a shielded
BGA 9S gradient (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany). A
72mm inner diameter quadrature volume coil (Bruker
BioSpin, Ettlingen, Germany) was used for radiofrequency
(RF) transmission and MRI signal reception. The MRI
protocol for assessing myocardial function was modeled
on the human short-axis left ventricular (LV) framework
[29]. The navigator-based self-gated fast low-angle shot
(IntraGate FLASH) bright blood sequence was used for cine
imaging of the heart. Ten to 12 contiguous 1mm slices were
acquired to cover the heart from the base to the apex.

For the image analysis, the navigator slice was positioned
parallel to the image slice, centered to the heart and crossing
the lungs to maximize its sensitivity to cardiorespiratory
movements. The imaging parameters were as follows: repeti-
tion time (TR)/echo time (TE) 6/2.5ms, flip angle (FA) 8
degrees, field of view (FOV) 5 × 5 cm, matrix 256 × 256,
and slice thickness 1mm. Four hundred repetitions were per-
formed during acquisition of the whole raw dataset, and 16
movie frames were reconstructed using the Bruker IntraGate
reconstruction algorithm, which was fed with the heart rate
value (~400 bpm) recorded prior to the MRI and the mean
animal respiratory frequency as estimated parameters.

Image analysis was performed using the free Segment
v2.1 R5960 software [30]. Images were first converted into
DICOM format before loading into Segment software for
segmentation using the built-in “alternative left ventricular
tool” algorithm. For each rat, end-diastolic volume (EDV)
and end-systolic volume (ESV) were first identified by the
global maximum andminimum left ventricle (LV) cavity vol-
umes, respectively, to make sure that all the slices were in
phase. Semiautomatic segmentation of the LV was then per-
formed as described elsewhere [31]. Briefly, a point was first
seeded in the center of the LV blood pool, from which the
algorithm fits a deformable model that expands toward the
endocardial border to include the LV blood pool across the
various short-axis slices. Manual adjustments were per-
formed as required afterward mainly for the epicardial
border in general and for the endocardial border where
the papillary muscles appear separated from the myocar-
dium. Stroke volume (SV = EDV − ESV), ejection fraction
(EF = SV/EDV), and cardiac output (CO = SV × heart rate)

Table 1: Fatty acid composition of the diets (%).

DEF EPA

C14:0 0.1 0.1

C16:0 6.5 5.7

C18:0 2.7 3.0

C20:0 0.1 0.1

C24:0 0.1 0.1

SFAs 9.5 9.0

C16:1 ω7 0.1 0.1

C18:1 ω9 40.8 26.6

C18:1 ω7 0.9 0.8

C20:1 ω9 0.1 0.4

MUFAs 42.0 27.9

C18:2 ω6 47.1 44.7

C20:2 ω6 nd 0.2

C20:3 ω6 nd 0.1

C20:4 ω6 nd 0.8

ω6 PUFAs 48.1 46.9

C18:3 ω3 0.1 0.1

C20:4 ω3 nd 0.4

C20:5 ω3 nd 15.5

ω3 PUFAs 0.1 15.6

ω6/ω3 481 3

SFA: saturated fatty acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA:
polyunsaturated fatty acid; nd: not detected.
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were calculated from the end-diastolic and end-systolic
volumes. The EDV time curve was then used to derive
the contraction and relaxation rates.

2.5. Preparation of Isolated Mitochondria. At the end of the
cardiac MRI, about 200mg of the apical heart was freeze
clamped in liquid nitrogen and stored at −80°C for later
analysis. The mitochondria were extracted as previously
described [17]. Atria and the remaining aorta were cut off
from the heart. The myocardium was shredded with scissors
in a cold isolation buffer A composed of mannitol 220mM,
sucrose 70mM, MOPS 5mM, and EGTA 2mM, pH 7.4 at
4°C, fatty acid-free serum albumin 0.2%. The shreds of the
myocardium were rinsed several times on a filter and homog-
enized with a Polytron blender (0.4 s, rheostat = 3) and a
Potter-Elvehjem tissue grinder containing 15ml of isolation
buffer A. After centrifuging (800 × g, 10min, 4°C), the super-
natant with subsarcolemmal mitochondria was kept in ice.
The pellet was resuspended in a cold isolation buffer B com-
posed of KCl 100mM, MOPS 50mM, and EGTA 2mM, pH
7.4 at 4°C, fatty acid-free serum albumin 0.2%. A protease
(subtilisin 0.02%) was added for 1min to digest myofibrils
at ice temperature, and the whole was then homogenized
with a tissue grinder (300 rpm, 3 to 4 transitions). Immedi-
ately afterward, subtilisin action was stopped by adding isola-
tion buffer (30ml) and centrifuging (8000 × g, 10min, 4°C).
The supernatant was discarded and the pellet was resus-
pended in isolation buffer B. The homogenate was then
centrifuged (800 × g, 10min, 4°C), and the resulting superna-
tant with intermyofibrillar mitochondria was collected and
filtered with the other supernatant. Mitochondria were then
washed by centrifuging (8000 × g, 10min, 4°C). The pellet
of mitochondria was suspended in cold isolation buffer C
composed of KCl 100mM, MOPS 50mM, and EGTA
1mM, pH7.4 at 4°C, recentrifuged (8000 × g, 10min, 4°C),
and finally resuspended at a concentration of approx.
15mg/ml.

2.6. Respiration Measurements. The rate of mitochondrial
oxygen consumption was measured at 30°C in an incubation
chamber (Oxytherm OXYT1, Hansatech, King’s Lynn,
England) with a Clark-type O2 electrode filled with 1ml
of incubation medium (KCl 125mM, Tris-HCl 20mM,
KH2PO4 10mM, and EGTA 1mM, pH 7.2 at 30°C, fatty
acid-free bovine serum albumin 0.15%). All measurements
were made using mitochondria (0.2mg of mitochondrial
protein/ml) incubatedwith either glutamate (5.5mM)-malate
(2.5mM), palmitoylcarnitine (20 μM)-malate (2.5mM), or
succinate (5.5mM)-rotenone (2μM) as substrates (state 2),
in the presence of ADP 100mM (state 3) and afterwards with
the addition of oligomycin 0.5μg/ml (state 4). The pH of each
substrate was strictly fixed at 7.4 at 30°C. The incubation
medium was maintained at 30°C and constantly stirred with
a built-in electromagnetic stirrer and bar flea. Coupling of
the oxidative phosphorylation was assessed by the state 3 to
state 4 respiration rate ratio, which measures the degree of
control exerted on oxidation by phosphorylation (respiratory
control ratio or RCR). Amplex® Red (1 μM) and horseradish
peroxidase (5U/ml) were added to the medium at the

beginning of the respiration measurement to maintain the
same experimental conditions as those used in the measure-
ment of H2O2 release.

2.7. Mitochondrial Reactive Oxygen Species Release. The rate
of mitochondrial reactive oxygen species release was evalu-
ated in the same conditions as the respiration measurements.
It followed the linear increase in fluorescence (excitation at
560 nm and emission at 584nm) due to enzymatic oxidation
of Amplex® Red by H2O2 in the presence of horseradish
peroxidase modified to kinetically follow the rate of produc-
tion of reactive oxygen species by isolated mitochondria on
a fluorometer (Xenius XC, SAFAS, Monaco). Reaction condi-
tions were 0.20mg of mitochondrial protein/ml, 5U/ml of
horseradish peroxidase, and 1 μM of Amplex® Red with the
same substrates and concentrations as in the respiration
measurements.

2.8. Gene Expression. Total RNA was extracted from 50mg of
heart powder using TRIzol® (Thermo Scientific) according to
the manufacturer’s instructions. Chloroform was added
(0.2ml/ml of TRIzol®), and samples were mixed and centri-
fuged for 15min at 12000 × g at 4°C. An aqueous phase con-
taining ribonucleic acid (RNA) was collected, mixed with
isopropanol to precipitate RNA, and centrifuged (12000 × g,
4°C, 15min). After centrifuging, the pellet was washed with
ethanol 70% (vol/vol), dried, and suspended in water. RNA
quantification and integrity were verified by measuring the
ratio of optical densities at 260nm and 280nm and by agarose
gelmigration, respectively. cDNAswere synthesized from2μg
of total RNA using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit from Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific, Asnières-sur-Seine, France). The products of
reverse transcription were used for quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR) using specific primers
and Rotor-Gene SYBR Green PCR master mix on a
Rotor-Gene Q system (QIAGEN, Courtaboeuf, France).
Messenger RNA (mRNA) was quantified using the standard
curve of native cDNA and serial dilutions. The cardiac
mRNA expressions were determined for hypoxia-inducible
factor-1 (HIF-1), sirtuin-3 (SIRT3), cytosolic Cu-Zn super-
oxide dismutase (SOD1), mitochondrial manganese-
dependent superoxide dismutase (SOD2), interleukin-1β
(IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α), hexokinase 2
(HK2), phosphofructokinase-2 (PFK2), pyruvate kinase
muscle-type (PKm), M and H lactate dehydrogenases
(LDH M and H), and pyruvate dehydrogenase kinase 4
(PDK4). Primer sequences and PCR conditions are pre-
sented in Table 2. Some housekeeping genes were tested
(β-actin and hypoxanthine phosphoribosyltransferase);
β-actin was finally chosen for its intergroup stability.

2.9. Western Blot Analysis. Tissues were ground three times
in a mini bead beater in the presence of a lysis buffer
made of HEPES 50mM, sodium chloride 150mM, EDTA
10mM, anhydrous sodium tetrabasic pyrophosphate 10mM,
β-glycerophosphate 25mM, sodium fluoride 100mM, and
anhydrous glycerol 1.086M supplemented with phosphatase
inhibitors (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France).
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Successive centrifugations were performed and the super-
natants were collected. Proteins were quantified using a
bicinchoninic acid assay kit (Thermo Fisher Scientific,
Asnières-sur-Seine, France). For protein immunoblotting,
25 μg of proteins was loaded for separation by SDS-PAGE
electrophoresis and transferred on PVDF membranes.
Membranes were then immunoblotted with the appropriate
antibody to detect the nuclear factor of the kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cell inhibitor alpha (IκBα)
(1 : 1000, Cell Signaling #9242), voltage-dependent anion-
selective channel (VDAC) (1 : 1000, Cell Signaling #4866),
sirtuin-3 (SIRT3) (1 : 500, Santa Cruz #sc-365175), uncou-
pling protein-3 (UCP3) (1 : 200, Santa Cruz #sc-31387),
nitrosylated tyrosine (1 : 1000, Thermo Scientific #32-1900),
acetylated lysine (1 : 1000, Cell Signaling #9441), and per-
oxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha (PGC-1α) (1 : 5000, Santa Cruz #sc-13067). Anti-
body binding was detected using HRP-conjugated secondary
antibodies and ECL Western blotting substrate (Thermo
Fisher Scientific, Asnières-sur-Seine, France). Immunoblots
were visualized using a chemiluminescence imaging system
(MF-ChemiBIS, DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem,
Israel) and quantified using Multi Gauge V3.2 software. For
detection of nitrosylated proteins, protein extraction was per-
formed according to the manufacturer’s instructions. Several

housekeeping proteins including α-tubulin (1 : 1000, Sigma
#8203) and GAPDH (0.2 μg/ml, Sigma #G9545) were tested,
but none was stable across the four subgroups. However,
protein densitometry to Ponceau red was stable. It was
thus decided to normalize all the relevant proteins with
this parameter.

2.10. Lipid Analysis. Total lipids were extracted from cardiac
tissues according to Folch et al. [32]. Lipid extracts (approx.
50mg) were prepared using 4ml chloroform-methanol
(2 : 1 v/v) and 1ml 0.9% NaCl. After phospholipid separation
on Sep-Pak cartridges, fatty acid methyl esters were pre-
pared and separated by gas chromatography as previously
described [33].

2.11. Cardiac Oxidative Stress. Mitochondrial SOD was
assayed using a commercially available kit (Bertin Pharma,
Montigny-le-Bretonneux, France).

2.12. Statistical Analysis. Results are presented as mean ±
SEM. The data underwent a two-way analysis of variance
(ANOVA) describing the effects of the diets and of sepsis
and the cross-interaction between them. When necessary,
the means were compared using Fisher’s least significant
difference (LSD) test. A probability lower than 0.05 was con-
sidered significant. Statistical analysis was performed using
the NCSS 2007 software (NCSS LLC, Kaysville, UT).

3. Results

3.1. General Data. The body weights of the animals before
surgery were similar in the four subgroups (243 ± 5, 245 ± 7,
266 ± 7, and250 ± 7 g for theDEFSham,DEFSept,EPASham,
and EPA Sept, respectively). The surgery tended to decrease
these variables, but the observed changes were not significant
(data not shown). Since a large part of the myocardium was
used for mitochondrial preparation, the heart weights of
these rats were not determined.

3.2. Fatty Acid Composition of Cardiac Phospholipids. The
fatty acid composition of membrane phospholipids plays a
crucial role in the regulation of cardiac and mitochondrial
function because of not only its involvement in prostanoid
synthesis but also its engagement in the modulation of
enzymatic activities through changes in membrane fluidity.

The EPA-rich diet did not notably modify the propor-
tions of saturated fats in cardiac membranes (Table 3), but
it decreased those of the monounsaturated fatty acid
C18:1ω9 (−22% and −16% in the Sham and Sept subgroups,
p < 0 001). Although the proportions of total PUFAs were
unchanged, their profile was considerably altered by the
diets. PUFAs of the ω6 series were reduced by the EPA-rich
diet (−19% and −22% for the Sham and Sept subgroups,
p < 0 001), and those of the ω3 family were correspond-
ingly increased (+124 and +145%, p < 0 001). Arachidonic
acid (ArA or C20:4ω6) and its first metabolites (C22:4ω6
and C22:5ω6) were thus decreased, and EPA, C22:5ω3,
and C22:6ω3 were greatly increased (p < 0 001 for all the
comparisons).

Table 2: Real-time PCR primers used in this study.

Gene Sequence (5′-3′)

β-Actin
(F) TCTGTGTGGATTGGTGGCTCTA
(R) CTGCTTGCTGATCCACATCTG

HIF-1
(F) AAGCACTAGACAAAGCTCACCTG

(R) TTGACCATATCGCTGTCCAC

HK2
(F) GAGCTACCACGCACCCTAC
(R) CACCCTTACTCGGAGCACAC

HPRT
(F) TTGCTGACCTGCTGGATTAC
(R) AGTTGAGAGATCATCTCCAC

IL-1β
(F) CACCTTCTTTTCCTTCATCTTTG
(R) GTCGTTGCTTGTCTCTCCTTGTA

LDHH
(F) ACCCCGTGTCTACAATGGTG
(R) GGTTGATGACGCTGGTCAGT

LDHM
(F) TGAAGTCTCTGAACCCGCAG
(R) CGTATGCACTGTCAACCACC

PDK4
(F) CACACCTTCACCACATGCTC
(R) CGTGAATTGTCCATCACAGG

PFK2
(F) TTGCGAGGAAAGCAGTTTGC
(R) ACACGCCAGCATCAATCTCA

PKm
(F) GTCAATCCACAGACCCCCTG
(R) CCACTTGGTGAGCACTCCTG

SIRT3
(F) TGCTACTCATTCTTGGGACCTC
(R) CTGTACCGATTCAGACAAGCTG

SOD1
(F) CAGGACCTCATTTTAATCCTCAC

(R) TGCCCAGGTCTCCAACAT

SOD2
(F) CCGAGGAGAAGTACCACGAG
(R) GCTTGATAGCCTCCAGCAAC

TNF-α
(F) GCCTCTTCTCATTCCTGCTC
(R) GAGCCCATTTGGGAACTTCT

(F): forward; (R): reverse.
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Sepsis triggered certain modifications of the phospho-
lipid fatty acid profile that affected only PUFAs. In the DEF
group, the infectious disease reduced the first metabolites of
ArA (−10% and −10% for C22:4ω6 and C22:5ω6, p < 0 05).
In the EPA group, the pathology increased the propor-
tion of total ω3 PUFAs, mainly C22:6ω3 (+11 and +13%,
p < 0 05).

3.3. Sepsis-Induced Myocardial Inflammation. Bacterial lipo-
polysaccharides link to Toll-like receptors and activate the
NF-κB pathway. This activation is characterized by the
release and degradation of IκBα as well as migration of the

NF-κBmoiety to the nucleus and induction of the proinflam-
matory cytokine expression. The reduction of IκBα was
determined in the myocardial tissues of the four subgroups
of animals (Figure 1(c)). Dietary EPA did not alter its
value in sham-operated animals but increased it after sep-
sis (+103%, p < 0 001) compared to Sept animals fed the
DEF diet.

Figure 1 also depicts the effects of dietary EPA and sepsis
on cardiac TNF-α and IL-1β mRNA expressions. Gene
expression of TNF-α (Figure 1(d)) was not affected by sepsis
but depended on the dietary PUFA ingested: it was signifi-
cantly decreased by dietary EPA (−33% and −56% in the

Table 3: Fatty acid composition of cardiac phospholipids.

Fatty acid DEF Sham DEF Sept EPA Sham EPA Sept

C14:0 0 13 ± 0 03 0 11 ± 0 02 0 12 ± 0 01 0 10 ± 0 01
C15:0 0 15 ± 0 02 0 14 ± 0 02 0 14 ± 0 01 0 13 ± 0 02
C16:0 10 3 ± 0 2b 10 2 ± 0 4b 10 7 ± 0 4ab 11 2 ± 0 1a

C17:0 0 18 ± 0 01 0 18 ± 0 01 0 18 ± 0 01 0 18 ± 0 01
C18:0 22 3 ± 0 2 22 4 ± 0 1 22 2 ± 0 3 21 9 ± 0 1
C20:0 0 16 ± 0 01 0 15 ± 0 01 0 16 ± 0 01 0 16 ± 0 01
C22:0 0 27 ± 0 01 0 28 ± 0 02 0 27 ± 0 02 0 26 ± 0 02
C24:0 0 13 ± 0 01 0 14 ± 0 01 0 14 ± 0 01 0 14 ± 0 01
SFA 33 7 ± 0 3 33 7 ± 0 4 34 0 ± 0 2 34 2 ± 0 2
C16:1 ω7 0 20 ± 0 01 0 23 ± 0 02 0 21 ± 0 02 0 23 ± 0 01
C18:1 ω9 4 1 ± 0 2a 3 7 ± 0 1a 3 2 ± 0 1b 3 1 ± 0 2b

C18:1 ω7 2 8 ± 0 1 2 9 ± 0 1 2 6 ± 0 1 2 6 ± 0 1
trans-MUFA 0 18 ± 0 01 0 19 ± 0 01 0 20 ± 0 01 0 19 ± 0 01
C22:1 ω9 0 3 ± 0 1 0 2 ± 0 1 0 3 ± 0 1 0 2 ± 0 1
MUFA 7 6 ± 0 1a 7 3 ± 0 2a 6 7 ± 0 3b 6 4 ± 0 2b

C18:2 ω6 17 6 ± 0 5ab 17 4 ± 0 6a 19 0 ± 0 3b 18 5 ± 0 6ab

C20:2 ω6 0 18 ± 0 01 0 17 ± 0 01 0 16 ± 0 01 0 16 ± 0 01
C20:3 ω6 0 25 ± 0 01a 0 27 ± 0 01a 0 32 ± 0 01b 0 32 ± 0 01b

C20:4 ω6 22 5 ± 0 5a 23 3 ± 0 5a 18 6 ± 0 8b 17 3 ± 0 3b

C22:4 ω6 1 86 ± 0 08a 1 68 ± 0 05b 0 29 ± 0 02c 0 33 ± 0 02c

C22:5 ω6 5 1 ± 0 3a 4 6 ± 0 2b 0 2 ± 0 1c 0 1 ± 0 1c

ω6 PUFA 47 4 ± 0 6a 47 3 ± 0 7a 38 6 ± 0 8b 36 7 ± 0 4b

C18:4 ω3 0 08 ± 0 02a 0 14 ± 0 01b 0 11 ± 0 01ab 0 12 ± 0 02ab

C20:5 ω3 nda nda 0 79 ± 0 08b 0 77 ± 0 04b

C22:5 ω3 0 7 ± 0 1a 0 7 ± 0 1a 4 3 ± 0 3b 4 6 ± 0 1b

C22:6 ω3 6 6 ± 0 6a 6 6 ± 0 4a 11 4 ± 0 4b 12 9 ± 0 6c

ω3 PUFA 7 4 ± 0 6a 7 5 ± 0 4a 16 6 ± 0 6b 18 4 ± 0 5c

Total PUFA 54 8 ± 0 2 54 9 ± 0 4 55 2 ± 0 4 55 1 ± 0 3
ω6/ω3 6 6 ± 0 7a 6 4 ± 0 4a 2 4 ± 0 1b 2 0 ± 0 1b

The means correspond to the average of 5 rats. DEF Sham: rats fed the ω3 fatty acid-deficient diet with fictitious surgery; DEF Sept: rats fed the ω3 fatty
acid-deficient diet with cecal ligation and puncture; EPA Sham: rats fed the EPA-rich diet with fictitious surgery; EPA Sept: rats fed the EPA-rich diet with cecal
ligation and puncture; SFA: saturated fatty acids, MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids; nd: not detected; a, b: means without
a common letter on each line are significantly different.
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Sham and Sept subgroups, p < 0 05 in general). IL-1βmRNA
expression (Figure 1(e)) behaved differently: it was consider-
ably increased by CLP in the DEF group (+530%, p < 0 01),
but not at all in the EPA group (−67%, NS, CI: p < 0 01).

3.4. MRI Study. The in vivo cardiac morphology and function
were determined by MRI (Table 4) to know whether these
parameters were sensitive enough to the effects of the early
low-severity sepsis and EPA treatment. Cardiac morphology
estimated by the end-diastolic and end-systolic volumes was
minimally affected by the diets and surgery. This was also the
case for the cardiac function parameters, including ejection
fraction, heart rate, cardiac output, and relaxation. However,
an interesting tendency was noted for contraction: sepsis
tended to increase the contraction rate in both diet groups
(+14% and +13% for the DEF and EPA groups, p = 0 085):
no diet effect was noted, however.

3.5. Mitochondrial Function. Cardiac mitochondria were
immediately harvested after sacrifice to evaluate their energy

metabolism and reactive oxygen species release (Table 5) to
determine whether the function of these organelles was mod-
ified by sepsis and dietary EPA. The main modifications were
observed when glutamate/malate was used as substrate. In
the DEF groups, sepsis reduced the state 3 respiration rate
(−42%, p < 0 01), respiratory control ratio (RCR) (−31%,
p < 0 01), and rate of ATP production (−37%, p < 0 05).
Although the basal rates of H2O2 release during states 3
and 4 of the respiration were unchanged, the ratios of
H2O2 release to the state 3 respiration rate and of H2O2
release to the rate of ATP production were greatly increased
by sepsis (+70 and +128%, respectively, p < 0 05). Interest-
ingly, none of these parameters (state 3 respiration rate,
RCR, H2O2 release/state 3 respiration rate, and H2O2
release/rate of ATP production) were altered by sepsis in
the EPA-fed rats.

When succinate/rotenone or palmitoylcarnitine/malate
was used as substrates, the same trends were observed for
the rates of state 3 respiration and ATP production but the
differences were not significant. However, for the H2O2
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Figure 1: Cardiac inflammation parameters: (a) representative immunoblots of myocardial IκBα; (b) protein densitometry to Ponceau S of
the corresponding samples; (c) quantification of myocardial IκBα; (d) TNF-αmRNA expression; (e) IL-1βmRNA expression. The means are
a consortium of 8 rats 48 h after the surgery. DEF: rats fed the ω3 polyunsaturated fatty acid-deficient diet; EPA: rats fed the eicosapentaenoic
acid-enriched diet; Sham: sham-operated rats; Sept: septic rats; D: diet effect; CI: cross-interaction between the effect of the diet and that of
sepsis; A, B: histogram bars on the same panel without a common letter are significantly different.
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release normalized to the rates of state 3 respiration or ATP
production, the differences generally remained significant
like those observed with glutamate/malate as substrates.

3.6. Glycolytic Enzyme mRNA Expressions. High glucose oxi-
dation and low fatty acid degradation are often associated
with a cardioprotective metabolic profile [34, 35]. Table 6
summarizes the mRNA expression of several glycolytic
enzymes in order to estimate glucose metabolism. Sham-
operated rats fed the different diets had the same glycolytic
enzyme mRNA expressions except for that of pyruvate
kinase, which was reduced by the EPA diet (−30%, p < 0 05
by one-way analysis of variance). Pyruvate dehydrogenase
kinase 4 gene expression was also decreased by the EPA diet
(−62%, p < 0 05 by one-way analysis of variance). Sepsis had
little effect on the glycolytic enzyme mRNA expression in the
DEF diet-fed rats: it tended only to increase the hexokinase 2
gene expression (+41%, p = 0 058 by one-way analysis of var-
iance). Conversely, it strongly decreased the expression of
several enzymes in the EPA diet-fed rats: phosphofructoki-
nase 2 (−41%, p < 0 05), pyruvate kinase (−61%, p < 0 01),
and muscle (−37%, p < 0 01) and cardiac (−60%, p< 0.01)
lactate dehydrogenases. The hexokinase 2 and pyruvate
dehydrogenase kinase 4 mRNA expressions were also
decreased (−50% and 77%, respectively, p < 0 01 by one-
way analysis of variance). Mitochondrial acetylated lysine
reflects the rate of β-oxidation [36]. In sham-operated ani-
mals, acetylated lysine expression (Figure 2) was decreased
by dietary EPA (−66%, p < 0 001). Sepsis reduced lysine acet-
ylation in the DEF group (−48%, p < 0 01) but increased it in
the EPA group (+102%, p < 0 05).

3.7. Oxidative and Nitrosative Stresses. The oxidative stress
was further evaluated in the whole myocardium by deter-
mining SOD mRNA expressions. The cytosolic SOD1
(Figure 3(a)) was increased in the EPA subgroups (+58
and +54% for the Sham and Sept subgroups, p < 0 05 in
general) compared with the DEF subgroups but was not
affected by sepsis. By contrast, the gene expression of the
mitochondrial SOD 2 (Figure 3(b)) was reduced by the

EPA-rich diet (−59%, p < 0 001) but this was significant
only in the Sept subgroup (−76%, p < 0 001). This param-
eter was not affected by sepsis in the DEF group. The total
mitochondrial SOD activity (Figure 3(c)) was not influ-
enced by the diets but was increased by sepsis (+19% for
the DEF plus EPA groups, p < 0 05).

Nitrosylation intensity of mitochondrial proteins is pre-
sented in Figure 4. Sham-operated animals of the EPA group
displayed a lower degree of nitrosylation (−55%, p < 0 05)
than their counterparts fed the DEF diet. Sepsis reduced this
parameter in the DEF group (−26%) but increased it in the
EPA group (+51%, CI: p < 0 001). Finally, septic rats in the
EPA diet group displayed a higher degree of mitochondrial
protein nitrosylation (+54%, p < 0 01) than the DEF-fed rats.

3.8. HIF-1 and SIRT-3 Gene Expressions. Reactive oxygen
species (ROS) in the mitochondrial matrix are known to reg-
ulate the expressions of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)
and sirtuin-3 (SIRT3) [37]. Since mitochondria of the DEF
group seemed to overproduce ROS, the gene expressions of
these two proteins were thus evaluated in the whole myocar-
dium. HIF-1 mRNA expression (Figure 5(a)) was affected by
both the diet and the type of surgery. The presence of
EPA in the diet strongly reduced the gene expression of
this parameter (−40% and −44% for the Sham and Sept
subgroups, p < 0 01). Sepsis had also a lowering effect
(−29% and −33% for the DEF and EPA groups, p < 0 05).

SIRT3mRNA expression (Figure 5(b)) evolved differently
with an increasing effect of dietary EPA (+61 and+51% for the
Sham and Sept subgroups, p < 0 05) and no significant influ-
ence of sepsis.

3.9. Mitochondrial Uncoupling Protein-3 (UCP3), Sirtuin-3
(SIRT3), and Myocardial Voltage-Dependent Anion Channel
(VDAC) Expressions.UCP3 is known to modulate mitochon-
drial oxidative and nitrosative stresses [38]. Figure 6(c) shows
UCP3 expression in the mitochondria. Dietary EPA greatly
increased the expression of this protein irrespective of the
surgery (+207%, p < 0 05). Sepsis did not influence the
expression of this protein.

Table 4: In vivo cardiac morphology and function.

DEF Sham DEF Sept EPA Sham EPA Sept ANOVA

EDV 298 ± 26 326 ± 20 347 ± 27 306 ± 20
ESV 92 ± 8 113 ± 8 119 ± 15 95 ± 9 CI: p < 0 05
SEV 194 ± 16 231 ± 13 228 ± 16 211 ± 14
EF 65 ± 2 65 ± 4 66 ± 3 69 ± 2
HR 371 ± 6 366 ± 12 355 ± 7 374 ± 8
CO 229 ± 6 217 ± 24 227 ± 7 236 ± 11
CR 0 22 ± 0 02 0 25 ± 0 01 0 23 ± 0 02 0 26 ± 0 02 S: p = 0 085
RR 0 18 ± 0 01 0 17 ± 0 01 0 19 ± 0 02 0 19 ± 0 02
Themeans represent the average of 8 rats. DEF Sham: rats fed theω3 fatty acid-deficient diet with fictitious surgery; DEF Sept: rats fed theω3 fatty acid-deficient
diet with cecal ligation and puncture; EPA Sham: rats fed the EPA-rich diet with fictitious surgery; EPA Sept: rats fed the EPA-rich diet with cecal ligation and
puncture; EDV: end-diastolic volume (μl); ESV: end-systolic volume (μl); SEV: systolic ejection volume (μl/beat); EF: ejection fraction (%); HR: heart rate
(beats/min); CO: cardiac output (ml/min/g of wet weight); CR: contraction rate (cm2/s); RR: rate of relaxation (cm2/s); ANOVA: analysis of variance. The
two-way analysis of variance describes the effects of the diets, those of sepsis (S), and the cross-interaction between these two factors (CI).
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Mitochondrial sirtuin-3 protein expression (Figure 6(f))
was influenced by the diet and type of surgery. In the
sham-operated subgroups, its content was lower when the
diet was enriched with EPA (−39%, p < 0 05). Sepsis induced
opposite effects on this parameter according to the dietary
conditions (CI: p < 0 05). To examine this significant cross-
interaction more closely, a one-way analysis of variance

describing the effect of sepsis was performed in each dietary
group: in the DEF group, the effect of sepsis was not signifi-
cant (−25%, NS), but in the EPA group, sepsis significantly
increased the amount of the protein (+60%, p < 0 05).

The myocardial content of mitochondria was evaluated
by estimating the protein content of the mitochondrial
voltage-dependent anion channel (VDAC) in the whole

Table 5: Mitochondrial function.

Substrate Parameter DEF Sham DEF Sept EPA Sham EPA Sept

GM

State 3 84 ± 7a 49 ± 7b 67 ± 5ab 87 ± 6a

State 4 13 ± 1a 10 ± 1a 11 ± 1ab 15 ± 1a

RCR 6 5 ± 0 2a 4 5 ± 0 5b 6 3 ± 0 2a 6 0 ± 0 1a

ATP 379 ± 49a 239 ± 58b 411 ± 47a 416 ± 35a

ATP/O 2 3 ± 0 2 2 6 ± 0 6 3 1 ± 0 3 2 4 ± 0 2
ROS state 3 81 ± 5 87 ± 7 79 ± 9 80 ± 7
ROS state 4 113 ± 7 123 ± 12 126 ± 18 119 ± 14
ROS/state 3 1 0 ± 0 1a 1 7 ± 0 2b 1 1 ± 0 2a 0 9 ± 0 1a

ROS/state 4 9 7 ± 0 9ab 12 6 ± 2 1a 10 8 ± 0 8ab 8 4 ± 1 0b

ROS/ATP 0 25 ± 0 04a 0 57 ± 0 18b 0 21 ± 0 03a 0 20 ± 0 03a

SR

State 3 129 ± 13 101 ± 13 120 ± 12 137 ± 16
State 4 52 ± 3 46 ± 4 49 ± 3 46 ± 2
RCR 2 5 ± 0 1 2 2 ± 0 1 2 5 ± 0 1 2 7 ± 0 2
ATP 293 ± 42ab 208 ± 33b 321 ± 21a 290 ± 19ab

ATP/O 1 1 ± 0 1 1 1 ± 0 1 1 3 ± 0 1 1 2 ± 0 1
ROS state 3 139 ± 6 146 ± 6 140 ± 6 143 ± 8
ROS state 4 174 ± 7 175 ± 11 173 ± 10 181 ± 15
ROS/state 3 1 2 ± 0 1a 1 6 ± 0 2b 1 2 ± 0 1a 1 1 ± 0 1a

ROS/state 4 3 4 ± 0 2 3 9 ± 0 3 3 4 ± 0 1 3 3 ± 0 1
ROS/ATP 0 60 ± 0 13ab 0 82 ± 0 13a 0 44 ± 0 03b 0 48 ± 0 02b

PM

State 3 111 ± 10 93 ± 14 124 ± 14 129 ± 15
State 4 12 ± 1 11 ± 2 10 ± 1 11 ± 1
RCR 9 1 ± 0 4a 8 6 ± 0 9a 13 ± 1b 12 ± 1b

ATP 616 ± 69 507 ± 103 621 ± 68 656 ± 46
ATP/O 2 6 ± 0 2 2 6 ± 0 3 2 6 ± 0 35 2 73 ± 0 2

ROS state 3 56 ± 5 57 ± 7 64 ± 11 59 ± 8
ROS state 4 90 ± 9 88 ± 11 98 ± 17 82 ± 8
ROS/state 3 0 5 ± 0 1a 0 7 ± 0 1b 0 5 ± 0 1a 0 5 ± 0 1a

ROS/state 4 7 6 ± 0 8 8 3 ± 1 0 9 8 ± 1 2 8 2 ± 0 9
ROS/ATP 0 10 ± 0 02ab 0 14 ± 0 03c 0 10 ± 0 01ac 0 09 ± 0 01ab

The means correspond to the average of 8 animals. DEF Sham: animals fed the ω3 fatty acid-deficient diet with the fictitious surgery; DEF Sept: animals fed the
ω3 fatty acid-deficient diet with the cecal ligation and puncture; EPA Sham: animals fed the EPA-rich diet with the fictitious surgery; EPA Sept: animals fed the
EPA-rich diet with the cecal ligation and puncture; GM: glutamate/malate; SR: succinate/rotenone; PM: palmitoylcarnitine/malate; state 3: state 3 respiration
rate (nmoles O2/min/mg of proteins); state 4: state 4 respiration rate (nmoles O2/min/mg of proteins); RCR: respiratory control ratio; ATP: rate of ATP
production (nmoles of ATP/min/mg of proteins); ATP : O: ratio between the production of ATP and the state 3 respiration rate (nmoles of ATP/nmoles of
O2); ROS state 3 and ROS state 4: H2O2 release during the state 3 and state 4 respirations (pmoles/min/mg of proteins); ROS/state 3: ratio between H2O2

release during state 3 and oxygen consumption during state 3 (pmoles of H2O2/nmoles of O2); ROS/state 4: ratio between H2O2 release during state 4 and
oxygen consumption during state 4 (pmoles of H2O2/nmoles of O2); ROS/ATP: ratio between H2O2 release during state 3 and rate of ATP production
(pmoles of H2O2/nmole of ATP); a, b, c: means without a common letter for the same parameter are significantly different.
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organ and isolated organelles. In the myocardial tissue
(Figure 6(i)), VDAC was increased by the EPA-rich diet
(+43% in general, p < 0 01). The increase in the Sham rats

was low (+8%, NS) but was more marked in the CLP group
(+87%, p < 0 01). The significant cross-interaction indicated
that VDAC tended to be decreased by sepsis in the DEF

Table 6: Glycolytic enzyme mRNA expressions in the myocardium.

DEF Sham DEF Sept EPA Sham EPA Sept ANOVA

HK2 1 20 ± 0 12ab 1 69 ± 0 22a 1 03 ± 0 15ab 0 52 ± 0 05b D: p < 0 001
CI: p < 0 01

PFK2 2 36 ± 0 28a 1 97 ± 0 22ab 2 35 ± 0 27a 1 38 ± 0 24b S: p < 0 05

PKm 0 94 ± 0 07a 0 80 ± 0 11ab 0 66 ± 0 10b 0 26 ± 0 03c D: p < 0 001
S: p < 0 01

LDHM 0 91 ± 0 02a 0 98 ± 0 16a 0 87 ± 0 07a 0 55 ± 0 05b D: p < 0 05

LDHH 1 54 ± 0 16ab 1 76 ± 0 30b 1 10 ± 0 19a 0 44 ± 0 08c D: p < 0 001
CI: p < 0 05

PDK4 0 68 ± 0 14a 0 52 ± 0 07ac 0 26 ± 0 06bc 0 06 ± 0 01b D: p < 0 001
The means represent the average of 8 rats. DEF Sham: rats fed the ω3 fatty acid-deficient diet with fictitious surgery; DEF Sept: rats fed the ω3 fatty
acid-deficient diet with cecal ligation and puncture; EPA Sham: rats fed the EPA-rich diet with fictitious surgery; EPA Sept: animals fed the EPA-rich diet
with the cecal ligation and puncture; HK2: hexokinase 2; PFK2: phosphofructokinase 2 inhibiting the phosphofructokinase 1; PKm: pyruvate kinase muscle
type; LDHM: muscular lactate dehydrogenase catalyzing the transformation of pyruvate to lactate; LDHH: cardiac lactate dehydrogenase catalyzing the
transformation of lactate to pyruvate; PDK4: pyruvate dehydrogenase kinase 4 inhibiting the pyruvate dehydrogenase by phosphorylation; ANOVA:
analysis of variance. The two-way analysis of variance describes the effects of the diets (D), those of sepsis (S), and the cross-interaction between these two
factors (CI); a, b, c: means without a common letter for the same parameter are significantly different.
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Figure 2: Degree of acetylation of mitochondrial proteins: (a) representative immunoblots; (b) protein densitometry to Ponceau S of the
corresponding samples; (c) quantification of protein acetylation. The means are the average of 8 rats. DEF: rats fed the ω3 polyunsaturated
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CI: cross-interaction; A, B, C: histogram bars on the same panel without a common letter are significantly different.
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group (−20%, NS) but increased by the pathology in the EPA
group (+39%, p < 0 01).

In the isolated mitochondria, the VDAC content was not
affected by the diets and the surgical procedures (data not
shown).

Since all these results suggest an increased mitochondrial
content in the septic myocardium of the EPA group, PGC-1α
protein expression was determined in the different sub-
groups. The results indicated that the dietary and surgical
interventions did not modify the expression of this protein
(data not shown).

4. Discussion

This study set out to (i) determine whether the function
of cardiac mitochondria is prematurely modified—before
the occurrence of contractile dysfunctions—in early low-
severity sepsis induced by cecal ligation and puncture in rats
fed aWestern diet, (ii) find out whether dietary eicosapentae-
noic acid (C20:5 n-3 or EPA) protects the integrity of these
organelles, and (iii) seek a potential mechanism responsible
for observed effects. We found that the septic animals fed

the Western-type diet displayed a reduced mitochondrial
oxidative phosphorylation although the cardiac mechanical
function was not yet reduced. This was associated with an
increased mitochondrial oxidative stress. Dietary EPA exerts
cardioprotection against these changes through reducing the
mitochondrial oxidative stress, which may be related to
increased mitochondrial UCP3 and SIRT3 expressions.

4.1. Justification of the Dietary Model. In the present study,
the influence of sepsis was studied in two different popula-
tions of rats fed distinct dietary PUFAs. The first population
was fed a diet in which the PUFAs were strictly ω6 (linoleic
acid). This diet was thus deficient in ω3 PUFAs. It modeled
some features of the Western diet, which is characterized by
an excessive ingestion of ω6 PUFAs and an insufficient ω3
PUFA intake. In industrialized societies, the ratio of dietary
ω6 PUFAs to ω3 PUFAs is around 15 but the World Health
Organization recommends a ratio close to 4–5. EPA, one of
the ω3 substrates of cyclooxygenase and lipoxygenase, was
thus added to the second diet.

Dietary EPA decreased ω6 PUFAs in cardiac phospho-
lipids, namely, arachidonic acid, C22:4ω6, and C22:5ω6,
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Figure 3: Cytoplasmic (SOD1) (a) and mitochondrial (SOD2) (b) superoxide dismutase mRNA expressions and mitochondrial SOD activity
(c) in female rats subjected to a 48 h sepsis. The means are the average of 8 rats. DEF: rats fed the ω3 polyunsaturated fatty acid-deficient diet;
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and increased long-chain ω3 PUFAs (C22:5 and C22:6ω3).
These modifications are classically observed when a ω6
PUFA-based diet is enriched with ω3 PUFAs [17, 18, 39].
The PUFA (ω6 + ω3) level of phospholipids is relatively
constant to maintain stability of the membrane fluidity.
However, there is a perpetual renewal of acyl moieties in
the constitution of these complex lipids. It is due to the
activities of phospholipases A1 and A2 which deacylate the
phospholipids. The resulting lysophospholipids are immedi-
ately reacylated by lysophospholipid acyltransferases which
implant acyl moieties from acyl-CoA in these molecules.
PUFAS of the ω6 series and those of the ω3 family compete
for these enzymes. Introducing ω3 PUFAs in the diet thus
induces a decrease in ω6 PUFAs and an increase in ω3
PUFAS in cardiac membranes.

4.2. Limitations of the Study. The maximal sepsis duration
was 48h and the intensity of the microbial infection was

low (ligature at only 1 cm from the cecal apex). The sepsis
was limited to this severity (i) for the welfare of the animals
and to meet the requirements of the local ethics committee
on the use and care of laboratory animals and those of the
animal welfare cell of our laboratory and (ii) to limit animal
death and so have a sufficient sample size to validate statisti-
cal analysis. Clearly, the results obtained are restricted to this
short postsurgery period and low-severity sepsis and do not
allow extrapolation to other situations.

4.3. Effects of the Diet and Surgical Procedure on Cardiac
Mechanical Function. Cardiac mechanical function was
estimated by MRI in the living animal anesthetized with
isoflurane. The proportion of isoflurane was strictly regu-
lated as a function of the respiratory rhythm. Body tem-
perature of the animals (37°C) was also strictly controlled
by adjusting the temperature of the gas flow entering
the lungs.
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Our model of sepsis had little effect on cardiac morphol-
ogy and function. Sepsis has different influences on cardiac
function according to the severity of the pathology: early sep-
sis increases the heart rate [6, 40] to fight against the systemic
hypotension encountered in this situation [41]. With more
severe sepsis, diastolic dysfunctions occur [8]. Finally, with
evolution toward septic shock, systolic dysfunctions appear
[7]. The early low-severity sepsis induced in our study did
not trigger the expected increase in the heart rate occurring
in the hyperdynamic phase of the pathology. However, the
rate of contraction tended to be increased in both groups
(+13%, p = 0 08), suggesting a compensatory mechanism
for a probable hypotension. CLP in the rodent is known to
decrease body temperature [42]. In our study, the body tem-
perature was maintained at 37°C during the MRI measure-
ments. Since we increased the temperature artificially,
stimulation of the rate of contraction may have occurred
instead of the increased heart rate.

4.4. Effects of the Diet and Surgical Procedure on
Mitochondrial Function. In the sham-operated rats, the
EPA-induced changes in the fatty acid composition of
membrane phospholipids affected the cardiac mitochondria.
Oxidative phosphorylation was unchanged, but several fac-
tors related to the oxidative stress were altered. Nitrosylation
of mitochondrial proteins was decreased by EPA. This
decrease suggests attenuation of reactive oxygen species
(ROS) generation. Furthermore, the SOD2 mRNA expres-
sion tended to be decreased in this group (−40%, p = 0 13).
SOD2 is the mitochondrial enzyme, and the lowering of its
mRNA expression associated with the lower protein nitrosy-
lation suggests that ROS impregnation of the mitochondrial
matrix was reduced. The ω3 PUFA-related decrease in mito-
chondrial oxidative stress is of utmost importance in regulat-
ing the oxidative phosphorylation: ROS can block the Krebs
cycle by inhibiting aconitase [43]. EPA-induced reduction
of mitochondrial ROS impregnation can thus improve the
oxidative phosphorylation. The phenomenon was associated

with important changes in intermediary metabolism. Lysine
acetylation reflecting the intensity of the β-oxidation rate
[36] was decreased by the EPA diet, indicating a lower fatty
acid oxidation. Furthermore, the pyruvate dehydrogenase
kinase 4 mRNA expression was reduced by the ω3 PUFA.
Since this enzyme inhibits pyruvate dehydrogenase, this find-
ing suggests that the oxidative decarboxylation of pyruvate to
acetyl-CoA in the mitochondrial matrix was accelerated.
Finally, dietary EPA seemed to shift substrate oxidation
toward a cardioprotective pattern characterized by high
glucose oxidation and low fatty acid degradation [34, 35].

Sepsis strongly depressed the oxidative phosphorylation
of cardiac mitochondria in the DEF-fed animals modeling
the human Western diet, although degradation of cardiac
mechanical function was not yet observed. Compensatory
energy production might have occurred through anaerobic
glycolysis. Abnormal mitochondrial activity was associated
with increased oxidative stress. This was ascertained by the
behavior of isolated mitochondria: they displayed an
increased ratio of H2O2 production to oxidative phosphory-
lation regardless of the substrate used. This indicates that
the ROS release was always higher at a similar rate of energy
production. The mitochondrial oxidative stress encountered
in the myocardium of these rats can explain the reduced oxi-
dative phosphorylation: ROS and calcium are recognized
effectors of the mitochondrial permeability transition pore
(mPTP) [44]. The mPTP opening allows the release of
small-size water-soluble entities (MW< 1500Da) from the
mitochondrial matrix, namely, NADH and adenine nucleo-
tides, and this release reduces mitochondrial oxidative phos-
phorylation [17]. The sepsis-induced deficit in mitochondrial
energy production translated into a reduction of mitochon-
drial protein acetylation reflecting a decreased β-oxidation
rate. Pyruvate oxidation was not increased in compensation
(unchanged glycolytic enzyme mRNA expressions). The
mitochondrial oxidative stress also explains the augmenta-
tion of IL-1β mRNA expression in the myocardium: inflam-
matory cytokine expression is favored by mitochondrial ROS
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and can trigger a mitochondrial oxidative stress in a vicious
cycle [45]. The cardiotoxicity after CLP was thus partly due
to inflammation, which probably resulted from the accumu-
lation of the proinflammatory ω6 PUFAs in membrane
phospholipids [23, 46].

In the animals fed the EPA-rich diet, the oxidative
phosphorylation of myocardial mitochondria was not
depressed by sepsis. As ascertained by the lower SOD2
mRNA expression and ROS release by isolated mitochondria,
the EPA-induced protection was due to a reduction of the
matrix oxidative stress. This situation allowed (i) mainte-
nance of the oxidative phosphorylation through prevention
of mPTP opening, (ii) upholding of the intensity of the
intermediate metabolism characterized by an increased
β-oxidation rate despite an apparent reduction of glycolysis
suggested by the decrease in gene expression of enzymes
directly involved in the glycolytic pathway (HK2 and PKm),
and (iii) a decrease in the inflammatory response character-
ized by a slackening of the NF-κB pathway and reduction of
IL-1β gene expression. This underlines the cardioprotective
effects of EPA on sepsis, which is well documented in
the literature by numerous human studies [47–62].

VDAC is essential to maintaining a high rate of oxidative
phosphorylation, since the pore constituted by this protein

allows the inward and outward movements of solutes
through the outer mitochondrial membrane. Its expression
in the whole myocardium was increased by dietary EPA
in the septic subgroup, although it was unchanged in the
mitochondria. This suggests an increased mitochondrial
density. Yet PGC-1α was not overexpressed, indicating that
mitochondrial biogenesis was unchanged: it is thus proba-
ble that mitophagy was slackened by the lower oxidative
stress, leading to the progressive accumulation of nitrosy-
lated proteins. In the long term, this might be detrimental
for the heart and explain the few human studies describing
a lack of EPA-induced cardioprotection [62–64] or even a
negative effect [65, 66].

4.5. Mechanisms of the Cardioprotective Effects of
Dietary EPA

4.5.1. Dietary EPA in Sham-Operated Animals. Our study
shows that dietary EPA increased mitochondrial UCP3 con-
tent. Such an observation was already noticed in C2C12 cells
[67]. The reduced matrix oxidative stress of the EPA-
enriched heart was triggered by the observed increase in
mitochondrial UCP3 content [68]. UCP3 allows upholding
of the oxidative metabolism [69]: UCP3 expression facilitates
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matrix expulsion of fatty acids and reduces their degradation
in the β-oxidative pathway. Thus, a higher matrix-free CoA
content is available for pyruvate oxidation. The assumed
UCP3-related lower mitochondrial acyl-CoA content can
also account for the reduced matrix oxidative stress accumu-
lation of these toxic lipids in the mitochondria being known
to favor ROS production [70]. The phenomenon was associ-
ated with increased SIRT3 and decreased HIF-1 mRNA
expressions. Bell et al. [37] report in primary mouse embryo
fibroblast that a decrease in the matrix oxidative stress
induces a reduction of HIF-1α expression. EPA reduced the
matrix oxidative stress and preconditioned the myocardium
in terms of mRNA expressions. When the mitochondrial
function was measured in the isolated organelles, no
change in mitochondrial function was observed except an
EPA-induced increase in the respiratory control ratio
(RCR) when palmitoylcarnitine/malate was used as a sub-
strate (+38%, p < 0 05). It is known that the UCP3-induced
reduction of the oxidative stress is related to lipid oxidation:
ROS open the mPTP and favor proton leakage [44], and this
decreases the RCR. The EPA-related ROS scavenging activity
improved the RCR, but the enhancement was limited to
the reactive oxygen species resulting from the β-oxidative
pathway. The changes in protein and/or gene expressions
seen in the myocardium of sham-operated animals proba-
bly constitute preconditioning allowing the EPA-induced
cardioprotection during sepsis.

4.5.2. Dietary EPA in Septic Animals. The lower oxidative
stress of the mitochondrial matrix of the EPA-fed rats was
maintained during sepsis. It allowed (i) the reduction of
inflammatory cytokine production, (ii) the maintenance of
the mPTP in a closed configuration in the in vivo situation,
and (iii) the upholding of high rates of oxidative phosphory-
lation to sustain the cardiac mechanical function.

In this model of early sepsis, UCP3 expression was still
high in the cardiac mitochondria of animals treated with
EPA. This was associated with an increased protein nitrosyla-
tion. An UCP3-induced reduction of oxidative stress in favor
of an increased nitrosative stress has already been described
under conditions of high ROS production [38]. The reduc-
tion of the oxidative stress prevented the mPTP opening
and favored the upholding of the oxidative phosphorylation.
Our study shows for the first time that the nitrosative stress is
less deleterious for the mitochondria than the oxidative stress
in these conditions of early sepsis. Furthermore, mitochon-
drial SIRT3 was also increased. Under stressing conditions,
this NAD+-dependent deacetylase is translocated into the
nucleus and mitochondria [71]. In the nucleus, the histone
deacetylase has been reported to limit NF-κB activation
[72]. It thus limits the inflammation process [73] and related
oxidative stress of the mitochondrial matrix. This effect may
be potentiated by high expression of SIRT3 activating several
enzymes involved in ROS scavenging activity [74]. Moreover,
the increased protein acetylation observed in the septic
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mitochondria of the EPA group suggests stimulation of the
β-oxidative pathway. Protein acetylation has strong regula-
tory effects on several mitochondrial enzymes [75]: it blocks
glucose and fatty acid oxidations through inhibition of pyru-
vate, very long-chain acyl-CoA, and long-chain acyl-CoA
dehydrogenases, but it stimulates enoyl-CoA hydratase/3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase [76], potentially leading
to the accumulation of the amphiphilic and perhaps toxic
3-ketoacyl-CoA. By acting on a limited number of key
enzymes, SIRT3 is able to overcome these deleterious effects
via deacetylation of the involved proteins [77]: it thus allows
the upholding of high rates of β-oxidation and oxidative
phosphorylation.

4.6. Conclusion (See Figure 7). Sepsis induces dysfunctions of
cardiac mitochondria before contractile abnormalities in rats
fed a Western-type diet. They are characterized by oxidative
stress and disruption of oxidative phosphorylation. Dietary
EPA and/or its elongation products (DPA and DHA) exert
a strong cardioprotective effect, defined by the absence or
delay of inflammation and upholding of the energy metabo-
lism in the physiological range. The reason for the ω3 PUFA-
induced anti-inflammatory effect is a lowmitochondrial ROS
impregnation suspected to be related to increased UCP3 and
SIRT3 expressions. These effects already emerge in the phys-
iological situation through changes in mRNA expressions
that precondition the myocardium. They can explain the
resistance to sepsis. The antioxidant effect of n-3 PUFAs
has been regularly observed after short-term administration
(until 10 weeks) of these fatty acids [78–80]. However, Firuzi
et al. [81] noticed tendencies toward an increased circulating
8-iso-PGF2α concentration and decreased erythrocyte gluta-
thione peroxidase and catalase activities after a 6-month
treatment in patients enduring dilated cardiomyopathy. Fur-
ther investigations are thus necessary to determine whether
long-term administration of n-3 PUFAs has antioxidant
and anti-inflammatory properties. Moreover, future studies
with human cardiac mitochondria are now needed to con-
firm the protection observed in the rat during early sepsis.
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A procedure to extract functional isolated 

mitochondria from small-sized human atrial 

samples. Applications to the influence of obesity. 

 

Au vu des données de la littérature et des résultats positifs obtenus dans les études 

précédentes, nous souhaiterions vérifier nos résultats chez l’Homme. Les données décrivant 

la fonction des mitochondries cardiaques humaines sont rares dans la littérature scientifique. 

Une recherche approfondie dans PubMed en renseignant simultanément les 3 mots-clés 

"human", "heart" et "mitochondria" depuis le début de l’année 2018 n'a permis de trouver 

que deux publications étudiant la phosphorylation oxydative et/ou la libération de ROS dans 

des mitochondries cardiaques humaines isolées (Kleinbongard et al. 2018; Ait-Aissa et al. 

2019). La coopération avec le Professeur Kasra Azarnoush, chirurgien cardiaque, nous offrait 

la possibilité de récupérer du tissu atrial frais correspondant généralement à un déchet 

opératoire. Une recherche plus approfondie dans la littérature à partir de l’an 2000 a mis en 

avant seulement quatre articles étudiant les mitochondries atriales humaines isolées sur le plan 

de l’oxydation phosphorylante et/ou de la production de ROS (Mio et al. 2008; Morota et al. 

2013; Croston et al. 2014; Schipper et al. 2017). A part l’étude de Croston présentant 

des mitochondries dans un bon état fonctionnel, rares sont les études où le processus 

d’extraction ne semble pas altérer les mitochondries, principalement au vu des valeurs de RCI. 

Nous avons donc décidé d’adapter notre protocole du ventricule de rat au tissu atrial humain 

et de vérifier l’état des mitochondries obtenues. 

 

Les résultats préliminaires des atria humains montrent une respiration mitochondriale 

et des RCI comparables voire meilleurs par rapport à ceux du tissu ventriculaire des rats. 

La même constatation est observée pour la libération des ROS rapportée à la consommation 

d’oxygène. Les mitochondries atriales obtenues sont donc fonctionnelles et de bonne qualité. 

En revanche, le rendement d’extraction est quasiment 2 fois inférieur pour l’atrium humain 

par rapport au ventricule de l’animal. Ce constat signifie que la méthode d’extraction peut être 
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améliorée ou que le taux de mitochondries présentes dans le tissu atrial humain est inférieur à 

celui des ventricules de rats. 

 

 Afin de valider la mise au point du protocole du point de vue de la capacité à mettre en 

évidence des différences de fonctionnement, une application préliminaire a été mise en place. 

Celle-ci a consisté à comparer la respiration des mitochondries cardiaques issues de patients 

normo-pondéraux à celle d’individus obèses. Les patients de cette étude étaient inclus 

dans le projet de recherche clinique enregistré sur le site ClinicalTrial.gov sous le numéro 

d’identification NCT03690076. Les résultats montrent que la consommation d’oxygène en état 

d’oxydation phosphorylante maximale et l’intégrité mitochondriale sont augmentées dans 

le cadre de l’obésité, ce qui valide des études préliminaires réalisées chez le rat présentant une 

obésité abdominale. Ces observations permettent de valider la méthode d’extraction destinée à 

l’obtention de mitochondries cardiaques humaines fonctionnelles mais elles suggèrent 

également un impact notoire de l’obésité sur ces organites. 
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Abstract 

Evaluation of the activity of cardiac mitochondria is probably the best way to estimate early 

cellular damages in chronic pathology. Early diagnosis allows the rapid therapeutic 

interventions increasing patient survival in numerous diseases. However, the data on human 

cardiac mitochondria are scarce in the international literature. Here we describe a method to 

extract and study functionally mitochondria from small-sized right atrium rejections (minimum 

of 400 mg) obtained during extracorporeal circulation and usually considered as surgical waste 

products. The mitochondria were purified through several mechanical processes (fine 

myocardial cutting, tissue grounder and potter Elvehjem), an enzymatic proteolytic action 

(subtilisin) and differential centrifugation. The effects of obesity on the rate of mitochondrial 

oxygen consumption and H2O2 release were determined with 3 different substrates. Human 

atrial mitochondria were of high quality on the functional viewpoint compared to rat ventricle 

organelles, but their extraction yield was twice lower. Testing the effects of obesity indicated 

that glutamate/malate-related ADP-stimulated respiration was increased strongly in obese 

subjects, although the oxidation of other substrates was unaffected. These results confirm those 

previously found in the ventricles of rats fed a high fat diet. In conclusion, the described method 

is simple, reliable and sensitive. It allowed the description of the impact of obesity with only a 

small patient sampling (n = 5 in the lean and obese groups). 

 

Keywords Human right atrium . Mitochondria . Obesity . Oxidative phosphorylation . Reactive 

oxygen species 

 

 

 

 

 

 

  



Introduction 

In several chronic or acute cardiac diseases, early diagnosis of abnormal myocardial function 

is important to select the best therapeutic strategy. Earliest prognoses increase survival chance 

for the patients. Echocardiographic or magnetic resonance imaging measurements of 

mechanical activity are often used in cardiovascular units to estimate myocardial damages. 

Ejection fraction is a rough tool to estimate cardiac mechanical function and its depression 

occurs after the onset of cellular damages. Enzyme or protein release in the systemic circulation 

can be more representative of cellular damages [1]. In example, circulating cardiac troponin 1 

level is used ordinarily as a marker of cellular injuries [2]. However, the release of this protein 

occur probably with severe cellular disruption and is not viewed as an early marker of damages.  

Measurement of mitochondrial function may be the best way to make an early diagnosis of 

cardiomyocyte damages. Indeed, disruption of mitochondrial function accompanies numerous 

cardiac pathologies including arrhythmias [3], ischemia/reperfusion [4], diabetes [5], sepsis [6], 

etc. These abnormalities occur soon after the beginning of diseases and are explained by excess 

reactive oxygen species (ROS) production or mitochondrial calcium accumulation, opening of 

the permeability transition pore, release of matrix elements in the cytosol and loss of oxidative 

phosphorylation capacities [7]. Recent results of our laboratory showed that such dysfunctions 

occur before changes in myocardial contractility during a low-severity sepsis of short duration 

[8]. Indeed, decreases in mitochondrial ATP production were offset by increased anaerobic 

glycolysis, so that energy synthesis was unchanged and myocardial contractility was not 

depressed [9]. Evaluation of the mitochondrial metabolism is thus very promising in 

accelerating and improving diagnosis establishment. 

Data describing the function of human cardiac mitochondria are scarce in the scientific 

literature. Performing an extensive research in PubMed by simultaneously questioning the 3 

key-words “human”, “heart” and “mitochondria” from the beginning of 2018 allowed to find 

only 2 publications studying the oxidative phosphorylation and/or ROS production of isolated 

human cardiac mitochondria [10, 11]. Another approach is more currently used: measurement 

of oxygen consumption by permeabilized cardiac fibers [12, 13, 14]. This technique allows the 

determination of the oxidative phosphorylation of the mitochondrial population as a whole in 

their cellular context. However, this technique is semi-quantitative, since it is not possible to 

adjust the amount of mitochondria added to the assay with reliability. Yet, the relationship 

between the quantity of mitochondria added to the respiration medium and intensity of 

respiration is not linear. Moreover, the presence of numerous ATPases alters the respiration 



signal: these enzymes favour ADP production from the synthesized ATP, resulting in an 

equilibrium between ATP and ADP in the respiration medium. This equilibrium connects the 

respiration measurements to ATPase activity. It is thus difficult to determine reliable rates of 

respiration and ATP production. One of the advantage of the permeabilized fibers results from 

the fact that only a minor quantity of cardiac tissue is necessary for respiration measurements. 

On the other hand, the respiration rate is low and its determination necessitates high-resolution 

respirometry apparatus such as the well-known Oroboros system. 

That permeabilized fibers necessitate only a small amount of fresh myocardial tissue is an 

incontestable asset for determination of human oxidative phosphorylation. In example, cordial 

agreement with cardio-vascular surgeons allows the procurement of atrial biopsies obtained 

during establishment of extracorporeal circulation. The biopsies are small and their weight can 

reach only 400 mg. This amount of atrial tissue allows the determination of oxidative 

phosphorylation of permeabilized fibers, but was until now considered to be too low to permit 

such a measurement in isolated mitochondria. 

We have previously determine the effects of abdominal obesity on the functioning of isolated 

cardiac mitochondria in the rat fed a high fat diet. The results were irrevocable: abdominal 

obesity increases the oxidative phosphorylation of the complex 1-related glutamate/malate [15]. 

In another study using a similar rat model, we observed that abdominal obesity decreases the 

cardiac oxidative stress [16]. When searchers elaborate a new technique, they need to validate 

it by comparing their results with those obtained by a method already validated.  

This study aimed at presenting a simple and efficient method allowing the preparation of 

isolated mitochondria from human atrial biopsies obtained during extracorporeal circulation 

and determination of respiration measurements and hydrogen peroxide releases from 3 different 

substrates: the complex 1-related glutamate/malate, complex 2-related succinate/rotenone and 

lipid-related palmitoylcarnitine/malate. To sustain the method, the effects of obesity have been 

evaluated. 

 

Materials and Methods 

Ethical considerations 

The protocol was approved by the review board named “Comité de Protection des Personnes 

Sud-Ouest et Outre-Mer III” of Bordeaux, France (authorization number 2018/17) and 



conformed with the World Medical Association Declaration of Helsinski – Ethical Principles 

for Medical Research Involving Human Subjects. Rejections were collected after written 

informed consent was obtained. The trial was registered in ClinicalTrials.gov under the 

identifier: NCT03690076. 

 

Material 

Fresh human atrial biospies were collected from 15 patients undergoing open-chest cardiac 

surgery at the Gabriel Montpied University Hospital, Clermont-Ferrand, France. All the 

patients had such an intervention for the first time. Five of them were used for finalization of 

the technique of mitochondrial preparation and comparison with rat ventricle mitochondria. The 

remaining 10 individuals were tested to determine the effect of obesity (5 lean and 5 obese 

patients) on the function of atrial mitochondria. The experiments were full-blind studies. For 

valve surgery and/or coronary revascularisation, the heart has to be stopped and extracorporeal 

circulation is necessary. Introduction of a cannula of the heart-lung bypass machine in the right 

atrium necessitates to cut a piece of tissue out. The collected rejections (0.4-1.0 g) were 

immediately placed in 3-4 ml of cold A buffer (in mM: mannitol 220, sucrose 70, MOPS 5, 

EGTA 2, pH 7.4 at 4°C, fatty acid-free bovine serum albumin 0.2%) and transferred to a near 

laboratory for mitochondria extraction. 

 

Mitochondria preparation (scheme 1) 

Mitochondrial extraction from human atrial tissue was performed in two steps as we already 

finalized it for the rat ventricles [8]: first, a mechanical homogenization allowing the collection 

of mechanically extracted mitochondria; then, an enzymatic extraction after removing of the 

mechanically extracted mitochondria permitting the obtainment of enzymatically extracted 

mitochondria. Since the initial size of the atrial biopsy was small, both types of organelles were 

gathered in order to reach a sufficient mitochondrial concentration in the final suspension. 

Briefly, the atrial piece and the cold A buffer was put in a Petri’s dish placed on ice and the 

extra-atrial tissue (mainly yellow adipose tissue) was discarded. The buffer was discarded and 

the tissue was washed twice with 1 ml of cold A buffer. The tissue was chiselled with curve 

scissors in cold A buffer (1 ml) during approximately 10 min until the myocardial fragments 

reached the size of pinheads. The fragments were then placed on 2-3 layers of gauze and rinsed 



with 2-3 ml of cold A buffer. After meticulous retrieval, the fragmented tissue was rapidly 

weighed and placed in a 30-ml centrifugation tube with 5.4 ml of cold A buffer/g of tissue. It 

was ground with a homogenizer (PT1200E, Polytron) at maximal speed for 2 cycles of 1.2 s. 

The homogenate was transferred to a Potter-Elvehjem homogenizer and the Polytron grounder 

was rinsed two times with 2.7 ml of cold A buffer to recover all the tissue. To ensure a sufficient 

mechanical extraction, the tissue preparation was homogenized with the potter-Elvehjem (350 

RPM, 3 passages without taking the pestle of the potter out of the liquid). After careful recovery 

of all the homogenate in a centrifuge tube, the sample was centrifuged (800 g, 10 min, 4°C). 

The supernatant containing mechanically extracted mitochondria was filtered on 2 gauze layers 

and stored on ice until collection of enzymatically extracted mitochondria. The pellet was put 

in the potter-Elvehejem and suspended in 7.5 ml of cold B buffer (in mM: KCl 100, MOPS 50, 

EGTA 2, pH 7.4 at 4°C, fatty acid-free serum albumin 0.2%). To release more mitochondria, 

myofibril proteolysis was performed using subtilisin. A commercial subtilisin solution (Sigma 

ref P4860) was preferred compared to the classical powdered subtilisin because the powdered 

enzyme was difficult to weight owing to static electricity and the solution was stable at 4°C for 

a long duration. The subtilisin solution (22 Sigma units in 1 ml of cold B buffer) was added and 

the suspension was immediately vortexed and put on ice for 1 min exactly. The suspension was 

then rapidly homogenized with the potter-Elvehjem (350 RPM, 2 passages) and subtilisin action 

was stopped by addition of 15 ml of cold B buffer. After meticulous transfer in an adequate 

tube, the suspension was immediately centrifuged (8000 g, 10 min, 4°C). The supernatant 

containing the protease was discarded and the pellet re-suspended carefully with a vortex by 

using 4 x 2.7 ml of cold B buffer/g of tissue. A further centrifugation was performed (800 g, 10 

min, 4°C) and the supernatant containing enzymatically extracted mitochondria was filtered on 

gauze and added to the first supernatant with mechanically-extracted mitochondria. The totality 

was centrifuged (8000 g, 10 min, 4°C) and the pellet of mitochondria was re-suspended with 

0.5 ml of cold C buffer (similar to B buffer without fatty acid-free serum albumin) by several 

liquid back and forth with an automatic pipette. Once the mitochondria were re-suspended, the 

tube was filled at two third of its volume with cold C buffer and centrifuge once again (8000 g, 

10 min, 4°C). The mitochondrial pellet was finally suspended in 0.5 ml of cold C buffer/g of 

tissue at the approximate concentration of 10 mg of mitochondrial proteins/ml. 

Extraction of rat ventricle mitochondria, respiration measurements and determinations of 

hydrogen peroxide release were performed according to the same techniques exactly for 

comparison with human atrial mitochondria. All the experiments followed the European Union 



recommendations for the care and use of laboratory animals for experimental and scientific 

purposes. All the animal work was approved by the local board of ethics for animal 

experimentation (Comité d’éthique pour l’expérimentation animale, Auvergne) and notified to 

the research animal facility of our laboratory (authorization No. APAFIS#2213-

2016082409264678 v2). The research complied with the ARRIVE guidelines on animal 

research [17]. 

 

Respiration measurements 

The rate of mitochondrial oxygen consumption was measured at 30 or 37°C in an incubation 

chamber (Oxytherm OXYT1, Hansatech, King’s Lynn, England) with a Clarke-type O2 

electrode filled with 1 ml of incubation buffer (KCl 125 mM, Tris-HCl 20 mM, KH2PO4 10 

mM, EGTA 1 mM, pH 7.2 at 30 °C, fatty acid-free bovine serum albumin 0.15%). All 

measurements were made using mitochondria (0.1 mg of mitochondrial protein/mL) incubated 

with either glutamate (5.5 mM)/malate (2.5 mM), palmitoylcarnitine (20 µM)/malate (2.5 mM) 

or succinate (5.5 mM)/rotenone (2 µM) as substrates (state 2), in the presence of ADP 100 mM 

(maximal state 3) or 60 mM (spontaneous return to state 4 respiration rate after ADP 

exhaustion) and afterwards with the addition of oligomycin 0.5 µg/mL. The pH of each 

substrate was strictly fixed at 7.4 at 30 °C. The incubation buffer was maintained at 30 °C or 

37°C and constantly stirred with a built-in electromagnetic stirrer and bar flea. Coupling of the 

oxidative phosphorylation was assessed by the state 3 to state 4 respiration rate ratio, which 

measures the degree of control exerted on oxidation by phosphorylation (respiratory control 

ratio or RCR). Amplex® Red (1 µM) and horseradish peroxidase (5 U/ml) were added to the 

medium at the beginning of the respiration measurement to maintain the same experimental 

conditions as those used in the measurement of H2O2 release. 

 

Mitochondrial reactive oxygen species release 

The rate of mitochondrial reactive oxygen species release was evaluated in the same conditions 

as the respiration measurements. It followed the linear increase in fluorescence (excitation at 

560 nm and emission at 584 nm) due to enzymatic oxidation of Amplex® Red by H2O2 in the 

presence of horseradish peroxidase modified to kinetically follow the rate of production of 

reactive oxygen species by isolated mitochondria on a fluorometer (Xenius XC, SAFAS, 

Monaco). Reaction conditions were 0.10 mg of mitochondrial protein/ml, 5 U/ml of horseradish 



peroxidase and 1 μM of Amplex® Red with the same substrates and concentrations as in the 

respiration measurements. 

 

Morphological data 

Fat, lean and hydric masses of the patients were determined with an impedance-meter 

(Bodystat, France Medical Concept, Franqueville Saint Pierre, France) on the day before the 

surgery. 

 

In vivo measurements of cardiac function 

Several assessments were performed on the day before the surgery: a clinical examination, a 6-

minute walking test, an electro-cardiogram, and a transthoracic echocardiography. 

 

Biochemical assays 

A systematic measurement of several blood parameters was performed in all the patients. 

Glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides were assayed with an automaton 

(Dimension Vista, Siemens Healthcare Diagnostics, Saint Denis, France) using commercial 

available kits (Abcam, Paris, France). HDL-cholesterol was evaluated with the same automaton 

using a kit from Merck Millipore (Fontenay-sous-Bois, France). LDL-cholesterol was 

calculated using the Friedewald’s formula [18]. Glycated haemoglobin was assayed by High 

Performance Liquid Chromatography with a Variant system (Biorad, Marnes-la-Coquette, 

France). Insulin was measured according to an immune-metric chemo-luminescent assay with 

an automaton (Immulite, Siemens Healthcare Diagnostics, Saint Denis, France) using a kit from 

Alpco (Grenoble, France). All the blood collections were performed after a 1-night fasting 

before the surgery. The HOMA-IR index was calculated as follow: HOMA-IR = (Blood glucose 

(mg/dl) x insulin concentration (mIU/l) / 405). 

Mitochondrial proteins were estimated according to the Pierce’s method with a commercial 

available kit (Micro BCATM Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL). 

 

Statistical analyses 

All data presented are mean ± SEM. Intragroup data normality and intergroup homoscedasticity 

were evaluated with the Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively. When the data followed 

a normal law and variances were equal, a one-way analysis of variance describing the effects 



of the species or obesity was performed. If the data were not normally distributed or the 

variances were unequal, a non-parametric Mann-Whitney U/Wilcoxon Rank-Sum test was 

carried out. Significance was diagnosed when the probabilities were lower than 0.05. All 

statistical analyses were performed using the NCSS (number Cruncher Statistical Software) 10.  

 

Results 

Comparative activities of human atrial and rat ventricle mitochondria 

Comparison of the function of rat and human myocardial mitochondria is presented in table 1. 

The mitochondrial extraction yield was twice lower with the right atrium of the human heart (-

51%, p < 0.001). When glutamate/malate was used as an oxidative phosphorylation substrate, 

the ADP-stimulated respiration rate was higher in the human mitochondria (+171%, p < 0.001). 

This was not the case during the state 4 respiration when oligomycin blocked the ATPases. 

Consequently, the respiratory control index (RCI) was almost twice higher in human 

mitochondria (+94%, p < 0.01). No difference was however noticed for the P/O ratio. The rates 

of H2O2 release during the states 3 and 4 of the respiration were of similar magnitude in rat and 

human mitochondria and this was also the case for the ratios between H2O2 releases and 

respiration rates. 

The results were slightly different with the lipid substrate palmitoylcarnitine/malate. The state 

3 and 4 respiration rates were almost twice higher in human mitochondria (+93 and +100%, p 

< 0.001 and p < 0.05) as it was observed with glutamate/malate. Interestingly, H2O2 releases 

during states 3 and 4 of the respiration were higher in the human mitochondria (+202 and +76%, 

p < 0.001 and p < 0.01), but finally the ratio between ROS productions and respiration rates 

were quite similar in the two species. 

Specific results were also noticed when succinate/rotenone was used. The rates of state 3 and 4 

respirations as well as the RCI were also higher in human (+47, +25 and +25%, p < 0.05 for 

all) although the P/O ratio was similar. ROS release during the state 3 respiration was not 

significantly modified, but was lower in human mitochondria during the state 4 respiration (-

39%, p < 0.01). The ratio between ROS releases and respiration rates behaved similarly as the 

H2O2 releases (-50% for this ratio during the state 4 respiration rate, p < 0.01).  

 

Effects of obesity on the activity of atrial mitochondria in humans 



This study enrolled 10 patients (5 lean and 5 obese individuals) having to undergo an open-

chest surgery for valve replacement and/or coronary bypass for the first time. Pre-surgical drug 

treatments were (number of treated patients in the lean and obese groups): -blocking (3, 4), 

anti-hypertensive (3, 4), lipid lowering (4, 2), blood fluidizer (3, 4), ACE inhibitor (3, 2), anti-

arrhythmic (2, 0), calcium antagonist (1, 2), potassium enhancer (0, 2), digitalis (1, 0), anti-

diabetic (1, 1), analgesic (1, 2), anxiolytic (1, 1), and anti-inflammatory (0, 2) therapies.  

Revascularization was planned in 2 lean and 2 obese patients; aortic valve surgery in 2 lean and 

3 obese individuals; mitral valve intervention in 4 lean and 2 obese; and finally, tricuspid 

surgery in 2 lean and 3 obese patients. 

All the patients suffered grade 2 or 3 dyspnea with grade 1 Angor, but had no respiratory and 

cardiac failures. They were mainly males with a similar age in the lean and obese groups (Table 

2). In the obese group, 2 patients on 5 were treated for type-2 diabetes, 3 on 5 for dyslipidaemia 

and the totality for hypertension. In the lean group, none of the patients had developed type-2 

diabetes, but 2 on 5 had treatments for dyslipidaemia and 2 on 5 for hypertension. 

Although the body weight was not significantly different, the body mass indexes and fat masses 

were higher in the obese group (+34 and +65% compared to the lean group, p < 0.001 for all). 

Conversely, parameters of the cardiac and pulmonary functions (heart rate, ejection fraction, 

systolic and diastolic pressures, and systolic arterial pulmonary pressure) were similar. No 

significant difference in total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol, high-density 

lipoprotein cholesterol, glycated haemoglobin and HOMA-IR index was noticed. However, 

triglycerides were increased by obesity (+97% compared to the lean group, p < 0.05). 

The extracorporeal circulation performed to arrest the heart necessitates the collection of a piece 

of right atrium which is usually removed as a surgical waste product. We used this piece of 

atrium to prepare mitochondria. Biopsy weight for mitochondrial preparation averaged 746 ± 

42 mg. The mitochondrial extraction yields were of similar magnitude as that measured with 

the comparison rat ventricle/human atrial mitochondria (data not shown) and did not differ 

between lean and obese patients. The parameters of oxidative phosphorylation and H2O2 release 

measured when glutamate/malate was used as a substrate are presented in Figure 2. The rate of 

state 3 respiration was increased strongly by obesity (+101% compared to thinness, p < 0.001). 

This was not the case for the state 4 respiration rate. The RCI thus was increased by obesity 

(+91%, p < 0.05). The parameters of ROS release were however not significantly modified by 

obesity: nevertheless, a strong tendency toward an obesity-related decrease in the ratio between 



H2O2 release and state 3 respiration was observed (-62%, p = 0.21). Since the incidence of 

hypertension was higher in the obese group, we also tested the influence of this pathology on 

mitochondrial function: hypertension had no significant effects on the parameters of 

mitochondrial oxidative phosphorylation and ROS release when glutamate/malate was used as 

a substrate (data not shown). 

When palmitoylcarnitine/malate or succinate/rotenone was used as a substrate, the parameters 

of mitochondrial function were not affected by obesity (data not shown). 

 

Discussion 

This study aimed to describe a simple, reliable and sensitive method allowing the preparation 

of isolated mitochondria from human atrial biopsies obtained during extracorporeal circulation, 

and determination of respiration measurements and hydrogen peroxide releases from 3 different 

substrates: the complex 1-related glutamate/malate, complex 2-related succinate/rotenone and 

lipid-related palmitoylcarnitine/malate. To sustain the method, the effects of obesity have been 

evaluated. We noticed that the functions of human atrial mitochondria were of good quality 

compared to those of rat ventricles. The respiration measurements were performed easily with 

an oxy-meter displaying a conventional sensitivity to oxygen. Furthermore, sufficient amounts 

of mitochondria were purified to allow all the desired measurements. Obesity increased the 

state 3 respiration rate and RCI of atrial mitochondria oxidizing glutamate/malate. This may be 

related to a decreased H2O2 release during state 3 respiration. These significant results were 

obtained despite the low sample size of the experiment indicating the good sensitivity of the 

methods. 

 

Compared activities of rat ventricle and human atrial mitochondria 

One of the main observations of this comparison was that human right atrium contained less 

mitochondria than rat ventricle mitochondria as suggested by the lower mitochondrial 

extraction yield. This may be related to the size of the species: indeed, it is well known that the 

smallest animals have highest heart rate and metabolism [19]. In vivo heart rate surrounds 400 

beats/min in the rat, whereas it is only around 60 in humans. The highest heart rates necessitate 

more energy and more oxidative metabolism, and finally higher mitochondrial density. 



Although their extraction yield was lower, human atrial mitochondria displayed the highest 

rates of oxidative phosphorylation whatever the substrate used. Rat heart mitochondria can have 

been deteriorated slightly during the extraction process. Indeed, rat ventricle is harder than 

human right atrium. The mechanical extraction with the homogenizer and potter Elvehjem can 

thus have deteriorated more severely rat mitochondria compared to the human organelles. That 

rat mitochondria were partially deteriorated is sustained by the myocardial capacities of ATP 

synthesis. These last can be estimated roughly according to the following calculation: CAS = 

(St 3 – St4) x P/O x MEY where CAS are the capacities of ATP synthesis (nmoles of ATP/min/g 

of myocardium), St3 and St4 the mitochondrial respiration rates during state 3 and 4 (ng atoms 

of oxygen/min/mg of mitochondrial proteins), P/O is the mitochondrial efficiency (nmoles of 

synthesized ATP/ng atom of oxygen) and MEY the mitochondrial extraction yield (mg of 

mitochondrial proteins/g of myocardium). The difference between state 3 (ATP production + 

uncoupling) and state 4 (only uncoupling) was calculated to estimate the quantity of oxygen 

involved in ATP synthesis. According to our measurements, CAS were 832 and 1306 nmoles 

of ATP/min/mg of myocardium in the rat ventricles and human right atrium, respectively. The 

lower CAS in the rat does not agree with the high heart rate measured in this species. 

Our data indicate that human atrial mitochondria displayed good respiration properties, 

although their extraction yield was low. Since we had not a lot of biological material, we had 

to adapt measurements of oxidative phosphorylation and ROS release to this situation. Using 

an oxy-meter with a classical oxygen sensitivity, we decided to perform respiration and ROS 

measurements with 0.1 mg of mitochondrial proteins/ml. Our experiment indicated that this 

quantity was enough for the measurements and even allowed the easy collection of repeated 

small samples (5 µl in 50 µl of cold dimethyl sulfoxide) from the respiration chamber to perform 

determinations of ATP concentrations by luminometry at a later date. A rapid calculation taking 

into account the mitochondrial extraction yield shows that only 400 mg of atrial tissue is 

sufficient to perform all the measurements. Moreover, the SEM of our measurements were 

rather low compared to the corresponding means indicating that the methods of extraction and 

measurements of mitochondrial activities were reliable, although we had no information on the 

health status of the patients involved in the measurements. Utilization of healthy human left 

ventricle obtained from heart-transplanted patients will allow the better comparison with rat 

ventricle mitochondria. 

 

Effects of obesity on the activities of human atrial mitochondria 



Obese patients involved in this study were clearly differentiated from lean subject as evidenced 

by their increased body mass index and fat mass. They had more difficulties to perform the 6-

min walk test, although the lower travelled distance (-33%) was not significantly different from 

that determined in lean patients. Interestingly, they displayed a higher circulating triglyceride 

concentration, suggesting a potential lipotoxicity. Despite this fact, glutamate/malate-related 

state 3 respiration was twice higher compared to that measured in lean subjects. This can offset 

for the increased energy utilization due to excess body weight. These results fit well with those 

obtained in one of our previous study performed in the ventricle mitochondria of rats fed a high 

fat diet for several weeks [15]: the high fat diet triggered abdominal obesity and the 

mitochondria a higher ADP-stimulated respiration with glutamate/malate. 

In the pair glutamate/malate, only malate is oxidized. Its oxidation is carried out in the Krebs 

cycle by the malate dehydrogenase enzyme producing only the reduced form of NAD. NADH 

is re-oxidized at complex 1 level of the respiratory chain. Complex 1 activity is decreased by 

the mitochondrial oxidative stress via cardiolipin oxidation [20, 21]. In the present study, the 

ratio between H2O2 production and ADP-stimulated respiration was reduced by 62% in the 

obese group. The difference was not significant due to the too low sample size, but it was huge. 

This strongly suggests that at a similar rate of oxidative phosphorylation, ROS release tended 

to be lower. This agrees well with a recent study performed in obese high fat diet-fed rats in 

which we observed a reduced cardiac oxidative stress [16]. This lower oxidative stress was 

probably responsible for the increased complex 1 activity and malate ADP-stimulated 

respiration noticed in the present study. The reasons for the lower oxidative stress are not 

known, but can be linked to the stimulated respiration: increased respiration consumes more 

. The potential difference between matrix and intermembrane space would be lower with 

weaker positive electric charge out of the mitochondria. The negative electrons transiting the 

respiratory chain thus would be less pulled in the intermembrane space and superoxide anion 

would be less produced. Increased respiration might results from augmented cardiac work at 

similar magnitude of physical activity in obese individuals. 

Visualizing the impact of the increased complex 1-related respiration in the context of the whole 

organ is difficult and somewhat speculative. However, complex 1 activity produces more 

energy than complex 2 or lipid-related electron transfer flavoproteins. The resulting gain in 

metabolic efficiency [22] can strengthen the activity of the whole heart and favour blood 

expulsion in the arteries, thus allowing the care of the increased energy needs due to excess 

body weight. 



 

Conclusion 

In the present study, we presented a simple, reproducible and sensitive technique allowing the 

preparation of atrial mitochondria from a small human tissue sampling. The mitochondria were 

in good health status although they were obtained in small quantity. However, adaptation of the 

typical protocol of respiration and ROS release allowed the full determinations of these 

parameters with 3 different substrates. The mitochondrial extraction yield obtained indicated 

that only 400 mg of atrial tissue were sufficient. 

Estimation of the effects of obesity indicated that the method used for preparation of human 

atrial mitochondria allowed the obtaining of the same results as those determined in the rat 

ventricle. The mitochondria of obese individuals displayed a higher rate of complex 1-related 

substrate respiration due to a lower oxidative stress. This similarity strengthens the validity of 

our extraction method.  
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Figure caption 

Fig. 1 Schematic representation of the procedure for the extraction of isolated cardiac 

mitochondria of human atrial samples. 

 

Fig. 2 Effects of obesity on the activities of human atrial mitochondria. The respiration and 

H2O2 release measurements were carried out at 37°C with a saturating ADP concentration and 

glutamate/malate as a substrate. The means are a consortium of 5 patients. St3: state 3 

respiration rate (ng atoms of oxygen/min/mg of proteins); St4: state 4 respiration rate (ng atoms 

of oxygen/min/mg of proteins); RCI: respiratory control index; ROS3: H2O2 release during the 

ADP-stimulated respiration (pmoles/min/mg of proteins); ROS4: H2O2 release during the state 

4 respiration (pmoles/min/mg of proteins); R3 and R4: ratio between ROS and oxygen 

consumption during the states 3 and 4 of the respiration (pmoles H2O2/ng atom of oxygen); *: 

p < 0.05; ***: p < 0.001. 

 

  



Table 1. Comparison of the activities of rat ventricle and human atrial mitochondria  

 Rat ventricles Human right atrium 

MEY 5.1 ± 0.4 2.5 ± 0.3 *** 

 

 

 

GM 

St3 84 ± 7 228 ± 31 *** 

St4 13 ± 1 19 ± 3 

RCI 6.5 ± 0.2 12.6 ± 1.4 ** 

P/O 2.3 ± 0.2 2.5 ± 0.1 

ROS3 81 ± 5 129 ± 43 

ROS4 113 ± 7 169 ± 48 

ROS3/St3 1.0 ± 0.1 0.6 ± 0.1 

ROS4/St4 9.3 ± 0.9 9.1 ± 1.8 

 St3 110 ± 10 212 ± 18 ***  

 St4 12 ± 1 24 ± 4 *  

 RCI 8.7 ± 0.2 9.9 ± 1.9  

PM P/O 2.6 ± 0.2 2.6 ± 0.1  

 ROS3 56 ± 5 169 ± 6 ***  

 ROS4 90 ± 9 158 ± 5 **  

 ROS3/St3 0.5 ± 0.1 0.8 ± 0.2 *  

 ROS4/St4 7.6 ± 0.8 7.7 ± 0.8 

 St3 129 ± 13 189 ± 9 * 

 St4 52 ± 3 65 ± 4 * 

 RCI 2.4 ± 0.1 3.0 ± 0.1 * 

SR P/O 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.1 

 ROS3 139 ± 6 103 ± 22 

 ROS4 174 ± 7 107 ± 23 ** 

 ROS3/St3 1.2 ± 0.1 0.6 ± 0.1 

 ROS4/St4 3.4 ± 0.2 1.7 ± 0.1 ** 

Data are the average of 5 myocardial samples per group. Mitochondrial metabolism was 

determined at 30°C with a non-saturating ADP concentration (60 mM). MEY: mitochondrial 

extraction yield in mg of mitochondrial proteins/g of myocardial tissue; GM: glutamate/malate; 

PM: palmitoylcarnitine/malate; SR: succinate/rotenone; St3 and St4: state 3 and state 4 

respiration rates in ng atoms of oxygen/mg of mitochondrial proteins; P/O: nmoles of ADP/ng 

atom of oxygen; ROS3 and ROS4: rates of H2O2 release during the state 3 and state 4 

respiration; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001. 

  



Table 2. Characteristics of the lean and obese patients involved in the study 

 Lean Obese 

Male 

Age (y) 

Body weight (kg) 

4/5 

73 ± 3 

68 ± 4 

4/5 

74 ± 4 

89 ± 9 

BMI (kg/m2) 24.2 ± 1.0 32.4 ± 0.8 ** 

Fat mass (kg) 19.6 ± 1.7 32.3 ± 2.7 ** 

Lean mass (kg) 48.4 ± 3.9 56.3 ± 11.2 

Hydric mass (kg) 39.8 ± 2.7 45.3 ± 8.4 

Diabetes 0/5 2/5 

Dyslipidaemia 2/5 3/5 

Hypertension 2/5 5/5 

6 min walk test (m) 413 ± 29 275 ± 65 

HR (beats/min) 63 ± 4 76 ± 12 

EF (%) 55 ± 3 63 ± 3 

SAPP (mmHg) 41 ± 6 48 ± 7 

SAP (mmHg) 123 ± 10 133 ± 15 

DAP (mmHg) 66 ± 3 79 ± 1 

Total chol (g/l) 1.39 ± 0.12 1.82 ± 0.42 

LDL-chol (g/l) 0.72 ± 0.11 1.27 ± 0.25 

HDL-chol (g/l) 0.50 ± 0.03 0.36 ± 0.06 

Triglycérides (g/l) 0.88 ± 0.13 1.73 ± 0.25 * 

Glycated Hb (%) 6.24 ± 0.43 6.00 ± 0.10 

HOMA-IR 0.89 ± 0.18 1.88 ± 0.83 

Five patients were included in each group. BMI: body mass index; HR: heart rate; EF: ejection 

fraction; SAPP: systolic arterial pulmonary pressure; SAP: systolic aortic pressure; DAP: 

diastolic aortic pressure; chol: cholesterol; LDL: low-density lipoproteins; HDL: high-density 

lipoproteins; Hb: haemoglobin; *: p < 0.05; **: p < 0.01. 
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Chapitre 5 : Discussion 

générale 

 

 Afin de déterminer les effets de l’EPA sur la santé cardiovasculaire et leur modulation 

par le stress oxydant, ma thèse a porté sur l’étude de 3 situations différentes : l’obésité, 

le diabète sucré et le sepsis précoce. La première se caractérise par l’absence de stress oxydant 

à court et moyen terme. Cet état peut évoluer vers l’installation d’une insulino-résistance 

favorisant le déclenchement d’un diabète sucré de type 2 et d’une hyperglycémie associée alors 

à un stress oxydant sévère et chronique. Le sepsis précoce est, quant à lui, caractérisé par 

une phase initiale de stimulation de la fonction cardiaque qui nous a permis d’obtenir un modèle 

de stress oxydant d’intensité faible voire modérée. L’étude de l’association ou non d’agents 

antioxydants avec les AGPI 3 dans ces différentes situations a mis en lumière plusieurs 

constats : i) un surdosage en antioxydants comme l’association vitamine E + CoQ10 

peut s’avérer délétère en aboutissant à un effet pro-oxydant, même au cours de l’obésité 

abdominale qui est caractérisée par une amélioration du statut oxydant ; ii) à l’inverse, une 

situation de stress oxydant sévère et chronique comme le diabète sucré a démontré un impact 

mortel d’un enrichissement en EPA alors que l’association de ce nutriment avec un extrait 

de thé vert a aboli cet effet tout en offrant un meilleur maintien de la fonction cardiaque ; iii) le 

cas d’un niveau intermédiaire de stress oxydant comme le sepsis précoce peu intense a mis en 

évidence des effets antioxydant et cardio-protecteur de l’EPA en préservant la fonction 

mitochondriale. Les résultats obtenus dans ces études animales vont nous conduire à étudier 

l’effet de l’EPA associé à un antioxydant adéquat sur le fonctionnement des mitochondries 

cardiaques humaines dans différentes situations pathologiques. Pour cela, nous avons d’abord 

adapté notre protocole d’extraction de ces organites du cœur de rat au tissu atrial humain. 

Après l’étape de validation, la méthode mise au point ouvre des perspectives nouvelles pour 

l’étude de la santé cardiovasculaire, en particulier dans le cadre de l’obésité et de l’endocardite 

aigüe humaines. 
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5.1 Effets du niveau de stress oxydant associés 

aux maladies métaboliques sur la fonction 

cardiovasculaire. 

5.1.1 Relations entre l’obésité, le stress oxydant et la 

santé cardiovasculaire 

Dans le cadre du régime obésogène de l’étude présentée dans la Publication n°1, 

les rats ne montrent pas une masse corporelle supérieure à celle des animaux nourris avec des 

croquettes normo-lipidiques. Ils présentent toutefois une obésité abdominale. Dans ce contexte, 

l’équilibre rédox de l’organisme est amélioré comme l’indiquent les valeurs des substances 

réagissant avec l’acide thiobarbiturique (TBARS) et celles de l’activité de la SOD. 

Ce résultat est en accord avec des études préalables ayant démontré que l’obésité abdominale 

naissante réduit le stress oxydant cardiaque tout en améliorant la réactivité coronaire 

et, en conséquence, l’activité myocardique in vivo (Mourmoura et al. 2014). En parallèle, 

l’étude préliminaire sur les mitochondries atriales humaines (Publication n°5) a été réalisée 

sur des patients présentant un IMC moyen égal à 32,4 kg/m2. Cette obésité modérée était 

associée à une augmentation de la proportion de masse grasse totale (36,3% vs 28,8% 

pour les sujets normo-pondéraux). Bien que les patients obèses présentent une hypertension, 

les paramètres cardiovasculaires ne montrent pas d’altération mais plutôt une tendance non 

significative à la stimulation. Cependant, sur le long terme, l’obésité conduit inéluctablement 

vers une insuffisance cardiaque suite à l’installation d’une fatigue de l’organe engendrée par 

des modifications structurelles et fonctionnelles (Csige et al. 2018). Les altérations 

sont favorisées par l’installation d’un stress oxydant suite à l’apparition d’une 

insulino-résistance et d’une hyperglycémie. Elles sont également induites par des complications 

menant au syndrome métabolique voire au diabète de type 2 qui favorise un stress oxydant 

important et chronique (Ginsberg et MacCallum 2009; Bagi 2009). 

L’ensemble de ces phénomènes a également été constaté dans la Publication n°2. Les patients 

obèses de la Publication n°5 ne présentent pas d’insulino-résistance au vu du taux 

d’hémoglobine glyquée et de l’indice d’insulino-résistance HOMA-IR (pour HOMeostasic 

Assessment of Insulin Resistance). Ce dernier est cependant augmenté de façon 

non significative en raison de la participation de 2 patients diabétiques. En l’absence 

d’insulino-résistance et sûrement d’un stress oxydant conséquent, les patients obèses 
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présentent également une forte stimulation de la respiration des mitochondries cardiaques. 

En effet, l’utilisation d’un substrat du complexe I, le glutamate-malate, montre un état 3 et un 

ICR deux fois supérieurs à ceux des patients normo-pondéraux. Cela corrobore des résultats 

antérieurs sur les mitochondries de cœur de rat présentant une obésité abdominale : cette 

dernière stimule l’oxydation phosphorylante du substrat du complexe 1 (Mourmoura et al. 

2016). J’ai également constaté que l’obésité humaine baisse de 62% la libération 

mitochondriale de ROS rapportée à la consommation d’O2. Bien que non significatif en raison 

du nombre insuffisant de sujets (n = 5), ce résultat suggère un stress oxydant mitochondrial plus 

faible pour les patients obèses. Cette observation rejoint le constat de la Publication n°1 qui 

montre l’amélioration de l’équilibre rédox dans l’obésité abdominale chez le rat. 

 

5.1.2 Modifications induites par les composés antioxydants 

de l’huile de colza sur la santé cardiovasculaire dans 

l’obésité 

En plus de la modulation du statut oxydant myocardique, l’huile de colza 

réduit la quantité de collagène tissulaire (Publication n°1). L’enrichissement avec le CoQ10 

et la vitamine E annule cet effet suggérant l’installation d’une fibrose tissulaire. 

Celle-ci survient suite à la stimulation de l’expression du récepteur 1b 

à l’angiotensine 2 (Ag2R-1b). En effet, la surexpression de ce récepteur conduit 

à une vasoconstriction coronaire favorisant l’apparition de phénomènes hypoxiques (Oniki 

et al. 2006; Granado et al. 2014). L’ajout de canolol bloque cet impact délétère 

de la vitamine E associée au CoQ10 : les expressions de l’Ag2R-1b et de la SOD2 

sont normalisées traduisant l’absence du développement d’une fibrose et une possible 

protection de l’intégrité mitochondriale. L’enrichissement vitamine E + CoQ10 

accroit significativement les triglycérides cardiaques alors que l’ajout de canolol normalise 

cette teneur par rapport à celle des animaux sous régime normo-lipidique. L’ajout de canolol 

permet également d’améliorer le profil myocardique des diacylgyclérols, des AGNE 

et du cholestérol total par rapport aux animaux sous régime normo-lipidique. Il a été démontré 

que le canolol présente une capacité à stimuler l’activité de l’Akt et de la MAPK p38 dans le 

muscle squelettique, mais aussi celle de l’AMPK dans le tissu adipeux sous-cutané lors d’un 

régime obésogène (Capel et al. 2018). Ceci permet de réduire l’intolérance au glucose 

et d’améliorer la sensibilité à l’insuline. Cependant, ces effets n’ont été constatés 
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que sur un court terme. S’ils se maintiennent dans la durée, l’effet bénéfique du canolol 

pourrait être conséquent en freinant l’apparition du syndrome métabolique voire du diabète 

de type 2 associés à un stress oxydant induit par l’insulino-résistance et l’hyperglycémie 

(Ginsberg et MacCallum 2009; Bagi 2009).  

 

5.1.3 Impact de l’huile de colza et de ses composés 

antioxydants sur le statut oxydant dans l’obésité 

La Publication n°1 montre que l’enrichissement en huile de colza améliore le statut 

oxydant au vu de l’augmentation du taux des groupements thiols plasmatiques par rapport 

au régime ne contenant que l’huile de palme. Ceci peut s’expliquer par la présence d’ALA 

qui améliore le profil en acides gras des phospholipides membranaires en réduisant la part 

d’ARA, en augmentant celle des 3-LC et en favorisant la baisse du rapport 6/3. 

Cependant, l’ajout de CoQ10 et de vitamine E accroit le stress oxydant comme l’indiquent 

l’élévation de l’activité de la GPx et l’augmentation de l’expression des gènes de la catalase, de 

la GPX4 et de la SOD2. Cette dernière modification suggère une stimulation de la production 

mitochondriale des ROS malgré le bénéfice attendu par l’obésité abdominale. 

Ces résultats démontrent que, même dans une situation où le stress oxydant est absent ou réduit 

par rapport à celui des animaux témoins, une capacité pro-oxydante de composés qualifiés 

d’antioxydants comme la vitamine E et le CoQ10 peut émerger lorsqu’ils sont administrés 

en doses trop élevées. Ceci confirme certaines études antérieures sur l’effet mitochondrial 

de la vitamine E (Meynier et al. 2003).  De plus, dans de nombreuses études, les oméga 3 

ont été comparés ou combinés avec de la vitamine E. L’ajout de vitamine E peut expliquer 

les effets neutres ou délétères des 3, en particulier par rapport au stress oxydant (« Dietary 

Supplementation with N-3 Polyunsaturated Fatty Acids and Vitamin E after Myocardial 

Infarction: Results of the GISSI-Prevenzione Trial. Gruppo Italiano per Lo Studio Della 

Sopravvivenza Nell’Infarto Miocardico » 1999; Alves Luzia et al. 2015; Li et al. 2019). 

L’absence d’effet bénéfique de l’association 3 et vitamine E dans les régimes alimentaires 

peut être également due à une quantité insuffisante de vitamine E. En effet, cette dernière 

a souvent été ajoutée en dose juste suffisante pour éviter la peroxydation lipidique dans les 

régimes alimentaires, mais pas forcément pour induire un réel effet antioxydant 

dans l’organisme entier. Une dose plus appropriée aurait pu protéger les AGPI 3 une fois 

ingérés et intégrés aux phospholipides cardiaques contre la peroxydation lipidique endogène. 
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Le choix de l’antioxydant et de sa dose en fonction de la situation physiopathologique 

et, en particulier, du niveau de stress oxydant revêt donc un aspect essentiel dans l’élaboration 

des recommandations nutritionnelles. 

 

5.2 Modulation de l’impact cardiaque de l’EPA par 

un extrait de thé vert dans un modèle de stress 

oxydant chronique sévère : le diabète sucré. 

5.2.1 Choix des enrichissements pour l’étude des 

conséquences du stress oxydant dans le diabète sucré 

 Il a été constaté que les AGPI 3 peuvent présenter un impact délétère dans le cadre 

du diabète de type 2 (Li 2015). Cet effet est certainement dû à l’altération de ces acides gras 

par le mécanisme de peroxydation lipidique dans cette situation de stress oxydant intense 

qu’est le diabète de type 2 (Ramana, Srivastava, et Singhal 2017). Notre hypothèse soutient 

que les 3-LC nécessitent donc une association avec un composant qui présente des propriétés 

anti-oxydantes au niveau de l’organisme entier. Au vu de l’effet délétère possible 

de la vitamine E et du CoQ10 (Publication n°1) et du manque de données sur les effets 

cardiaques du canolol en situation de stress oxydant intense, le choix d’un autre agent 

à administrer dans le cadre du diabète sucré s’est avéré nécessaire. Le choix s’est axé 

sur un extrait de thé vert pour plusieurs raisons : i) le thé vert a montré des effets bénéfiques 

sur le cœur et les mitochondries (Liu et al. 2014; Oyama et al. 2017); ii) il présente un effet 

hypolipémiant intéressant en plus de ses propriétés anti-oxydantes (Tenore et al. 2015); 

iii) il favorise la tolérance au glucose et la sensibilité à l’insuline (Ortsäter et al. 2012; Jang, 

Ridgeway, et Kim 2013) ; iv) l’EGCG du thé vert est hydrosoluble et favorise surement 

la détoxification radicalaire des radeaux lipidiques alors que le canolol, à l’image 

de la vitamine E et du CoQ10, est un composé hydrophobe ne favorisant surement pas 

une bonne détoxification membranaire en situation de stress oxydant sévère (Alves Luzia et al. 

2015; Li et al. 2019) ; v) le thé vert est un produit d’utilisation courante dont l’association 

avec l’EPA retrouvé dans les produits marins présente un intérêt majeur, d’un point de vue 

tant préventif que curatif vis-à-vis des diabétiques non diagnostiqués (Zhang et al. 2015; 

« IDF Diabetes Atlas - 2017 Atlas » s. d.; « Les chiffres du diabète en France » s. d.). 
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Bien que l’huile de colza soit riche en ALA, l’EPA apparait comme un meilleur acteur cardio-

protecteur au vu de la littérature (Eclov et al. 2015). La dose d’EPA a été déterminée en fonction 

de la littérature. En l’occurrence, un apport optimal en 3-LC est compris entre 1 à 2% de 

l’apport énergétique total chez l’animal (De Caterina et Zampolli 2001). Pour notre étude, nous 

nous sommes basés sur un apport de 2% (soit 720 mg/kg/jour). Cette dose équivaut environ à 

8 g d’EPA par jour chez l’Homme (Nair et Jacob 2016). Le choix de cette quantité pouvant 

sembler importante est justifiée par plusieurs raisons : i) le métabolisme du rat est beaucoup 

plus actif que celui de l’humain et il est nécessaire d’augmenter la dose apportée à l’animal 

pour simuler l’effet obtenu chez l’Homme ; ii) des études cliniques dans le cadre d’un diabète 

de type 2 ont montré l’absence d’amélioration endothéliale pour des doses comprises entre 1,7 

et 3,8 g par jour d’EPA et/ou de DHA (Woodman et al. 2003; Stirban et al. 2010; Wong et al. 

2010) ; iii) l’EPA étant sensible au stress oxydant, il est possible que plus la dose administrée 

est élevée plus l’impact est négatif. Ainsi, une dose importante est préférable afin de mettre en 

lumière un véritable effet protecteur de l’agent antioxydant. 

 

5.2.2 Effets de l’EPA et du thé vert sur le stress oxydant 

du diabète sucré. 

Le stress oxydant joue un rôle fondamental dans le diabète. Dans notre étude, 

la pathologie a conduit à des niveaux élevés de carbonylation des protéines mitochondriales 

comme le confirment les données de la littérature (Dennis et al. 2013; Nath, Ghosh, et 

Choudhury 2017). Le taux élevé d'acétylation de la SOD2 est responsable de ce phénomène : 

les anions superoxydes ne sont pas totalement détoxifiés en H2O2 et ils causent des dommages 

moléculaires conséquents aux mitochondries. La nitrotyrosination des protéines 

mitochondriales est réduite par le diabète par rapport au groupe sous régime normo-lipidique 

et rétablie au-dessus du contrôle dans les deux groupes enrichis en thé vert 

ou en EPA + thé vert. Cette réaction résulte de l'interaction entre le NO 

et les anions superoxydes qui conduisent à la formation de peroxynitrites réagissant 

avec les résidus tyrosine des protéines cellulaires. Nos résultats montrent que la formation 

de NO est probablement faible dans le contexte d'oxydation élevée des animaux diabétiques. 

Dans le diabète, la NO synthase est découplée en raison de la diminution du potentiel redox. 

Cela augmente la formation d'anions superoxydes au détriment du NO (Thum et al. 2007; Luo 

et al. 2014). En revanche, la synthèse du NO est probablement plus élevée dans les deux 
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groupes fortifiés ce qui suggère une diminution du stress oxydant. Les taux similaires 

de carbonylation protéique dans les trois groupes hyperglycémiques peuvent résulter d'une 

saturation des sites susceptibles d'être carbonylés. Les informations concernant le stress 

oxydant et l'activité NO synthase sont confirmées par le statut inflammatoire. Dans le diabète, 

le stress oxydant favorise l'inflammation en activant la voie NF-B suite à la libération 

et à la dégradation d'IB. IB est réduit chez les animaux diabétiques mais l’enrichissement 

en extrait de thé vert empêche cette baisse et donc limite l'inflammation. L’association ou non 

avec l’EPA ne module pas ces phénomènes inflammatoires. 

 

Les modifications du stress oxydant et de la disponibilité en NO peuvent jouer un rôle 

fondamental sur la réactivité coronaire. Cette dernière dépend de l’activité de deux types 

de cellules vasculaires : les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. 

Les premières libèrent des agents vasoactifs (NO, prostacycline, thromboxane, etc.) 

qui régulent le tonus des cellules musculaires lisses. Dans ce travail, les deux types de cellules 

vasculaires ont été endommagés au vu des vasodilatations endothéliale-dépendante 

et -indépendante. Une diminution de la disponibilité du NO due au stress oxydant explique 

parfaitement la réduction de l'activité vasodilatatrice des cellules endothéliales dans les trois 

groupes de rats diabétiques par rapport aux animaux sains. Notre étude montre une baisse 

de l’expression myocardique de la NOX1 en cas d’ajout d’extrait de thé vert. La NOX1 

est exprimée par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les cellules 

adventitielles du système vasculaire. Elle favorise le dysfonctionnement endothélial 

et l'hypertrophie des cellules musculaires lisses par la libération d'O2
.- (Konior et al. 2014). 

Son activité est stimulée en cas d'hyperglycémie et d'hyperlipidémie (Jansen et al. 2013). 

L'effet hypolipémiant du thé vert, déjà décrit dans la littérature (Kao et al. 2006; Lee, Kim, et 

Kim 2009), est confirmé dans notre étude en situation diabétique comme le montrent les taux 

de lipides circulants. Cette propriété a ainsi freiné l'expression de la protéine NOX1 mais aussi 

protégé les cellules vasculaires et la réactivité coronaire. De plus, une légère amélioration de 

l’activité vasodilatatrice des cellules endothéliales a été constatée avec la combinaison des deux 

enrichissements contrairement aux animaux diabétiques avec ou sans l’administration de thé 

vert. D'autres agents vasoactifs tels que les prostaglandines et les leucotriènes peuvent être 

responsables de l’amélioration de l'activité vasodilatatrice des cellules endothéliales. 
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5.2.3 Modifications du métabolisme intermédiaire 

L’hyponatrémie et l’hypochlorémie constatées suggèrent une situation d’acidocétose 

déclarée chez nos animaux diabétiques (Engelking 2015). Ce phénomène est connu pour induire 

une bêta-oxydation incomplète dans le cadre d’un diabète sucré (Ahn, Kang, et Jeung 2017). 

Il en résulte une acidose cellulaire qui peut être renforcée par une glycolyse anaérobie excessive 

puisque l'oxydation du pyruvate est partiellement bloquée par le diabète. Ce dernier point 

est confirmé dans notre étude comme l’indique la surexpression de la PDK4. 

Cependant, l’ajout de thé vert favorise la -oxydation des acides gras au vu des taux de lysine 

acétylée dans le myocarde et les mitochondries. Alors que les hausses de l’acétylation de 

la lysine et de la -oxydation sont connues pour être délétères dans l’obésité et le diabète de 

type 2 (Fukushima et Lopaschuk 2016), elles semblent bénéfiques dans notre étude. Ceci est 

probablement dû à l’EGCG présent dans le thé vert qui protège de la peroxydation lipidique 

et favorise le métabolisme des acides gras (Skrzydlewska et al. 2002; Casanova et al. 2019). 

Il est connu que l’utilisation du glucose en tant que substrat énergétique est préférable à celle 

des acides gras en situation d’atteinte cardiaque. En effet, le glucose offre un meilleur 

rendement en terme de production d’ATP par molécule de carbone oxydé  (Nagoshi et al. 2011). 

Cependant, dans la durée, le métabolisme lipidique devient limitant pour maintenir une 

production d’énergie suffisante dans le cadre du diabète de type 2 suite à l’altération lipidique. 

Une -oxydation maintenue intense et une protection des lipides semblent donc essentielles 

dans cette situation. 

 

5.2.4 Réflexion sur la survie des animaux 

 

 Bien que le diabète entraîne une hausse de la mortalité chez nos animaux, 

l’enrichissement en EPA accroit de façon drastique ce phénomène. L’EPA se caractérise donc 

par un effet négatif radical dans ce modèle de diabète mellitus et de stress oxydant important, 

tout comme un apport en 3 s’est avéré pro-arythmique dans l’ischémie/reperfusion sévère 

(Demaison et al. 2019). La santé cardiaque est altérée dans le diabète comme le montre 

la réactivité coronaire. Cependant, l’enrichissement en thé vert compense partiellement 

ce phénomène et encore plus lors de son association avec l’EPA. Le taux de carbonylation 

mitochondriale est pourtant identique dans tous les groupes diabétiques. Ces éléments 

suggèrent que la santé cardiaque ne dépend donc pas uniquement du niveau de stress oxydant 
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tissulaire. Il est fort probable que le niveau d’acidose joue un rôle majeur au vu des résultats 

constatés avec l’expression de NHE1 et NCX1 ainsi que leur impact sur la signalisation calcique 

(Matteucci, Rizvi, et Giampietro 2001; Karmazyn, Sostaric, et Gan 2001). 

L’épicatéchine du thé vert inhibe partiellement NHE1 et limite l’accumulation intracellulaire 

de Ca2+. Ceci freine les phénomènes d’apoptose et de fibrose comme le montre le taux de 

collagène myocardique dans le groupe EPA + thé vert. Il apparaît donc qu’un maintien 

approprié de l’homéostasie calcique permet de préserver la survie des cardiomyocytes. 

Tous ces éléments suggèrent que la cause de la mort des animaux soumis à un enrichissement 

en EPA seul n’est pas une défaillance cardiaque. Une déshydratation tissulaire est caractérisée 

par une perte de l’élasticité de la peau. Ce phénomène a été constaté rapidement suite 

à l’injection de streptozotocine chez ces animaux. L'hyperglycémie diabétique avec déficit 

en insuline est connue pour favoriser une hyperosmolarité entraînant la plasmolyse et donc 

la déshydratation des tissus. Le phénomène est caractérisé par l'hypochlorémie 

et l'hyponatrémie en cas d'acidose diabétique comme dans notre étude (Engelking 2015). 

L’ajout d’EPA a pu exacerber de tels processus qui ont probablement altéré le fonctionnement 

d’autres organes comme le rein notamment. Une étude avec un effectif plus important aurait 

sans doute permis de discerner des différences significatives vis-à-vis de la survie des animaux 

entre les autres groupes diabétiques. 

 

L'enrichissement alimentaire en extrait de thé vert améliore la fonction cardiaque 

par deux mécanismes : l'amélioration de la production de NO et l'inhibition probable de NHE1 

par l'épicatéchine. L'ajout d'EPA dans le régime alimentaire provoque le décès des rats 

diabétiques mais son association avec le thé vert supprime l'acidose, établit un profil favorable 

en AGPI dans les phospholipides cardiaques et améliore la santé cardiaque en optimisant 

la réactivité coronaire et en limitant la fibrose. Le mécanisme exact par lequel l'EPA 

augmente le taux de mortalité dans la situation diabétique reste à élucider.  

 

L’étude décrite dans la Publication n°1 montre également un effet anti-fibrotique 

de l’huile de colza. Cette huile est riche en ALA, précurseur des 3-LC. Il a été constaté 

que seul l’EPA et non le DHA prévient la fibrose dans l’insuffisance cardiaque induite par une 

surcharge de pression (Eclov et al. 2015). Il est donc possible que l’apport en ALA grâce à 

l’huile de colza limite la fibrose en favorisant la synthèse d’EPA dans notre modèle d’obésité. 
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5.3 Implication du statut oxydant et de l’EPA sur 

la santé cardiaque en situation infectieuse. 

 

5.3.1 Effets d’un régime carencé en  dans le cas du 

sepsis précoce associé à un faible stress oxydant 

 Après avoir étudié des situations de stress oxydant faible ou sévère, l’étude dans un cas 

intermédiaire était nécessaire. La validation d’un modèle de sepsis précoce par ligature 

et perforation cæcales a donc été réalisée (Publication n°3). Il a conduit à l’initiation 

de l’inflammation du myocarde, constatée au vu de l’expression génique des cytokines 

pro-inflammatoires TNF- et IL-1. Cependant, le sepsis précoce n'a montré ni réduction 

de la fonction myocardique ni installation d’un stress oxydant. Au contraire, une baisse 

de certains paramètres du statut oxydant comme la GPx plasmatique et le taux de GSSG 

myocardique indique une amélioration de l’équilibre rédox. Ce phénomène est similaire 

à ce qui est observé dans le cadre de l’obésité (Publication n°1). Le sepsis précoce et l’obésité 

sont deux situations présentant une stimulation de la fonction cardiaque (Flynn, Chokkalingam 

Mani, et Mather 2010; Mourmoura et al. 2014). Ces observations suggèrent 

que cette stimulation en conditions pathologiques est associée non seulement à une absence 

de stress oxydant mais également à une baisse du statut oxydant du cœur et de l’organisme. 

 

Dans l’étude présentée dans la Publication n°4, le sepsis précoce a été déclenché par 

une ligature et une perforation cæcales chez des rats soumis à un régime carencé en AGPI 3 

afin de modéliser un régime de type occidental (Calder 2003; Micha et al. 2014). 

L’initiation de l’inflammation a aussi été constatée avec une dégradation d’IB. 

Ce phénomène est connu pour stimuler l’activation de la voie NF-B (Gupta et al. 2010) 

et la libération de cytokines pro-inflammatoires, observée en l’occurrence dans notre étude avec 

l’augmentation de l’expression d’IL-1. Contrairement à la Publication n°3 

où les prélèvements ont été effectués 24h après le déclenchement du sepsis, l’expression 

du TNF- n’est pas augmentée dans cette étude dont les analyses biochimiques ont été réalisées 

sur du matériel biologique récupéré 48h après l’opération. Les phénomènes observés 

de stimulation de la réaction inflammatoire résultent probablement du délai entre la chirurgie 

et les mesures. En effet, on sait que le TNF- plasmatique augmente rapidement 
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durant les premières 6h suite à l’apparition d’une agression. Ensuite, sa concentration atteint un 

plateau avant de s’abaisser à partir de 24h post-agression (Duerrschmid et al. 2015; Rütten et 

al. 2016). Nos mesures effectuées 48h après la chirurgie sont probablement trop tardives pour 

observer une élévation de la concentration en TNF-. En parallèle, l’activité totale de la SOD 

est légèrement stimulée par le sepsis précoce mais sans modification de l’expression des ARNm 

des SOD1 et SOD2. Ceci confirme l’apparition d’un niveau faible voire modéré de stress 

oxydant. Ce constat est conforté par l’activité cardiaque qui ne présente pas de dégradation mais 

au contraire une tendance à la stimulation au vu de la contractilité mesurée par IRM. Il est 

important de noter que l’évaluation des paramètres cardiaques in vivo par IRM a été effectuée 

sur des rates anesthésiées. Une estimation dans une condition d’activité plus intense aurait 

probablement mis en évidence une différence significative de la vitesse de contraction. Une 

stimulation de la fonction cardiaque est typique d’un stade précoce du sepsis associé à la phase 

hyper-dynamique de cette pathologie (Flynn, Chokkalingam Mani, et Mather 2010). 

 

Malgré l’absence d’atteinte de l’activité cardiaque, une altération de la fonction 

mitochondriale est en revanche constatée. En effet, une chute des paramètres de l’oxydation 

phosphorylante et une augmentation de la libération des ROS rapportée à la consommation 

d’oxygène ont été observées chez ces animaux. Les effets affectent particulièrement 

le complexe I de la chaîne respiratoire mais touchent néanmoins le complexe II 

et le métabolisme mitochondrial lié à un substrat lipidique comme le palmitoylcarnitine-malate. 

L’altération de la fonction mitochondriale est probablement reliée à une ouverture accrue du 

PTPm (Bernardi et al. 2015; Briston et al. 2017). Ceci démontre qu’une dysfonction 

mitochondriale apparait dès le début du sepsis précoce et favorise probablement 

le développement d’une insuffisance cardiaque ultérieure due à l’augmentation de la sévérité 

de la pathologie. L’atteinte mitochondriale et principalement l’altération du métabolisme 

énergétique caractérisée par la baisse de la production d’ATP est déjà connue en situation 

infectieuse (Vanasco et al. 2012). Elle ne semble pas accompagnée d’une modification 

de la voie glycolytique au vu des niveaux d’expression des ARNm des enzymes de la glycolyse. 
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5.3.2 Impact de l’EPA par rapport au régime de type 

occidental carencé en 3 

Chez les animaux sains, le régime enrichi en EPA ne modifie ni l’activité cardiaque 

ni la fonction mitochondriale. En revanche, des modifications métaboliques sont tout de même 

constatées. En effet, la diminution des ARNm de la PDK4 et la baisse du taux d’acétylation 

de la lysine traduisent respectivement une hausse de la glycolyse aérobie au détriment 

de la -oxydation. Ceci représente un métabolisme favorable pour la protection cardiaque 

(Fillmore et Lopaschuk 2013; Hyndman et Knepper 2017). Le taux d’UCP3 est augmenté 

avec l’EPA. Cette protéine découplante est connue pour réduire le taux matriciel d’acyl-CoA 

en l’expulsant hors des mitochondries, favorisant alors le couplage de la -oxydation 

à l’oxydation phosphorylante (Bézaire et al. 2001; Pohl et al. 2019). Dans notre étude, 

une amélioration EPA-dépendante du couplage de l’oxydation phosphorylante 

du palmitoylcarnitine est constatée avec une hausse de l’ICR. Autrement dit, l’UCP3 réduit 

la production de ROS liée à une teneur élevée en acylCoA dans la matrice et, de ce fait, 

prévient l’ouverture partielle du PTPm et le découplage mitochondrial. Une forte tendance 

à l’augmentation d’UCP3 est également constatée suite à l’enrichissement en EPA et en thé 

vert dans l’étude sur le diabète sucré (Publication n°2) ce qui semble confirmer notre théorie 

sur l’effet favorable d’une -oxydation efficiente. Il faut préciser que le taux de mortalité 

a réduit la taille de l’échantillonnage et qu’un panel plus important d’animaux aurait sans doute 

rendu ce résultat significatif. La -oxydation est également liée à la nature des acides gras 

utilisés. En effet, un acide gras saturé comme l’acide palmitique parait plus toxique que l’EPA 

en favorisant des phénomènes inflammatoires et d’apoptose (Soumura et al. 2010). 

Ceci est associé à une chute de la teneur en Sirt3, mais une expression stimulée de cette 

déacétylase contrebalance ces phénomènes délétères en réduisant la production mitochondriale 

de ROS et l’inflammation (Koyama et al. 2011). Cette enzyme est connue pour être réduite 

en cas d’insuffisance cardiaque (Hsu et al. 2009; Pillai et al. 2015). Dans notre étude, 

chez les animaux sains, l’EPA stimule l’expression génique de la Sirt3. Outre son implication 

dans le métabolisme énergétique (Sol et al. 2012; Rardin et al. 2013), l’activité déacétylase 

de cette enzyme est également connu pour limiter l’hyper-acétylation de la SOD2 favorisant 

la lutte contre le stress oxydant et l’inflammation (Chen et al. 2013 ; Dikalova et al. 2017). 

Nous notons effectivement que l’expression du TNF- et de la SOD2 sont réduites 

par l’enrichissement en EPA sans que l’activité totale de la SOD soit altérée. 

Ceci montre donc que l’EPA améliore les profils oxydatif et inflammatoire ainsi que le 
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métabolisme énergétique avec comme déterminant majeur la teneur en UCP3. Ces mécanismes 

permettent de pré-conditionner le cœur vis-à-vis d’agressions ultérieures éventuelles. 

 

Dans le cadre du sepsis, contrairement aux animaux carencés en 3, l’EPA permet 

le maintien des niveaux de respiration mitochondriale, de production d’ATP et réduit 

la libération de ROS normalisée à la consommation d’O2. L’amélioration de la fonction 

mitochondriale est associée à une élévation du taux de lysine acétylée signifiant une hausse de 

la -oxydation par rapport aux animaux sains. Elle s’accompagne d’une augmentation 

des teneurs en Sirt3 et en UCP3. Cela suggère qu’en situation de sepsis précoce, 

l’apport d’AGPI 3-LC comme l’EPA favorise un couplage de la -oxydation avec l’oxydation 

phosphorylante tout en évitant une utilisation délétère des acides gras. Ce même constat 

peut être évoqué dans le cadre de la Publication n°2, malgré l’absence de significativité 

justifiée préalablement pour l’augmentation des taux d’UCP3 et de Sirt3. 

De plus, l’enrichissement en EPA dans notre modèle de sepsis précoce limite le stress oxydant 

mitochondrial en réduisant l’expression de la SOD2 par rapport aux animaux carencés mais 

aussi par rapport aux rats sains traités à l’EPA. Ceci s’explique par un taux de Sirt3 plus élevé 

qui accroit l’activité de la SOD2 par déacétylation sans nécessiter une surexpression 

de l’enzyme. L’initiation de l’inflammation dans le sepsis précoce est également ralentie 

par l’EPA comme le montre le taux plus élevé d’IB et l’expression plus faible de l’IL-1. 

 

Les observations effectuées lors de cette étude et celles réalisées dans la Publication n°2 

semblent confirmer le rôle important d’une -oxydation maintenue élevée dans les situations 

pathologiques, notamment en la présence d’un stress oxydant faible ou sévère et chronique. 

Le phénomène parait lié à la qualité des acides gras membranaires mais aussi au maintien 

de la fonction mitochondriale favorisée par la stimulation de l’expression EPA-dépendante 

de l’UCP3 et de la Sirt3. L’acide gras agirait en limitant le stress oxydant et l’inflammation.  
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Chapitre 6 : Conclusion & 

Perspectives 

 Les études présentées dans le cadre de ma thèse mettent en avant des effets induits 

par l’EPA influencées par le niveau de stress oxydant (Figure 38). En conditions 

physiologiques, cet AGPI 3-LC pré-conditionne le cœur en installant un métabolisme 

énergétique cardio-protecteur caractérisé par une hausse de la glycolyse au détriment 

de la -oxydation tout en favorisant le couplage de l’oxydation des acides gras vis-à-vis 

de la production mitochondriale d’ATP. L’EPA permet également d’améliorer le statut oxydant 

et de limiter l’inflammation. En situation de stress oxydant faible, l’EPA présente ces propriétés 

mais offre également une protection contre l’atteinte mitochondriale préalable à l’insuffisance 

cardiaque. Ceci se traduit par un maintien de l’oxydation phosphorylante et une limitation de la 

libération des ROS par les mitochondries. L’effet bénéfique est également lié à une 

amélioration de l’expression d’acteurs mitochondriaux tels que la SOD2, l’UCP3 et la Sirt3. 

Dans le cas d’un stress oxydant sévère et chronique comme dans celui du diabète sucré associé 

à un régime obésogène, l’EPA est radicalement délétère en accroissant la mortalité des 

animaux. En revanche, l’association avec un agent antioxydant approprié comme le thé vert 

révèle une capacité cardio-protectrice. En effet, l’EPA combiné au thé vert limite le risque 

d’apparition d’une fibrose cardiaque et compense grandement l’altération de la réactivité 

coronaire. Ces effets sont favorisés par la limitation des conséquences de l’acidose 

via l’expression de NCX1 et NHE1 et un maintien de l’homéostasie calcique. Un métabolisme 

énergétique privilégiant une -oxydation de qualité est retrouvé dans le cadre d’un stress 

oxydant sévère tel que le diabète mais cela nécessite une protection contre la peroxydation 

lipidique. En résumé, l’EPA présente un réel potentiel cardioprotecteur mais il peut devenir 

délétère dans le cas d’un stress oxydant important. L’association avec un antioxydant adapté 

au contexte et administré en quantités adéquates est alors indispensable. 
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Figure 38 : Schéma récapitulatif de l’influence du niveau de stress oxydant et de l’EPA 

sur la santé cardiaque. Avec un régime occidental carencé en 3, une phase initiale de 

perturbations métaboliques favorise une stimulation cardiaque et une amélioration du statut 

oxydatif. L’aggravation de la pathologie perturbe l’homéostasie calcique et altère la fonction 

mitochondriale sans réduire la fonction myocardique grâce à une adaptation du métabolisme 

énergétique (une hausse de la glycolyse anaérobie). L’apparition d’un stress oxydant conduit à 

des dysfonctions mitochondriale et cardiaque associées à des phénomènes inflammatoires. 

L’augmentation du stress oxydant conduit à une insuffisance cardiaque. Un enrichissement en 

EPA permet un maintien de l’homéostasie calcique et de la fonction mitochondriale en limitant 

le stress oxydant et les phénomènes inflammatoires mais apparait délétère avec un stress 

oxydant intense. L’association d’EPA et d’antioxydant freine l’accroissement du stress oxydant 

et protège la santé cardiovasculaire. (Source : Thibault Leger) 
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 Les résultats obtenus offrent les perspectives d’étendre l’utilisation de cet 3-LC 

d’intérêt associé à un antioxydant dans la prévention et le traitement de nombreuses situations 

d’atteintes cardiovasculaires. Des études chez l’Homme sont incontournables 

car les dysfonctionnements mitochondriaux surviennent préalablement à l’insuffisance 

cardiaque et la favorise. Dans le but d’étudier le fonctionnement des mitochondries cardiaques 

humaines, nous avons adapté nos méthodes d’extraction et d’analyse utilisées chez le rat 

à l’étude de rejections atriales fraiches obtenues lors de circulations extracorporelles. 

Les objectifs futurs consistent à déterminer : i) l’impact de l’obésité et de l’endocardite aiguë 

humaines sur la fonction mitochondriale cardiaque ; ii) les effets bénéfiques potentiels de l’EPA 

et de son association avec un antioxydant adapté sur ces modifications ; et iii) des biomarqueurs 

sanguins potentiels permettant de mettre en lumière une atteinte mitochondriale en amont 

de l’apparition d’une insuffisance cardiaque. Cette dernière perspective offrirait la possibilité 

d’améliorer la prise en charge des patients à l’aide d’une simple prise de sang. 
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Abstract
Several meta-analyses describing the effect of n-3 polyunsaturated fatty acids on the survival rate of the victims of an acute
coronary event do not clearly support a beneficial impact of these fatty acids. Yet, animal studies consistently show n-3 PUFA–
induced protection against ischemia-reperfusion-induced myocardial injuries. The impact on reperfusion arrhythmias of these
PUFAs is more controversial. The literature shows the anti-arrhythmic properties of circulating n-3 PUFAs. However, when these
fatty acids are incorporated in the cardiac membrane, they protect the myocardial tissue vis a vis cellular damage but they can be
either pro- or anti-arrhythmic during reperfusion, depending on the severity of tissue injuries. The latter elements can explain the
lack of beneficial effect observed in the meta-analyses, but a proper use of n-3 PUFAs may provide advantages in terms of
survival rate. This review discusses the different results obtained in humans and animals and presents several strategies to
enhance the beneficial effects of n-3 PUFAs.

Keywords N-3 PUFAs . Heart . Infarction . Cellular damages . Arrhythmias . Cardiac death

Introduction

In industrialized societies and numerous emerging coun-
tries, a large portion of the population eats what is called
a Western diet. This diet is characterized, among other
things, by a too large n-6 polyunsaturated fatty acid
(PUFAs) supply and a too low n-3 PUFAs intake [1].

Several meta-analyses have indicated that cardiovascu-
lar disease–related mortality and sudden death are

decreased by n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
[2–4]. However, other meta-analyses have not observed
any beneficial effects on these endpoints [5, 6]. The dis-
crepancies can result from the nature of the chosen n-3
PUFAs, the doses used, and/or the duration of the treat-
ments. They can also result from the selection of clinical
trials included in the different meta-analyses, some of them
being considered reliable and others not credible. Thus, the
cardioprotective effect of n-3 PUFAs on survival after a
cardiac event is far from being obvious in the light of the
published meta-analyses [7].

Cardiac-related mortality mainly results from three fac-
tors: the incidence of coronary events, the severity of
myocardial damages, and the seriousness of arrhythmias.
Several meta-analyses [4, 8] showed that n-3 PUFAs are
inoperative in preventing the occurrence of myocardial
infarction which mainly arises through atherosclerosis
and/or thrombosis. This lack of beneficial effect is ex-
plained by the amount of n-3 PUFAs administrated which
seems to be too low to be efficient. Indeed, a recent long-
term randomized clinical trial conducted in Japan [9]
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indicated that the use of much higher n-3 PUFAs doses
led to a significant protection against atherosclerosis and a
reduction of the incidence of coronary events. That study
is encouraging as regards a reduction of cardiac mortality,
but other cardiac events, notably myocardial tissue surviv-
al and ventricular arrhythmias during and after ischemia,
must be examined.

The protection of myocardial tissues is an important factor
in that it may explain a possible beneficial effect of n-3
PUFAs. A meta-analysis highlighted the possible protective
action of n-3 PUFAs from cardiac failure [10]. The study
showed that PUFAs of the n-3 series increased the left ven-
tricular ejection fraction in a subgroup of patients with dilated
cardiomyopathy, although the improvement was not noticed
in the overall studied population of cardiac failure patients.
Regarding acute myocardial infarction (AMI), a meta-
analysis showed that a small quantity of fish oil reduced the
risk of AMI but increasing the dose of fish oil (FO) did not
reduce this risk any more [3]. In contrast, the same small
quantity of FO reduced coronary heart disease–related lethal-
ity, but increasing the dose improved survival. This suggests
that, in addition to its effects on AMI incidence, FO is also
able to protect the myocardium. The observation was con-
firmed by Wen et al.’s meta-analysis [4] indicating that pa-
tients with coronary heart diseases were subject to lower sud-
den and cardiac deaths without any alteration of coronary
event incidence. Finally, it seems that cardiac patients can be
protected either through the preservation of the myocardial
cell viability or the reduction of lethal ventricular arrhythmia
occurrence.

The involvement of ventricular arrhythmias in the
potential n-3 PUFAs protective effect has also been
investigated in humans, and the results published until
now in meta-analyses seem to be clear. PUFAs of the
n-3 family do not protect the heart against severe
ventricular arrhythmias in patients with implantable
cardioverter defibrillators [5, 11]. Thus, it seems that
n-3 PUFAs, although not protective against fatal arrhyth-
mias, improve myocardial cell viability during AMIs.
The phenomenon is still to be demonstrated however,
i.e., by studying fibrosis and/or apoptosis in human
cardiac tissues directly after the occurrence of a coronary
event. Nevertheless, as it will be developed further, ani-
mal studies perfectly enlightened the studies performed
in humans and solutions do exist in order to potentiate
the beneficial effects of n-3 PUFAs.

This review aims at explaining the discrepancies be-
tween the cardiac effects of n-3 PUFAs in the human liter-
ature as compared to the studies performed with laboratory
animals. Two aspects will be taken into consideration: the
influence of n-3 PUFAs on cell viability after a coronary
event and their effects on the occurrence and severity of
reperfusion arrhythmias.

Cardioprotection by n-3 PUFAs

Numerous animal studies showed that n-3 PUFAs protect
the myocardial tissue during ischemia-reperfusion epi-
sodes. The observation was ascertained by a reduction of
the infarct size [12–17], an improved recovery of mechan-
ical functions after reperfusion [13, 14, 17–24], a lower
release of myocardial enzymes such as lactate dehydroge-
nase and creatine kinase [17, 19, 22, 24–26], and a lower
acidosis and lactate release [22] during the ischemia-
reperfusion episodes. This consensus, obtained either in
in vivo models or ex vivo isolated hearts, has found only
few contradictors. Ku et al. [27] found that dietary
eicosapentaenoic acid (C20:5 n-3 or EPA) was efficient
in improving the recovery of the cardiac mechanical func-
tion after cold storage only when it was administrated in
association with a cholesterol-rich diet; Huggins et al. [28]
did not mention any cardioprotective effect of fish oil in
female mice subjected to global ischemia-reperfusion; and
finally, Hlavackova et al. [29] published that a n-6 PUFAs–
rich diet decreased the infarct size in male rats compared
with a fish oil–rich diet. These contradictory pieces of in-
formation, although not insignificant, cannot however
counteract the numerous studies describing the positive
effect of n-3 PUFAs in ischemia-reperfusion. This is all
the more important as such a n-3 PUFAs–induced
cardioprotection has been shown after coronary artery by-
passes in humans [30]: it was demonstrated by improved
myocardial lactate and oxygen extractions and reduced tro-
ponin T and creatine kinase releases after the surgery.

A possible explanation of the n-3 PUFAs-related
cardioprotective effect during ischemia-reperfusion is the ben-
eficial effect of these fatty acids on the recovery of the coro-
nary flow during reperfusion. As soon as 1993, Yang et al.
[24] observed an improvement of this recovery in fish oil–fed
rats. The ascertainment was confirmed by Sergiel et al. [31],
although these authors noted just a tendency. Taken together,
these observations indicate that the coronary arteries, mainly
the micro-vessels, take part in the effects of n-3 PUFAs by
favoring the coronary flow and improving cardiac mechanical
performances. However, several studies performed in cultured
cardiomyocytes reported that n-3 PUFAs also act directly on
the contractile cells [23, 32]. The n-3 PUFAs–induced
cardioprotection thus seems to result from a valuable action
on all the cardiac cell types.

The extended researches about n-3 PUFAs as
cardioprotective agents [33, 34] did not neglect the question
of the efficient fatty acid responsible for the cardioprotective
effect. N-3 PUFAs represent a family of several fatty acids
inc luding a lpha- l ino len ic (C18:3 n-3 or ALA),
eicosapentaenoic (C20:5 n-3 or EPA), docosapentaenoic
(C22:5 n-3 or DPA), and docosahexaenoic (C22:6 n-3 or
DHA) acids (Fig. 1). ALA is essential, since it cannot be
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synthesized by the organism. It is found in large quantities in
vegetable oils such as linseed, canola, hempseed, and soy oils.
Once it is ingested, ALA can be elongated and desaturated by
several enzymes to EPA, DPA, and DHA. A representation of
the n-3 PUFAs metabolism is presented in Fig. 1. Seaweeds
are also a source of long-chain n-3 PUFAs such as EPA, DPA,
and DHA. Since seaweeds constitute the first element of the
marine food chain, EPA, DPA, and DHA are also found in sea

animals such as fish and shellfish. Long-chain n-3 PUFAs can
thus be ingested by humans directly from marine animals. As
soon as 1993, Yang et al. [24] showed that the cardioprotective
effect of fish oil in ischemia-reperfusion was abolished by pre-
treatment with the cyclooxygenase inhibitor indomethacin.
This considerably restricted the number of fatty acids poten-
tially involved: only arachidonic acid (ArA) and EPA are the
substrates of this enzyme which lead to the formation of the 2-
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(DHA)
(22:5 n-6)

Fig. 1 Schematic representation of the polyunsaturated fatty acid metabolism
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and 3-series prostaglandins, respectively. However, the esti-
mation of the fatty acid involved is more difficult than it
seems. Indeed, prostaglandins are synthesized from PUFAs
released from membrane phospholipids by the phospholipase
A2. Yet, feeding animals with fish oil is known to increase
EPA, DPA, and DHA in cardiac phospholipids and to reduce
ArA [19]. So, it is difficult to know whether the increase in
membrane EPA or DPA or DHA or the decrease in ArA is
responsible for the cardioprotective effect. This question has
however been partially answered by feeding rodents or incu-
bating cardiomyocytes with individual n-3 PUFAs (EPA or
DHA). EPA seems to be the effective agent compared with
DHA [31 , 3 5–37 ] , s i n c e t h i s f a t t y a c i d wa s
cardioprotective and DHA had no beneficial effect. Both
dietary EPA and DHA reduced the ArA proportion of car-
diac membranes [31], which excludes the decrease in ArA
as the vector of the n-3 PUFAs–related cardioprotective
effect. This ascertainment must however be modulated by
the work of Ip et al. [38] which showed that the replace-
ment of saturated fat in the diet by n-6 PUFAs was detri-
mental for the heart. The pro-inflammatory properties of n-
6 PUFAs [39] thus also could partially intervene. ALA is
also cardioprotective [18, 21, 40] since it can be trans-
formed in the organism and incorporated as EPA in cardiac
phospholipids. However, it must be ingested in a threefold
larger quantity than fish oil to allow the similar EPA incor-
poration in myocardial membranes [41].

The mechanism of EPA-related cardioprotection obvi-
ously involves prostanoid synthesis [21, 42]. At the cardio-
myocyte level, it was shown to imply the mitochondrial
function [19, 20]. The fatty acid prevented ischemia-
reperfusion-induced decrease in oxidative phosphoryla-
tion. This was explained by a lower matrix calcium accu-
mulation during the pathology [43]. Calcium, a known ef-
fector of the mitochondrial permeability transition pore,
favors the leak of matrix hydro-soluble elements, reduces
oxidative phosphorylation, and triggers apoptosis. Nitric
oxide production and calcium-activated potassium channel
opening are involved in the cardioprotection [15].
However, the prevention of oxidative stress seems to be
an important element in the EPA beneficial effect: n-3
PUFAs were reported to increase the enzymatic antioxidant
defenses (superoxide dismutase, catalase, and glutathione
peroxidase) [13, 14], preserve the reduced glutathione to
oxidized glutathione ratio [13], and decrease oxidative
stress [13, 14, 20]. The protective action might be related
to an activation of the nuclear factor Nrf2 known to favor
the formation of enzymatic antioxidant defenses and inhi-
bition of the pro-apoptotic NF-kB [14]. It might also result
from the activation of PPAR-delta [23]. Importantly, n-3
PUFAs not only act when they are administrated before
ischemia but also have a beneficial influence as post-
conditioning agents [17].

Effects of n-3 PUFAs on arrhythmia severity

N-3 PUFAs act on arrhythmogenesis directly as circulating
fatty acids or indirectly after their incorporation into mem-
brane phospholipids. Numerous studies have shown the anti-
arrhythmic action of acute n-3 PUFAs administration. These
beneficial properties are mainly based on electrophysiological
studies on cultured neonatal or adult isolated ventricular
myocytes. The first work suggesting an impact of n-3
PUFAs on cardiac electrical activity reported an EPA- and
DHA-induced decrease in contraction frequency of cultured
neonatal rat cardiomyocytes [44]. Thereafter, Kang and Leaf
[45] showed that EPA and DHA reduced cardiomyocyte ar-
rhythmias induced by lysophosphatidylcholine and
palmitoylcarnitine. Numerous investigations were then con-
ducted to understand the mechanism of this effect. They con-
cluded that EPA and DHA stabilized the cardiomyocyte elec-
trical activity via the inhibition of ionic channels. In contrast
with saturated and monounsaturated fatty acids, EPA and
DHA inhibit sodium [46], L-type calcium [47], and outward
potassium currents [48]. A higher electrical activity is thus
necessary to trigger an action potential, the refractory period
is prolonged [49], and acute n-3 PUFAs administration dis-
plays anti-arrhythmic properties. If the effect of n-3 PUFAs on
the sodium current is important to determine the cardiomyo-
cyte excitability, modulating the L-type calcium current is also
of utmost importance in the anti-arrhythmic action of these
molecules: they were shown to suppress calcium sparks trig-
gered by cardiomyocyte electrical stimulation [47, 50] maybe
through the reduction of calcium availability for sarcoplasmic
reticulum calcium uptake and a decrease of calcium release
via ryanodine receptors [51]. However, other mechanisms can
explain a lower calcium uptake by the cardiomyocytes, nota-
bly n-3 PUFAs–induced inhibition of the sodium/proton [52]
and sodium/calcium [53] exchanges. The anti-arrhythmic
properties of circulating n-3 PUFAs were ascertained during
ischemia and/or reperfusion in the in vivo situation in animal
models and even in humans. In the running dog, n-3 PUFAs
infused before ischemia decreased the occurrence of arrhyth-
mias developing during the ischemic episode [54]. In the pig
subjected to cardiac ischemia and reperfusion, pericardial de-
livery of DHA from the 40th min before ischemia to the 5th
min of reperfusion reduced the infarct size and the incidence
of arrhythmias, resulting in no animal death [55]. In a model
of long QT interval of isolated rabbit heart, EPA and DHA
decreased the incidence of afterdepolarizations and torsades
de pointe [56]. Finally, in humans, recent n-3 PUFAs ingestion
reduced the risk of sudden cardiac death [57]. The beneficial
effect of circulating n-3 PUFAs on the incidence of malignant
arrhythmias compared with saturated and monounsaturated
fatty acids is thus obvious, but there is no clear evidence
showing that n-6 PUFAs exert less anti-arrhythmic activity.
This might explain the results of the meta-analyses showing
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the n-3 PUFAs’ inefficiency in the reduction of fatal cardiac
arrhythmias. However, other animal studies evaluating the
effects of n-3 PUFAs incorporated in cardiac phospholipids
clearly show a strong influence of these fatty acids on cardiac
arrhythmogenicity.

Long-term dietary treatment with n-3 PUFAs leads to an
incorporation of these fatty acids in cardiac phospholipids at
the detriment of n-6 PUFAs. The effects of these changes in
membrane composition on the severity of arrhythmias have
been studied for a long time. The first studies mentioning a
protective effect of n-3 PUFAs on arrhythmogenicity have
been performed in the marmoset monkey [58, 59]. They
showed that dietary PUFAs, particularly those of the n-3 se-
ries, increased the ventricular fibrillation threshold compared
with dietary saturated fatty acids in paced animal and during
ischemia. The anti-arrhythmic properties of n-3 PUFAs have
been confirmed in several other animal models including
in vivo and ex vivo preparations [12, 60–62]. These anti-
arrhythmic effects have been observed during ischemia [12,
58, 59, 61, 62], although several studies did not observe any
beneficial effect during coronary occlusion [15, 63, 64].

Severe ventricular arrhythmias potentially leading to cardi-
ac death are observed during ischemia, but their incidence and
duration are low compared with those occurring during reper-
fusion. Yet, reperfusion is currently performed in cardiology
units to keep the cardiac tissue from an inevitable necrosis.
Reperfusion arrhythmias explode soon after the ischemic
event during a critical period whose duration depends on the
species studied. In man, this period can last approximately
10 days. Since these arrhythmias are lethal, it is important to
determine the influence of n-3 PUFAs on these electrical ab-
normalities after the re-establishment of the coronary flow in
the ischemic area. Opinions are divided as to whether n-3
PUFAs are anti-arrhythmic after an infarction. Performing a
coronary artery ligation in the living rat, McLennan [62] ob-
served a reduced mortality in n-3 PUFAs–fed rats compared
with their counterparts fed a n-6 PUFAs–rich diet. This was
however not explained by the arrhythmia score which was
similar in both groups. In contrast, Isensee et al. [61] noted
an anti-arrhythmic effect of n-3 PUFAs comparedwith PUFAs
of the n-6 series. Abdukeyum et al. [12] observed the same
effect. In contrast, other investigators experimenting the living
rabbit or isolated rat heart did not note any effect of n-3
PUFAs on severe reperfusion arrhythmias [15] or even ob-
served a tendency toward a pro-arrhythmic effect [63]. In an
unpublished work performed in our laboratory in the isolated
working rat heart, we even observed a pro-arrhythmic effect of
dietary n-3 PUFAs after coronary artery ligation: the results,
presented in Fig. 2, clearly demonstrate the deleterious effect
of dietary n-3 PUFAs comparedwith n-6 PUFAs. Patch-clamp
studies in isolated ventricle myocytes of animals fed a n-3
PUFAs–rich diet are also controversial. When the
cardiomyocytes are isolated from healthy pig ventricles,

membrane n-3 PUFAs decrease action potential duration, in-
hibit I(Ca,L) and the Na/Ca exchange, and activate I(K1) et
I(Ks), rendering the cell less prone to eventual arrhythmic
events [65]. This was confirmed by Den Ruijter et al. [66]
who showed that E4031-induced early post-depolarizations
in myocytes extracted from healthy pig ventricles were re-
duced by membrane n-3 PUFAs. This might be due to a re-
duced ability of n-3 PUFAs–rich cardiomyocytes to produce
triphosphate inositol after adrenergic stimulation [67] and
consequently to increase calcium sparks. However, re-
searchers patch-clamping myocytes isolated from a post-
ischemic ventricle of dogs fed a n-3 PUFAs–rich diet do not
share the same opinion. They discriminated myocytes resis-
tant to ventricular fibrillation (VF−) from those that were sus-
ceptible to this arrhythmic abnormality (VF+) and found that
membrane n-3 PUFAs did not reduce calcium sparks in VF+
and increased them in VF− [68]. They concluded that n-3
PUFAs were pro-arrhythmic in post-ischemic myocardium.
This was confirmed by another more recent study using the
same model which showed that membrane n-3 PUFAs in-
creased the action potential duration without improving the
repolarization phase in myocytes extracted from post-AMI
ventricles [69]. Finally, Billman reviewed carefully the effects
of n-3 PUFAs [70] and concluded that BDespite initial encour-
aging results, more recent clinical prevention and animal stud-
ies have not only failed to reduce sudden cardiac death but
actually increased mortality in angina patients and increased
rather than decreased malignant arrhythmias in animal models
of regional ischemia.^

Harmonization of the opinions about n-3
PUFAs and reperfusion arrhythmias

Rather than exacerbating tensions between those who believe
that membrane n-3 PUFAs increase lethal reperfusion arrhyth-
mias and those who think that these fatty acids are anti-ar-
rhythmic, we feel that both opinions are right. To reach this
hypothesis, we have started from the two postulates presented
earlier in this manuscript: (i) n-3 PUFAs incorporated in mem-
brane phospholipids, namely the eicosapentaenoic acid, re-
duce ischemia-reperfusion-induced cellular damage; (ii) these
membrane fatty acids are either pro- or anti-arrhythmic during
post-ischemic reperfusion.

The relation between the duration of ischemia (thus the
intensity of cellular damage induced by ischemia-
reperfusion) and the severity of reperfusion arrhythmias is
well known: it is a bell-shaped curve [71]. Since membrane
n-3 PUFAs reduce ischemia-reperfusion-induced cellular
damage compared with n-6 PUFAs, these fatty acids help shift
the curve toward the right (Fig. 3). The shape of the curve is
easily explained by the electrical conductivity of the reper-
fused myocardium: when cellular damage is low, the
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conductivity of the tissue is still good, but the electrical stim-
ulus is slowed in some zones and reaches the non-ischemic
healthy myocardium with a delay compared with the normal
stimulus. This triggers a post-depolarization phenomenon also
called re-entry loop. The more damaged the myocardium, the
more re-entry loops and the more arrhythmic the heart is. This

thus leads to tachycardia with periodic re-entry loops and fi-
brillation when these loops are irregular in their frequency. In
the first part of the curve, arrhythmia severity thus increases
proportionally with the intensity of cellular damage. However,
the death of cardiomyocytes switches off the electrical activity
in the unhealthy zone, progressively reducing the number of

Fig. 3 Schematic representation
of the influence of n-6 (SSO,
sunflower seed oil) and n-3 (FO,
fish oil) polyunsaturated fatty
acids on the relationship between
the severity of reperfusion
arrhythmias and duration of
ischemia. The longer the duration
of ischemia, the more severe the
cellular damage. R1: marker for
low cellular damage; R2: marker
for high cellular damage

Fig. 2 Influence of dietary
sunflower seed and fish oils on
the severity of ischemic and
reperfusion arrhythmias. After a
6-week feeding, rat hearts were
perfused according to the working
mode with a Krebs-Heinselett
medium which was rich in
calcium (2.5 mM), low in
magnesium (1.2 mM), and low in
potassium (3 mM). After 30 min
of equilibration, a local ischemia
was performed by left anterior
descending artery ligation for
20 min. The ligation was then
released to reperfuse the heart for
20 min. Upper panel: time-
evolution of tachycardia and
fibrillation during normoxia,
ischemia, and reperfusion. Lower
panel: cumulative duration of
tachycardia (Tachy.) and
fibrillation (Fibr.) during the
ischemic episode and reperfusion.
SSO: rats fed with 10% of n-6
PUFA–rich sunflower seed oil;
FO: rats fed with 5% of n-3
PUFA–rich fish oil + 5% of
sunflower seed oil. The number of
experiments was 12 per group.
*Significantly different by one-
way analysis of variance
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re-entry loops and severity of reperfusion arrhythmias. When
cellular damage increases, the occurrence and duration of re-
perfusion arrhythmias are thus progressively decreased: this is
the second part of the curve. Since membrane n-3 PUFAs slow
down the occurrence of cellular damage, they also reduce the
severity of reperfusion arrhythmias in the first part of the curve
(point R1 in Fig. 3). However, this is completely different in
the second part of the curve (point R2 in Fig. 3): membrane n-
3 PUFAs become pro-arrhythmic.

The severity of cellular damage during ischemia-
reperfusion can be modulated by the duration of ischemia,
but other factors as well: the temperature of the animals or
perfusion fluid, calcium and magnesium concentrations of
the liquid irrigating the heart or other environmental modifi-
cations altering intrinsic regulatory elements induced by the
diet, long-term pharmacological treatments, or other factors.
Notably, all the publications showing an anti-arrhythmic effect
of membrane n-3 PUFAs during post-ischemic reperfusion
were based on an ischemic event of low intensity. This is the
case for the study by McLennan [62] in the living rat which
showed that the mortality during reperfusion was decreased
by membrane n-3 PUFAs after an ischemic episode of only
5 min. Interestingly, in the same study, the author also per-
formed a 15-min ischemia in the same model and did not
observe any difference in the severity of reperfusion arrhyth-
mias after feeding saturated, n-6 or n-3 PUFAs. This clearly
indicates that the effects of dietary PUFAs on the severity of
reperfusion arrhythmias depend on the duration of ischemia
and intensity of cellular damage. This is also the case for the
work by Isensee and Jacob [61] who performed a short-
duration (10 min) ischemia and observed an anti-arrhythmic
activity of long-term dietary fish oil. The study published by
Abdukeyum et al. [12] in the isolated rat heart describing the
effect of 30-min ischemia with high-calcium (2.5 mM) but
also high-magnesium concentrations (1.6 mM) in the perfu-
sion medium agrees with this postulate. Magnesium is recog-
nized as a performant anti-calcium compound, and its high
concentration in the perfusion fluid probably contributed to
reduce the severity of ischemia-reperfusion cellular damage
drastically. The only exception to this rule is the study in the
living rabbit by Ogita et al. [15] who performed a 30-min
occlusion followed by a 3-h reperfusion. Despite the long-
duration ischemia, they showed a tendency toward an anti-
arrhythmic effect of membrane n-3 PUFAs based on the oc-
currence of ventricular premature contractions. These results
can be related to the characteristics of the animal model.
Rabbit calcemia is high (3.4 mM compared with approximate-
ly 1.5 mM in the rat) depending mainly on the dietary supply.
Moreover, its cellular calcium metabolism may be different
from that of rodents. Furthermore, the authors were not able
to display the results about the duration of fibrillation probably
because of animal death: they only stated that the occurrence
of fibrillation during reperfusion did not vary among the

groups. It thus cannot be said for sure that dietary n-3
PUFAs are truly anti-arrhythmic.

By contrast, studies performing more severe ischemia
showed a pro-arrhythmic effect of dietary n-3 PUFAs com-
pared with n-6 PUFAs. This is the case for the work by
Demaison et al. [63] with an ischemia duration of 20 min in
the presence of a perfusion fluid rich in calcium (2.5 mM) and
poor in magnesium (1.2 mM). They noted that membrane n-3
PUFAs increased reperfusion arrhythmias (Fig. 4). However,
reperfusion arrhythmias were almost totally suppressed in the
n-3 PUFAs group with a treatment of the heart by lidocaine
from the beginning of the perfusion. In contrast, reperfusion
arrhythmias noted in the n-6 group were only marginally sup-
pressed by the lidocaine treatment. This suggested that the
myocardium of n-3 PUFAs–fed animals was less severely
affected by ischemia-reperfusion than the heart of n-6
PUFAs rodents. This was ascertained by the evaluation of
the mitochondrial function which was less altered in the n-3
PUFAs group (see [63] for details). However, the more serious
arrhythmias in the n-3 PUFAs group indicate that the myocar-
dium was located in the second part of the curve relating the
intensity of cellular damage and the severity of reperfusion
arrhythmias (point R2). The situation is more lethal in the
whole animal compared with n-6 PUFAs–fed rats because of
the severity of malignant arrhythmias, but the myocardium is
less damaged.

Since n-3 PUFAs can either be pro- or anti-arrhythmic de-
pending on the severity of ischemia-reperfusion-induced cel-
lular damage, it seems logical that the meta-analyses in
humans did not show any beneficial effect of these fatty acids
on the severity of arrhythmias and coronary heart disease–
related mortality: averaging pro-arrhythmic data plus anti-
arrhythmic data for the n-3 PUFAs leads to a neutral mean
which is comparable to that obtained with the n-6 PUFAs.
This translates in an unchanged mortality rate whatever the
dietary PUFAs supplied.

Strategies to enhance the beneficial effects
of n-3 PUFAs

Patients eating aWestern diet rich in n-6 PUFAs and poor in n-
3 PUFAs are at a high risk for severe cellular damage during
post-infarction revascularization. So, they need to be treated to
increase cardioprotection. This can be done through pharma-
cological treatment with possible secondary effects or via a
nutritional modification able to afford the protection. N-3
PUFAs, especially dietary EPA, are good candidates for that
purpose. ALA can also act positively since it is elongated and
desaturated in EPA in the organism, but this fatty acid must be
supplied in greater quantities (approximately 3 times more) as
compared with EPA.
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N-3 PUFAs can be administered at different stages of the
pathology: before infarction, during ischemia, or at the begin-
ning of the period following the revascularization interven-
tion. The results obtained will be different depending on when
the n-3 PUFAs are administrated, but also according to the
severity of ischemia. Whenever n-3 PUFAs are administrated,
it is of the utmost importance tomaintain a steady treatment all
the way through the critical post-revascularization period, i.e.,
during the 10 days following reperfusion. The GISSI preven-
tion study performed this kind of treatment in secondary pre-
vention and obtained excellent results on the survival rate
[72]. Performing a regular administration during the critical
period allows the optimal manifestation of the anti-arrhythmic
effect of circulating n-3 PUFAs. It is thus important to main-
tain the level of plasma n-3 PUFAs as high as possible to
reduce lethality at its lowest level. However, as it can be seen
in the study by Demaison et al. [63], some reperfusion ar-
rhythmias are resistant to anti-arrhythmic treatments: this is
the case when ischemia-reperfusion-induced cellular damage
is severe. In order to minimize these injuries, the best way
consists in affording cardioprotection through a pharmacolog-
ical or dietary treatment: n-3 PUFAs administered before or
during the ischemic event can afford strong protection and
help decrease cellular injuries. As it was explained in their last
paragraph, the treatment will trigger either an anti- or a pro-
arrhythmic effect during reperfusion, depending on the extent
of the cellular damage. High circulating n-3 PUFAs (or a

pharmacological anti-arrhythmic agent such as lidocaine) dur-
ing the critical period of reperfusion will be able to suppress
arrhythmias either partially or totally and increase patient sur-
vival. However, if cellular injuries are too serious, arrhythmias
will become resistant to the anti-arrhythmic treatment: this can
even occur with n-3 PUFAs’ administration before reperfu-
sion if the pathology is too serious, but the use of these fatty
acids allows physicians to gain ground on the pathology by
retarding cellular damage. The use of n-3 PUFAs before re-
vascularization is thus of utmost importance to increase the
survival rate, especially if the treatment is maintained through-
out the critical reperfusion phase.

For the primary prevention of patients eating a Western
diet, the problem is more complex, since n-3 PUFAs can-
not be given before the ischemic event. Patients can be
subjected to a sudden coronary artery occlusion by throm-
bus formation. They are then running a serious risk of
fibrillation and sudden cardiac death. One of the main care
then performed by the medical staff is a thrombolytic in-
tervention. Alternatively, other patients can be subjected to
atherosclerosis which slowly develops and allows the for-
mation of new coronary vessels irrigating the unhealthy
myocardium: they run fewer risks of malignant arrhyth-
mias and sudden death, but they will have to undergo a
revascularization intervention (a percutaneous coronary in-
tervention or coronary artery bypass surgery) which can
lead to abnormal electrical activity.

Fig. 4 Influence of the n-6/n-3 polyunsaturated fatty acid ratio and
lidocaine treatment (5 μM) on the duration of severe arrhythmias
during normoxia, ischemia, and reperfusion. After a 6-week feeding, rat
hearts were perfused according to the working mode with a Krebs-
Heinselett medium which was rich in calcium (2.5 mM), low in
magnesium (1.2 mM), and low in potassium (3 mM). After 30 min of
equilibration, a local ischemia was performed by left anterior descending
artery ligation for 20 min. The ligation was then released to reperfuse the

heart for 30 min. The lidocaine treatment was initiated as soon as the
beginning of perfusion and maintained throughout the whole period of
normoxia, ischemia, and reperfusion. The number of experiments was 12
per group. SSO: rats fed with 10% of n-6 PUFAs–rich sunflower seed oil;
FO: rats fed with 5% of n-3 PUFAs–rich fish oil + 5% of sunflower seed
oil; lido: lidocaine treatment; when SEM are not visible, the mean value is
close to zero; a, b, c: significant differences as described on the figure.
This figure is adapted from [63]
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In the first patients with thrombus formation, n-3 PUFAs
can be given as soon as the thrombolytic therapy is performed:
an increase in circulating n-3 PUFAs may reduce malignant
arrhythmias and somehow prevent sudden cardiac death pro-
vided the irrigation of the diseased myocardium is restored
and if the cellular injuries are not too severe. The period of
time between the infarction onset and medical care is thus
crucial. For patients with no risk of sudden cardiac death (ath-
erosclerotic individuals), the n-3 PUFAs treatment can be ad-
ministered several days before the revascularization interven-
tion: this allows the reduction of cellular injury and reperfu-
sion arrhythmias, especially if a regular n-3 PUFAs treatment
is performed during the critical period of reperfusion to main-
tain their level in the circulation as high as possible.

Conclusion

N-3 PUFAs in the circulation are anti-arrhythmic whereas
those which are incorporated in membrane phospholipids are
cardioprotective but can display either a pro- or an anti-
arrhythmic effect during the re-establishment of the coronary
flow. These two properties should allow an improvement of
the survival rate after a coronary artery disease. However, they
must be performed properly. Administrating n-3 PUFAs be-
fore revascularization is obviously beneficial as it decreases
ischemia-reperfusion-induced cardiomyocyte injuries. Since
such an intervention can trigger malignant reperfusion inju-
ries, it is highly recommended to sustain the treatment
throughout the critical period of reperfusion in order to main-
tain a high level of circulating n-3 PUFAs.
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Annexe 2 : Liste des techniques 

acquises au cours de la thèse 

 Expérimentation animale : 

 Habilitation à l’expérimentation animale niveau concepteur et réalisateur de procédures 

expérimentales chez les rongeurs et les lagomorphes (ex niveau 1) obtenue le 23 juin 

2017. 

 Prélèvements sanguins et de tissus chez le rongeur. 

 

 Etude de la fonction cardiaque : 

 Mesure de la fonction cardiaque et de la réactivité coronaire ex vivo par le système de 

cœur isolé perfusé selon la méthode de Langendorff. 

 Evaluation des pressions intracardiaque et aortique in vivo par une sonde de pression 

Millar. 

 

 Etude de la fonction mitochondriale : 

 Extraction et isolement de mitochondries cardiaques fonctionnelles de rats et de tissu 

atrial humain. 

 Mesure de la respiration mitochondriale par oxygraphie. 

 Evaluation de la libération mitochondriale de ROS par fluorimétrie. 

 Analyse de la production d’ATP par bioluminescence. 

 

 Etude des lipides : 

 Extraction des phospholipides et des lipides neutres pour une analyse de leur 

composition en acides gras par chromatographie en phase gazeuse. 

 

 Analyses biochimiques et biomoléculaires : 

 Design d’amorces et RT-qPCR. 

 Western-blot. 
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