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Résumé

Certains antagonistes des canaux calciques de type L sont capables de
prévenir I’expression des nécroses cardiaques chez le hamster UM-X
7.1. Compte tenu de ’augmentation de la densité du courant calcique T
dans ce modéle de cardiomyopathie, nous émettons 1’hypothése que le
mibéfradil, un antagoniste des canaux calciques T et L, serait bénefique
dans la phase initiale de nécrose de la maladie. Des hamsters de la
lignée UM-X 7.1 de 30 jours ont été traités pendant 4-6 semaines avec
des doses croissantes de mibéfradil (5-8 mg/kg par jour) et de
vérapamil (10-20 mg/kg par jour). A 1a fin du traitement, les animaux
ont été sacrifiés et des coupes histologiques du tissu myocardique
(cceur) et squelettique (langue) ont été réalisées. Les dépdts calciques
ont été mis en évidence histologiquement selon la technique de Von
Kossa. Les résultats indiquent que malgré 1’utilisation de doses
croissantes et de la prolongation de la durée du traitement, aucun effet
cardioprotecteur significatif n’a pu étre décelé en présence du
mibéfradil. Par contre, le vérapamil a réduit de facon significative la
sévérité des nécroses cardiaques de méme que leur incidence. Ces
résultats suggerent que ni I’inhibition des canaux calciques T et L, ni

I’amélioration de la vasodilatation coronarienne ne participent a I’effet



cardioprotecteur observé en présence du vérapamil. L’hypothése d’une
action intracellulaire et plus spécifiquement une action au niveau du
réticulum sarcoplasmique (récepteur a la ryanodine) expliquerait cette

différence d’efficacité entre le vérapamil et le mibéfradil.

Mots clés : Antagonistes du calcium, mibéfradil, vérapamil, hamster,

cardiomyopathie, nécrose, cardioprotection.
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INTRODUCTION



1.1 Importance des maladies cardiaques dans notre société

La mortalité associée aux maladies cardiovasculaires est deux fois plus
élevée que celle associée au cancer et jusqu’a 40 fois plus élevée que
celle associée au SIDA (syndrome immunodéficitaire acquis). Plus de
115 billions de dollars sont dépensés annuellement en soins médicaux
reliés aux maladies cardiovasculaires (Davidoff et Gwathmey, 1994).
En 1995, elles représentaient la catégorie de maladies la plus colteuse
au Canada (Santé Canada, 1995). On estime que 440 000 nouveaux cas
de maladies cardiovasculaires sont diagnostiqués en Amérique du Nord
chaque année (Teo et coll., 1992). Prévoyant qu’en I’an 2000, 20% de
la population aura au-dela de 80 ans, on peut supposer que I’importance
des maladies cardiovasculaires ne pourra que s’accroitre (Davidoff et

Gwathmey, 1994).

En dépit de ’augmentation du fardeau économique associé a ces
maladies, le défi ne se limite pas a améliorer la qualité des soins mais a
assurer une meilleure qualité de vie des personnes atteintes et, dans la
mesure du possible, 4 réduire I’incidence de ces maladies. Les maladies

cardiaques dont les cardiomyopathies, suscitent une consommation



élevée de médicaments. Généralement, ces médicaments n’ont peu ou
pas d’effet préventif. Ainsi aux Etats-Unis, on estime qu’une personne
sur 500 porte le géne de la cardiomyopathie hypertrophique et que la
cardiomyopathie dilatée entrainera le déccs de 10 000 personnes par
année. L’identification et la caractérisation des facteurs associ€s au
développement de la cardiomyopathie sont donc considérés comme un

objectif primordial pour le développement de traitements efficaces.



1.2 Modéles expérimentaux de la cardiomyopathie

Les patients peuvent étre difficilement utilisables comme modéle
expérimental pour ’étude de la prévention de la cardiomyopathie. En
effet, les patients victimes de la cardiomyopathie sont soit sous
I’influence d’une polythérapie, soit a un stade avancé de leur
cardiomyopathie, sans compter les restrictions €thiques quant aux
interventions possibles. Le développement de modéles animaux
représentant les diverses formes de cardiomyopathie observées chez
I’homme permet d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires
responsables de I’évolution de la maladie. Il est bien évident que la
compréhension des mécanismes sous-jacents a la pathogénese et a la
pathophysiologie de la cardiomyopathie permettra le développement

d’une nouvelle avenue thérapeutique plus efficace.



1.2.1 Cardiomyopathies induites

Des expériences réalisées a 1’aide de modéles animaux ont permis de
reproduire différentes formes de cardiomyopathie. Par exemple,
certaines peuvent étre induites par une ischémie mimant I’infarctus du
myocarde (Drexler et coll.,, 1992; Terlink et coll,, 1994), par des
mutations génétiques (Vikstrom et coll.,, 1996), par des substances
pharmacologiques tel que la doxorubicine (Toyoda et coll., 1998),
’imipramine (Lucas et coll., 1992), le furazolidone (Genao et al, 1996)
ou 1’alcool (Preedy et al, 1996). Les cardiomyopathies peuvent aussi
étre induites par une déficience en carnitine (Paulson, 1998), par une
réaction auto-immune (infection virale ou bactérienne) (Huber, 1997),
par une destruction des valves cardiaques (Smith et coll., 1985) ou par
une stimulation de la fréquence cardiaque au-dela des limites de la
normale (Shinbane et al, 1997, Ravens et al, 1996). Certaines
pathologies dont la cirrhose du foie (Ma et al, 1996) et le diabete
(Schaffer et coll, 1985) peuvent également induire une

cardiomyopathie chez 1’animal.



Chacun de ces modeéles posséde des caractéristiques qui lui sont
propres. Bien que quelques-uns représentent certaines formes de
cardiomyopathie observées chez ’homme, la diversité des anomalies
associées aux différentes formes de cardiomyopathie rend celles-ci
difficiles a reproduire. De fait, chacun de ces modeles expérimentaux
soulévent des critiques. Ainsi, 1’espece animale étudi€e peut différer de
I’espéce humaine quant aux mécanismes régulateurs des conditions
hémodynamiques (i.e. médiateurs impliqués dans le systéme
sympathique et le systéme parasympathique, etc) et aux autres
caractéristiques physiologiques présentes (i.e. fréquence cardiaque,

pression coronarienne, pression systémique, etc).

D’autres critiques s’adressent au traumatisme. chirurgical nécessaire
pour l’induction de la cardiomyopathie (modele tachycardique et
ischémique) et aux doses des composés pharmacologiques utilisées
pouvant affecter la libération de facteurs endogénes ainsi que le
fonctionnement de certains organes indirectement impliqués dans la

cardiomyopathie humaine (foie, rein).



Le modeéle de souris transgénique induit par une mutation au niveau des
chaines lourdes de la myosine (mutation spécifique au niveau G1445A
et délétion des acides aminés 468-527) se rapproche beaucoup plus
selon certains (Vikstrom et coll, 1996), de la cardiomyopathie
hypertrophique humaine (évolution progressive de la maladie, désordre
cellulaire, maladie coronarienne, fibrose et hypertrophie des myocytes).
Puisque chez I’homme, la cardiomyopathie se manifeste
progressivement, un modéle comme celui de la souris transgénique
semble particuliérement utile pour caractériser le potentiel
cardioprotecteur de certains médicaments. Cependant, des différences
spécifiques relatives au sexe ont été rapportées pour ce modele. En
effet, lorsque les femelles manifestent des signes d’hypertrophie, les
males ont déja atteint une dilatation significative du ventricule gauche
(Vikstrom et coll., 1996). Des telles différences n’ont pas €té relatées

chez I’humain.



1.2.2 Cardiomyopathies héréditaires et défauts génétiques

La découverte d’une cardiomyopathie héréditaire dans diverses especes
animales tel que le chien, la souris, le porcelet, la dinde, le bovin et le
hamster a eu pour effet de stimuler la recherche sur ce type de
pathologie. Méme si les opinions sont encore partagées quant aux
similitudes que représentent ces modéles avec I’homme, certains
croient qu’ils présentent plusieurs avantages permettant 1’étude des

désordres moléculaires associés a la cardiomyopathie (Jasmin et coll.,

1973).

La découverte de la cardiomyopathie héréditaire chez le hamster syrien
par Homburger et ses collaborateurs au début des années 60
(Homburger et coll., 1962) a été d’une contribution significative dans
I’étude de certaines formes de cardiomyopathie observées chez
I’homme. Ces chercheurs ont rapporté 1’apparition d’une myopathie
spontanée et des nécroses musculaires tant squelettiques que cardiaques
dans une lignée consanguine de hamsters syriens. Des études
ultérieures avec la souche (BIO 1.50) et les générations successives

(BIO 14.6) ont permis d’établir que cette maladie était transmise par un



géne autosomique par mode récessif (Homburger et coll, 1966). I
devient alors possible par ce mode de transmission héréditaire d’établir
une lignée d’animaux cardiomyopathiques en croisant des homozygotes
avec des hamsters sains et récupérer par la suite le gene mutant dans la
génération F,. Les lignées subséquentes menent a une fréquence de
cardiomyopathie de I’ordre de 100%. Parmi les multiples lignées
disponibles, Bajusz et Jasmin (1972) ont comparé les animaux des
souches Bio 14.6, et ceux d’une lignée développée a I’Université de

Montréal (UM-X 7.1).

Il n’existe, en fait, que peu de différences dans l’expression des
nécroses musculaires entre ces différentes lignées ce qui laisse supposer
que les variations génétiques n’affectent pas I’expression de la maladie.
Toutefois, 1’apparition, le développement et la gravité de la maladie
différent dans ces lignées (Homburger, 1979), voir pour les générations
qui en dérivent. Par exemple, la sévérité de la maladie, en ce qui
concerne les animaux BIO 14.6, a diminué progressivement au fil des
28 générations étudiées. On observa alors une baisse graduelle de la
sévérité des signes et symptomes de la maladie et la survie de ces

animaux s’en est trouvée accrue. La survie moyenne était de 146 jours
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en 1966 (Homburger et coll., 1966) pour atteindre 280 jours 4 ans plus
tard (Gertz, 1972; Jasmin et coll., 1973) et cela a continué a progresser
par la suite. Cet accroissement de la survie semble liée aux critéres de
sélection moins rigoureux du choix des géniteurs. Le développement de
la souche UM-X 7.1 a partir de hamsters BIO 14.6 (figure 1) a été
établie a ’Université de Montréal il y a un peu plus de 25 ans. Grace a
I’utilisation de critéres de sélection rigoureux, cette lignée a conservé
une meilleure homogénéité des signes et symptdmes de la maladie au
fil des 75 générations produites. En effet, la survie moyenne de la
lignée UM-X 7.1 se situait & environ 190 jours en 1979 (Jasmin et coll.,
1979) et elle est de 200-250 jours 19 ans plus tard (Nakamura et coll.,

1998).



Figure 1. Arbre généalogique des premiéres lignées de hamsters
cardiomyopathiques UM-X 7.1. Hamsters de fourrure brune n’expriment
pas la maladie. Hamsters de fourrure blanche expriment la maladie. F, =
accouplement entre un hamster syrien normal et un hamster syrien
cardiomyopathique. F; = 100% rejetons hétérozygotes. F, = 25% rejetons
homozygotes cardiomyopathiques. F; = 100% rejetons homozygotes et
développement de la lignée UM-X 7.1.

Abréviation: F = famille

11



12

1.3 Modéle expérimental : le hamster cardiomyopathique

UM-X 7.1

L’évolution de la cardiomyopathie du hamster de la lignée UM-X 7.1
est lente, progressive et bien définie (Jasmin et coll. 1982).
L’uniformité de 1’expression de la maladie rend la maladie prévisible et
offre la possibilité d’étudier certains désordres myocardiques dans des
stades précoces de son expression (Jasmin et Proscheck, 1996; Rouleau

et al., 1982; Zatuchni et coll.; 1951).

Une abondante littérature relative aux anomalies histologiques,
biochimiques et mécaniques du myocarde a chacune des phases de la
cardiomyopathie du hamster est disponible. Quatre phases distinctes
ont ét¢ identifiées (figure 2): la myolyse et la nécrose, qui se
caractérisent par des lésions disséminées surtout au niveau du septum et
de la paroi libre du ventricule gauche, sont observables tdt et leur
expression est maximale a 90 jours de vie; la fibrose dont 1’expression
est maximale & 150 jours de vie; I’hypertrophie observable & partir de

175 jours de vie comme mécanisme compensatoire; et finalement la
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myolyse <

nécrose

hypertrophie -<
défaillance cardiaque <

0 25 50 75 100 125 150175 200 225 250

jours

Tiréde Jasminet coll., 1982 (voir références).

Figure 2. Evolution de la cardiomyopathie du hamster UM-X 7.1
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phase de décompensation hémodynamique observable entre 225 et 250

jours de vie (Jasmin et al. 1982).

Cliniquement, la maladie n’a pas de conséquence hémodynamique chez
les jeunes hamsters. En effet, I’animal n’affiche aucun probléme
cardiaque en dépit des nombreux foyers nécrotiques au niveau du
myocarde. Tout comme dans la cardiomyopathie humaine, l’évolufion
de la maladie méne a la défaillance cardiaque. La mort est souvent
attribuable & des arythmies ventriculaires ou a 1’insuffisance cardiaque

(anasarque, congestion hépatique et/ou pulmonaire, figure 3).

La cardiomyopathie du hamster suscite beaucoup d’intéréts. Sa
popularité n’a fait que croitre au fil des ans et son utilisation a permis
des percées significatives dans notre compréhension de la
cardiomyopathie humaine et de son traitement. Les conséquences du
défaut génétique primaire sont nombreuses et impliquent autant des
phénoménes ioniques (Bond et coll., 1988), membranaires (Sakamoto
et coll., 1997; Roberds et coll., 1992; Jasmin et coll., 1991),

métaboliques (Naranjan et coll.,, 1994), vasculaires (Sonnenblick et



Figure 3. Conséquences hémodynamiques de Ila
cardiomyopathie (décompensation hémodynamique). A)
hamster de 180 jours. B) hamster de 250 jours avec un cedeme
périphérique important.

15
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coll., 1985), structuraux (Jasmin et coll., 1982) que fonctionnels (Ma et
coll., 1979). Dans le présent travail, nous traiterons des anomalies
observables durant la phase de nécrose puisque le profil
cardioprotecteur des deux médicaments a ét€ étudié dans la phase

initiale du développement de la cardiomyopathie.
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1.3.1 Altérations ioniques dans la cardiomyopathie du hamster

Il est connu que le fonctionnement des cellules cardiaques dépend de
leur habileté & maintenir I’homéostasie calcique. Une perte de cette
homéostasie perturbe leur fonctionnement et engendre des dysfonctions
(Schwartz et coll., 1973; Ito et coll.,, 1972). Dans le cceur du hamster
UM-X 7.1, 4gé de 24-45 jours et de 128-228 jours, des chercheurs ont
détecté une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium
ionisé (Jasmin et coll., 1984; Hano et coll., 1991). De facon plus
spécifique, Bond (1988) a établi une gradation du contenu
intracellulaire de calcium ionisé démontrant une relation directe entre la
progression de la nécrose et 1’augmentation de la concentration de
calcium. Ce ne sont cependant pas tous les cardiocytes qui seront
affectés de la méme fagon. Cette surcharge calcique semble se
manifester dans les cellules au voisinage d’une zone ischémique, d’une
fagon significative au pourtour de la zone en processus de nécrose et
d’une fagon beaucoup plus importante au pourtour du tissu nécrosé.
Dans les autres cellules, il n’y a aucun changement dans la
concentration intracellulaire de calcium ionisé. Ceci ne signifie pas

nécessairement que les mouvements calciques soient normaux a
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’intérieur de ces cellules. D’ailleurs, une diminution de la tolérance au
stress calcique a été démontrée dans les cardiocytes de jeunes hamsters
cardiomyopathiques (Hano et coll., 1991). Cette élévation du calcium
intracellulaire apparait importante et elle a méme été proposée comme
un facteur initiateur de 1’étiologie de la cardiomyopathie du hamster
syrien (Lossnitzer et coll., 1975). Le mécanisme exact expliquant
’origine de cette surcharge calcique est cependant mal connu mais
certaines altérations au niveau membranaire, métabolique et vasculaire

pourraient contribuer a ces changements ioniques.
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1.3.2  Altérations membranaires dans la cardiomyopathie du hamster

Plusieurs études ont permis d’identifier un défaut primaire au niveau
membranaire (Berry et coll., 1983; Makino et coll., 1985; Panagia et
coll., 1986). Dans certaines formes de cardiomyopathies, des altérations
au niveau des chaines lourdes de la myosine  (chromosome 14), de la
tropomyosine o (chromosome 15) et de la troponine T cardiaque
(chromosome 1) ont été identifiées (Davies et coll., 1995). D’autres
altérations au niveau des glycoprotéines membranaires dont «
(chromosome 17), [ (chromosome 4) et 7y (chromosome 13) ont
également été observées (Duclos et coll., 1995). Ces génes, en plus du
géne de la dystrophine responsable de la dystrophie musculaire
(chromosome X), ont été exclus comme éléments responsables de la
cardiomyopathie du hamster (Okazaki et coll.,1996; Takada et
coll.,1996). L’origine génétique de la cardiomyopathie du hamster
semble plutdt liée & une altération au niveau du complexe dystrophine-
glycoprotéine (Roberds et coll., 1993) (figure 4). Ce n’est que plus tard
que d’autres chercheurs (Nigro et coll., 1997; Sakamoto et coll., 1997)
ont identifi¢ une déficience dans la transcription d’une protéine

associée a la dystrophine, la &-sarcoglycane (chromosome 9),
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Tiré de Duclos et coll., 1995 (voir références)

Figure 4. Modéle du complexe dystrophine-glycoprotéines. La dystrophine,
protéine du cytosquelette musculaire, est associée en homodimeéres
antiparalléles; elle est liée aux filaments d’actine par son extrémité amino-
terminale (N) et aux syntrophines par son extrémité carboxy-terminale (CT).
Elle est ancrée par son domaine riche en cystéine (CR) a la B-dystroglycane du
complexe glycoprotéinique. Celui-ci est composé des sous-complexes
dystroglycane et sarcoglycane. Il est lui-méme relié a la laminine o2,
composante de la matrice extracellulaire de la fibre musculaire, par 1’a-
dystroglycane.
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déficience qui entraine ainsi la disparition de cette derniére. (Nigro et
coll,, 1997; Sakamoto et coll., 1997). Cette anomalie au niveau du
cytosquelette membranaire semble vraisemblablement causer une
instabilité au niveau du sarcolemme et par le fait méme altérer
I’homéostasie du calcium intracellulaire (Ervasti et coll., 1990; Turner
et coll., 1991). La surcharge calcique qui en résulte (Lossnitzer, 1975)
survient alors de facon simultanée avec la période ou les nécroses
myocardiques sont les plus manifestes dans ce mod¢le (Jasmin et coll.,
1982). Cette surcharge calcique constitue la manifestation la plus
précoce du défaut génétique membranaire (Dhalla et coll., 1975; Jasmin

et coll., 1984).

La membrane plasmique des cardiocytes contient beaucoup de
cholestérol. Ce demier est impliqué dans sa fluidité tout comme dans le
contrdle de sa perméabilité (Cooper et coll., 1977; Demel et coll., 1976;
Papahadjapoulos et coll., 1973) et dans I’activité d’enzymes qui y sont
localisées (Farias et coll., 1975; Klein et al, 1978). Des chercheurs se
sont intéressé au contenu en cholestérol et ont démontré une
augmentation du cholestérol autant au niveau de la membrane

plasmique qu’au niveau de la membrane des organelles intracellulaires
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du cceur de hamster cardiomyopathique (Slack et coll,, 1980). Ces
changements du contenu en cholestérol membranaire pourraient
perturber ’activité des protéines membranaires et les mouvements
d’entrée et de sortie des ions (Papahadjapoulos et coll., 1973). Ainsi,
une altération du contenu membranaire en cholestérol pourrait

contribuer a I’augmentation du calcium dans les cardiocytes.

Sachant que le fonctionnement de certaines enzymes membranaires est
tributaire du calcium, on pourrait s’attendre a ce que leur activité soit
altérée en présence d’une surcharge calcique. Bien que des altérations
au niveau de la Na'/K™ ATPase aient été observées a un stade plus
avancé de la cardiomyopathie par Makino (Makino et coll., 1985), une
diminution de I’activité de cette enzyme a été rapportée chez des
hamsters ages entre 25 et 35 jours de vie (Panagia et coll., 1984). Cette
activité réduite de la Na'/K™ ATPase entrainerait une augmentation du
Na® intracellulaire favorisant ainsi la surcharge intracellulaire du
calcium par la participation de I’échangeur Na*/Ca®* (Naranjan et coll.,
1994; Makino et coll., 1985). Agissant comme un régulateur de la
concentration cationique intracellulaire, la diminution de 1’activité de la

Na'/K" ATPase pourrait ainsi expliquer la perte de 1’homéostasie
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calcique observée dans la cardiomyopathie du hamster (Borowski et
coll., 1974; Lossnitzer et coll.,, 1974; Dhalla et coll., 1982). Nous
pouvons cependant exclure la participation de certaines enzymes
membranaires a 1’étiologie de la cardiomyopathie, dont les ATPases
dépendantes du Mg®" et du Ca®" (Naranjan et coll.,1994, Panagia et

coll., 1984) et I’adénylate cyclase (Panagia et coll.,1984).

Avec ces changements dans la composition du cholestérol
membranaire, on pourrait s’attendre & des altérations dans le
fonctionnement de protéines de transport. En effet, une augmentation
de Dactivité de I’échangeur Na'/Ca®" a été rapportée dans le cceur de
hamster cardiomyopathique dés le 30iéme jour de vie (Wagner et
coll.,1989). Sachant que cet échangeur favorise la sortie du calcium de
la cellule, la surcharge calcique expliquerait 1’augmentation de
I’activité de cet échangeur. L’implication de cette augmentation
d’activité dans 1’étiologie de la maladie ne fait pas 1’unanimité puisque
Makino et coll. (1985) n’ont pas réussi & documenter de changement au

niveau de cet échangeur a 40 jours de vie.
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Au niveau du sarcolemme de cardiocytes de hamsters en phase de
nécrose (BIO 14.6), le nombre de sites de liaison (B.) a certains
antagonistes  calciques, tels les dihydropyridines et les
phénylalkylamines serait augmenté (Kuo et al. 1987, Wagner et coll.,
1986; Wagner, 1989) La souche animale utilisée semble cependant
jouer un role dans la capacité a identifier une augmentation de ces
récepteurs. En effet, une telle augmentation n’a pu étre observée avec la
souche CHF 146 (Howlett et coll., 1987) et BIO 53.58 (Bazan et coll.,
1987). Sachant que la souche UM-X 7.1 provient de la souche BIO
14.6, I’augmentation des sites de liaison des antagonistes du calcium
pourrait aussi s’appliquer & la souche développée a 1’Université de
Montréal. De plus, sachant que cette augmentation des récepteurs
survient avant méme 1’apparition des nécroses myocardiques, il se peut

qu’elle soit impliquée dans 1’apparition de ces nécroses.

D’autres études sur la pathogénése de la cardiomyopathie du hamster
suggérent qu’une augmentation des canaux calcique provoquerait des
anomalies au niveau des flux calciques (Wagner et coll., 1986; Howlett
et coll., 1987; Jasmin et coll.,, 1994). En effet, une augmentation du

courant calcique de type T entrant a ét€ démontrée dans les cardiocytes
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avant méme 1’apparition des changements biochimiques et anatomiques
chez le hamster cardiomyopathique. Or, en favorisant 1’entrée du
calcium dans la cellule & travers le sarcolemme, cette anomalie
favoriserait la surcharge calcique. Ce changement au niveau des canaux
calciques de type T pourrait constituer un facteur important de la
genese de la cardiomyopathie. En effet, chez le hamster
cardiomyopathique, il semble y avoir plus de cellules cardiaques qui
expriment un courant calcique T comparativement aux hamsters
normaux (Bkaily et coll., 1997). Ces observations souleévent
I’hypothéese que les canaux calciques de type T pourraient jouer un role
important dans la genése de la cardiomyopathie. L’augmentation des
canaux calciques voltage-dépendant de type L (Wagner et coll., 1986)
ne semble cependant pas contribuer a cette surcharge calcique, puisque
le courant calcique L n’augmente pas de fagon proportionnelle a la
densité de ces canaux (Sen et coll., 1994; Bkaily et coll., 1997). Ainsi,
des désordres ioniques pourraient constituer la manifestation primaire
du défaut génétique (Dhalla et coll., 1975; Slack et coll., 1980; Jasmin
et coll, 1984) et entrainer les dysfonctions au niveau de la
mitochondrie, du réticulum sarcoplasmique et de 1l& une nécrose

myocytaire disséminée (Wrogemann et coll., 1976).
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1.3.3 Altérations métaboliques dans la cardiomyopathie du hamster

1.3.3.1 Auniveau de la mitochondrie

Chez le hamster UM-X 7.1, des changements dans la perméabilité de la
membrane mitochondriale surviennent avant méme que des
changements nécrotiques ne soient décelables (Proscheck et coll., 1982;
Panagia et coll., 1986). De plus, le pic des nécroses semble coincider
avec la période ou les dysfonctions mitochondriales sont plus
importantes (Proscheck et coll., 1982). En effet, vers le 100™™ jour de
vie de 'animal, la capacité de la mitochondrie a produire de 1’énergie
(phosphorylation oxydative) est réduite et semble secondaire a une
surcharge calcique mitochondriale. La diminution de la capacité
respiratoire mitochondriale et de la production de la créatine phosphate
(Proscheck et coll., 1982; Wickman-Coffelt et coll., 1986%) fournissent
une preuve a cette réduction de la phosphorylation oxydative. Or, on
pourrait s’attendre & ce que les enzymes mitochondriales ATP-
dépendante soient moins fonctionnelles. Paradoxalement, aucun
changement au niveau de 1’ATPase mitochondriale et de I’activité de
capture de Ca®" au niveau de la mitochondrie n’a été décelé (Naranjan

et coll., 1994). Ceci suggére que les ATPases calciques fonctionnent
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mais que la réduction de leur activité n’a pas encore atteint un niveau

critique.

1.3.3.2 Au niveau du réticulum sarcoplasmique

Dans la cardiomyopathie du hamster, le réticulum sarcoplasmique
serait incapable de bien séquestrer le calcium puisque sa Ca**-ATPase
est dysfonctionnelle. Ceci s’expliquerait par une diminution de
I’affinité de ’enzyme pour le calcium (Naranjan et coll.,, 1994). Un
défaut du canal sensible & la ryanodine responsable de la relache
calcique dans le cytosol contribuerait aussi aux dysfonctions
rapportées. En effet, dans des muscles papillaires de jeunes hamsters
cardiomyopathiques (4 mois), on a observé une réponse inotrope
positive a de faibles concentrations de vérapamil et de ryanodine
(Finkel et coll., 1992; Finkel et coll., 1993) mais aucune réponse aux
antagonistes du calcium comme la nifédipine, le diltiazem et le
gallopamil n’ont été rapportées. II est reconnu que parmi ces
substances, seul le vérapamil est capable d’interagir avec le canal
sensible a la ryanodine (Valdivia et coll., 1990). Or, si ce canal sensible
a la ryanodine était surexprimé, il pourrait provoquer la relache d’une

quantité plus importante de calcium dans la cytosol et ainsi jouer un
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role significatif dans 1’étiologie de la cardiomyopathie du hamster
(Sapp et coll., 1994). En plus de ce canal sensible & la ryanodine,
d’autres composantes du réticulum sarcoplasmique pourraient étre
impliquées dans la cardiomyopathie du hamster. En effet, il a ét¢
suggéré qu’une surproduction de norépinéphrine locale pourrait activer
les mouvements calciques par la voie de 1’inositol-triphosphate pour
ainsi favoriser la détérioration observée dans la phase initiale de

nécrose (Jasmin et coll., 1979; Kawaguchi et coll., 1991).

Bref, du point de vue métabolique, la détérioration des mécanismes
responsables de I’homéostasie calcique intracellulaire serait étroitement
liée 2 linitiation du processus nécrotique observé dans la

cardiomyopathie du hamster (Jasmin et coll., 1973).
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1.3.4 Altérations vasculaires dans la cardiomyopathie du hamster

Sonnenblick et coll. (1985) furent les premiers a suggérer que le défaut
primaire responsable du développement de la cardiomyopathie du
hamster soit secondaire aux vasospasmes coronariens et a une
augmentation de la réactivité des vaisseaux coronariens. Il a €té prouve
que des vasospasmes coronariens (Factor et coll., 1982), qu'un flot
coronarien hétérogéne (Figulla et coll, 1987) ainsi qu’une
augmentation de la réactivité vasculaire a des agents vasoconstricteurs
(Conway et coll., 1987; Conway et coll., 1994) font partie de cette
pathologie. Sachant que ces altérations vasculaires ont été observées
avant l’apparition des nécroses, on suggeére ainsi leur rble dans

I’initiation du processus nécrotique.

Dans le cceur normal, une ischémie transitoire causée par un
vasospasme devrait étre réversible et ne pas laisser de séquelles
permanentes. Une anomalie au niveau de la gestion du calcium
intracellulaire dans les cardiocytes du hamster cardiomyopathique ferait
en sorte de rendre le cardiocyte incapable de tolérer une ischémie

focale transitoire. La nécrose cellulaire est observable dans une zone
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périvasculaire bien définie, la grosseur de la zone nécrosée pourrait
dépendre de I’importance de la zone irriguée par le vaisseau qui subit le

spasme (Jasmin et coll., 1979).

Les vaisseaux coronariens des hamsters cardiomyopathiques présentent
une hypersensibilité a des agents vasoconstricteurs, tel que les
catécholamines, la vasopressine, 1’endothéline et 1’histamine (Hunter et
coll,, 1983; Sole et coll., 1984; Conway et coll., 1987). Cette
hypersensibilité pourrait étre responsable des vasospasmes & répétition
(Factor et coll, 1982) et de 1’apparition d’une nécrose focale

disséminée.
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1.3.5 Altérations structurales dans la cardiomyopathie du hamster

Les changements pathologiques précoces observés dans la
cardiomyopathie du hamster sont associés a une surcharge calcique et
sont caractérisés par la myolyse et la nécrose de coagulation (Jasmin et
coll., 1973; Jasmin et coll., 1982). Ces deux types de dégénérescence
myofibrillaire sont communs aux maladies cardiaques ischémiques. La
myolyse est un processus qui affecte un groupe de cellules musculaires
sans provoquer de processus inflammatoire et ce, tout en préservant
’intégrité des structures avoisinantes (Schlesinger et coll., 1955). Dans
les premiers stades de ce processus dégénératif le noyau est préservé
mais une diminution du pH intracellulaire activera certaines enzymes
intracellulaires (lipases, protéases, phospholipases). Par la suite, les
composantes du cytoplasme coagulent d’ou 1’appellation: nécrose de
coagulation. Ce processus fait référence a une mort cellulaire brutale
induisant une réaction inflammatoire et résultant d’une dénaturation des
protéines causée par une diminution du pH intracellulaire et par une
surcharge calcique (Farber 1982). Une diminution du pH en dega de 6.5
est suffisante pour induire des changements pathologiques irréversibles

(Brachfeld, 1972; Jacobus et coll., 1982). Les 1ésions cardiaques sont
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visibles & partir du 40iéme jour de vie (Jasmin et coll.,, 1979). Les
foyers nécrotiques sont répartis au hasard, atteignant leur sévérité
maximale vers le 100“™ jour de vie (figure 5). La concentration
plasmatique de la créatine kinase refléte bien I’intensité du processus
nécrotique (Jasmin et coll., 1979). La formation accrue de collagéne
(refléte la cicatrisation) et la fibrose permettent le remplacement du
tissu nécrosé et provoquent des dysfonctions mécaniques dans les

phases ultérieures de la maladie.



Figure 5. Nécroses cardiaques. Remarquez les
stries blanches indicateur de nécroses et de
dépots calciques
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1.3.6  Altérations fonctionnelles dans la cardiomyopathie du hamster

Dans les premieres phases de la maladie, 1’équilibre hémodynamique
semble préservé malgré les nécroses qui envahissent peu & peu le
myocarde (Bajusz et coll.,, 1972; Jasmin et Eu, 1979; Jasmin et
Proscheck, 1982). La phase de nécrose est cependant responsable, en
partie, des changements mécaniques ultérieurs qui surviennent dané ce

modgele de cardiomyopathie.

Une détérioration de la contractilité survient dés le 30™™ jour de vie
mais elle est sans conséquence hémodynamique. Elle se poursuit tout
au long de la vie de P’animal (Ma et coll., 1979). Les signes
d’insuffisance  cardiaque comprennent 1’hépatomégalie, une
accumulation de liquide dans la cavité thoracique et 1’anasarque. Dans
la phase terminale de la maladie, des caillots se développent dans les

chambres cardiaques dilatées (Jasmin et coll., 1982).

Avant que les signes d’insuffisance cardiaque apparaissent, 1’analyse
des caractéristiques de la réponse inotrope (contractilité) et lusitrope

(relaxation) révele que la réponse inotrope est diminuée alors que la
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réponse lusitrope demeure inchangée (Antony et coll., 1992). Ces
données appuient I’hypothése que des changements dans les
mécanismes régulateurs du calcium et de 1’activité des myofilaments
précédent le développement de la phase de défaillance. Cette réduction
de la contractilit¢é cardiaque dés les premiéres phases de la
cardiomyopathie pourrait étre secondaire a une altération des
mouvements calciques rapides entre les différents sites de stockage du
calcium. Des altérations au niveau des protéines du cytosquelette
(desmine, actine a, titine) pourraient également €tre impliquées dans la
détérioration de la contractilité cardiaque (Kawaguchi et coll., 1995).
D’autres causes pourraient justifier les changements de contractilité,
tels 1’augmentation de I’activité sympathique (Angelakos et coll., 1973;
Sole et coll., 1977), la diminution de 1’oxydation de la chaine longue
des acides gras (Kelly, 1968) ou la baisse des réserves €nergétiques

(Fedelesova et coll., 1971).

La physiopathologie de la cardiomyopathie du hamster est complexe.
Une atteinte multisystémique a €té rapportée et aucune anomalie
spécifique ne semble expliquer a elle seule la perte de 1’homéostasie

calcique observée dans la phase initiale de nécrose.
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1.4 Essais thérapeutiques dans la cardiomyopathie du hamster

Compte tenu de l'importance de la surcharge calcique dans le
développement de la cardiomyopathie du hamster, on pourrait
s’attendre a ce que seul les antagonistes du calcium préviennent les
nécroses myocardiques de fagon significative. Cependant, plusieurs
essais thérapeutiques réalisés chez le hamster UM-X 7.1 démontrent la
complexité des stratégies qui pourraient étre mises a profit (figure 6).
En effet, une réponse cardioprotectrice a été obtenue avec différents
composés. Certaines substances adrénergiques (isoprotérénol,
terbutaline éphédrine, dopamine), des activateurs des canaux K'spp
dépendant (cromakalim), des inhibiteurs des protéases (EP-459), des
prostaglandines (prostaglandine-E;) et des sels de magnésium sont
dotés d’un effet cardioprotecteur (Olbrich et coll., 1992; Jasmin et coll.,

1996, Jasmin et coll., 1987).

Encore aujourd’hui, on n’arrive pas a définir clairement le ou les
mécanismes responsables de I’effet cardioprotecteur de ces substances.

Mais, parmi ces médicaments, les effets
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Vérapamil
Isoprotérénol
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Prostaglandine-E,
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Digoxine
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Bépridil
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3,0

sévérité des nécroses cardiaques

Tiré de Jasmin et coll., 1987 (voir références).

Figure 6. Effet de différents médicaments sur le développement
des nécroses myocardiques du hamster UM-X 7.1 O | Zone
verticale hachurée: sévérité moyenne des groupes témoins.

(M Traitement de 30 jours initiés a 30 jours de vie.

* = antagoniste du calcium
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cardioprotecteurs les moins prévisibles sont sans doute ceux obtenus
avec des amines sympathomimétiques. Sachant que ces derniéres
favorisent 1’entrée du calcium dans le cardiocyte (Fleckenstein, 1977),
il est difficile d’expliquer leur potentiel cardioprotecteur dans un
modele ou la surcharge calcique est présente. Est-ce [’aspect vasoactif
ou le principe d’économie d’énergie associ€ & ces substances qui
expliquerait leur effet cardioprotecteur? Cette question demeure sans

réponse a I’heure actuelle.

L’activation métabolique des canaux potassiques K arp dépendant a
elle aussi permis de prévenir I’expression des nécroses myocardiques.
Cette activation provoquerait un raccourcissement du potentiel d’action
par une diminution du temps de repolarisation. Les cardiocytes étant
hyperpolarisés plus rapidement, on préviendrait I’entrée de calcium
dans la cellule et on augmenterait la liaison du calcium au niveau des
sites membranaires internes (Carmeliet, 1989). Or, I’activation des
canaux potassiques K a1p dépendant préviendrait la surcharge calcique
et favoriserait une économie d’énergie expliquant ainsi le potentiel
cardioprotecteur du cromakalim. (Escande et coll., 1992). Pour sa part,

’effet cardioprotecteur d’un inhibiteur des protéases (EP-459) (Jasmin
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et coll., 1987) pourrait s’expliquer par une réduction de 1’activité d’une
enzyme avec une activité dépendante du calcium. Des études récentes
démontrent en effet que cet inhibiteur des protéases (EP-459) exerce
une activité vis-a-vis des protéines dépendantes du calcium (Grinde,
1982; Atsma et coll., 1995). Cette explication quant a son effet
cardioprotecteur demeure cependant hypothétique puisque le processus
dégénératif directement associé€ a 1’activation des protéases endogénes
n’a pas encore été €lucidé. Certaines prostaglandines ont également
démontré des effets bénéfiques cardioprotecteurs (Jasmin et coll.,
1987). Ces composés pourraient, en empruntant la voie de I’AMP,,
permettre une vasodilatation plus importante. Enfin, les sels de
magnésium, ont également procuré un effet bénéfique dans la
cardiomyopathie du hamster (Olbrich et coll.,. 1992). 1l semble que
I’augmentation du magnésium améliore le fonctionnement de Ia
mitochondrie (Wrogemann et coll., 1978). Cette observation
expliquerait ainsi 1’effet bénéfique des sels de magnésium sur

1I’évolution des nécroses cardiaques.

Bref, les médicaments énumérés précédemment préviennent de fagon

significative 1’expression des nécroses cardiaques. Les médicaments
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cardioprotecteurs appartiennent a des classes pharmacologiques
différentes, ce qui laisse supposer que les mécanismes impliqués sont

nombreux.
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1.5 Antagonistes des canaux calciques et cardioprotection dans

la cardiomyopathie du hamster

L’importance des nécroses et celle de la surcharge calcique observées
chez le hamster UM-X 7.1 font en sorte que ce modéle est indiqué pour
déterminer les effets cardioprotecteurs des antagonistes du calcium.
Plusieurs études ont traité des bénéfices potentiels associ€s a
I’utilisation des antagonistes du calcium dans cette pathologie. Dans la
phase de nécrose, des controverses ont €té soulevées quant aux
bénéfices qu’ils procurent (figure 6, page 33). Certains des antagonistes
du calcium se sont aveérés d’excellents cardioprotecteurs (D-600,
vérapamil) (Jasmin et coll., 1973; Factor et coll., 1988), d’autres tel le
diltiazem (Bhattacharya et coll.,, 1982; Jasmin et coll., 1987) ont
démontré peu d’effet cardioprotecteur (diltiazem) et d’autres tels la
nifédipine et le bépridil (Jasmin et coll., 1987; Kundel et coll., 1987)
n’ont eu aucun effet cardioprotecteur. Ces différences semblent liées a
la diversité des structures chimiques de ces composés et souléve
I’hypothése que plus d’un site serait impliqué dans la manifestation du

potentiel cardioprotecteur.
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1.6 Mibéfradil et son potentiel cardioprotecteur

Les canaux calciques de type T ont ét€ décrits il y a déja quelques
années mais leur role demeure ambigu (Vassort et coll., 1994) et le
bénéfice potentiel de leur inhibition demeure hypothétique. Ces canaux
possédent une structure similaire & celle des canaux calciques de type
L. Au méme titre que les canaux L, on les retrouve dans plusieurs tissus
dont le cceur et le muscle lisse vasculaire. Mais, contrairement aux
canaux calciques de type L, la densité des canaux calcique de type T est
moindre dans les cardiocytes (Bean, 1989; Balke et coll., 1992). Ceci
suggere que ’entrée du calcium via les canaux calciques de type T
n’est pas essentielle pour la contraction cardiaque (Bean, 1989).
Sachant cependant que 1’on peut obtenir un effet vasodilatateur en
inhibant le canal calcique T avec le mibéfradil, on peut suggérer que
ces canaux aient un rdle significatif dans la contraction du muscle lisse

vasculaire (Schmitt et coll., 1992; Mirsha et coll., 1994b).

L’activation et 1’inactivation des canaux calciques de type T different
également. Ces derniers se ferment et deviennent inactifs plus

rapidement que les canaux de type L d’ou leur appellation: canaux T
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(transient) et canaux L (long-lasting) (Tsien et coll., 1990; Katz, 1996).
Ainsi, une légere augmentation du potentiel de repos suffit pour générer
un courant calcique via les canaux de type T. Cependant, la
dépolarisation du canal calcique T dans la cellule cardiaque est difficile
a identifier puisqu’elle se fait de fagon simultanée avec la
dépolarisation du canal Na" (Arreola et coll., 1991). Ceci suggére
qu’en plus de leur rareté, leur ouverture ne joue pas un réle important
dans la genese d’un potentiel d’action. Par contre, une faible
augmentation du potentiel membranaire des cellules du nceud sinusal
active les canaux calciques de type T et leur confére un réle potentiel
dans I’activité pacemaker de ces cellules (Hagiwara et coll., 1988;
Zhou et coll., 1994). En plus de I’importance des canaux calciques de
type T dans les phénoménes de conduction cardiaque, on leur attribue
d’autres réles. Ainsi, on a reconnu que les canaux calciques de type T
favorisent le développement et la croissance cellulaire. En effet, on
retrouve ces canaux en grand nombre durant les périodes de croissance
rapide par exemple dans le cceur feetal (Carafoli, 1991). Par ailleurs,
leur activité diminue de fagon importante a 1’4ge adulte (Beam et coll.,
1988; Gonoi et coll,, 1988; Xu et coll., 1992). D’autres résultats

soulignent que l’expression des canaux calciques de type T est
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accentuée dans des conditions pathologiques tels que 1’hypertrophie
cardiaque (Nuss et coll,, 1993) et la cardiomyopathie (Sen et coll.,
1994). Ces derniéres observations suggérent que les canaux calciques
de type T pourraient jouer un r6le dans D’étiologie de la

cardiomyopathie d’ou I’intérét potentiel de 1’utilisation du mibéfradil.

Le mibéfradil est un nouvel antagoniste des canaux calciques de type T
et L et est doté d’une certaine sélectivité pour les canaux T (Mishra et
al, 1994; Mehrke et al, 1994). Il appartient a une nouvelle classe
d’antagonistes du calcium: les dérivés substitués benzo-midazolil. Le
mibéfradil posséde une bonne biodisponibilit¢, une longue durée
d’action, un effet hypotenseur soutenu et il n’induit pas de tachycardie
réflexe (Noll et coll., 1998). Sa structure chimique est similaire a celle
du vérapamil (figure 7) et il interagit avec le méme site de liaison que
ce dernier (Rutledge et coll., 1995). Cependant, d’autres ont proposé
qu’il se lierait sur un site distinct de celui du vérapamil, ce qui
expliquerait ainsi la différence entre leur profil pharmacologique et
cardiovasculaire (Ratner et coll.,, 1996). Des données expérimentales
indiquent que le mibéfradil est doté de propriétés vasodilatatrices

(Bernink et coll., 1996 ; Oparil et coll., 1997) avec un effet marqué sur
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Figure 7. Structures chimiques
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les artéres coronariennes (Osterrieder et coll., 1989; Clozel, 1989; Bian
et coll., 1993; Orito et coll., 1993; Karila-Cohen et coll., 1996). Cette
sélectivité vasculaire le différencie du vérapamil (Osterrieder et coll.,
1989; Fang et coll., 1991). Mais comment expliquer cette sélectivité
vasculaire et I’absence d’effet inotrope négatif avec le mibéfradil? Fang
et coll. (1991) suggérent que I’action voltage-dépendante du mibéfradil
expliquerait cette absence d’effet inotrope négatif. En effet, le
mibéfradil est environ 50 fois moins efficace & un potentiel
membranaire de —80 mV qu’a un potentiel de —50 mV (Fang et coll,,
1991). Sachant que le potentiel membranaire du muscle lisse vasculaire
se situe entre -40 et =55 mV (Nelson et coll., 1990) et que le potentiel
membranaire du myocarde est de -80 mV (Fang et coll.,, 1991), on
comprend aisément le fait que le mibéfradil inhibe davantage les
canaux calciques de type T du muscle lisse vasculaire (Orito et coll,,
1993). Cette action voltage-dépendante du mibéfradil pourrait aussi
expliquer son action antiarythmique (Billman et coll., 1996). En effet,
le potentiel membranaire de repos des cellules conductrices cardiaques
est plus positif que le potentiel membranaire de repos des cellules

ventriculaires (Orito et coll., 1993).
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Les propriétés cardioprotectrices du mibéfradil ont été rapportées dans
des modeles aigus d’ischémie-reperfusion. Roux et coll. (1996) ont
démontré, dans un modéle de sténose qui mime 1’angine instable, que le
mibéfradil exerce un effet anti-ischémique significatif sans effet
inotrope négatif. Bien que I’inhibition des canaux calciques de type T
ne semble pas étre directement impliquée dans cet effet anti-
ischémique, ils attribuent I’effet cardioprotecteur du mibéfradil a un
effet bradycardisant. Dans un autre modéle ou I’on a diminué la
pression de perfusion coronarienne pour mimer 1’angine instable,
Clozel et coll. (1989) rapportent que contrairement au mibéfradil, le
vérapamil n’a pas d’effet cardioprotecteur a faible pression de
perfusion. Ils attribuent I’effet cardioprotecteur du mibéfradil a sa
capacité a préserver les réserves énergétiques (absence d’effet inotrope
négatif) lors d’une baisse de la pression de perfusion coronarienne. Si
la diminution de la pression de perfusion induite par le vasospasme est
importante dans 1’initiation de la cardiomyopathie du hamster, 1’effet
cardioprotecteur du mibéfradil serait encore plus important que celui du
vérapamil. D’ou [Dintérét de vérifier ’effet cardioprotecteur du

mibéfradil dans la cardiomyopathie du hamster.



47

Bien que les effets cardioprotecteurs du mibéfradil soient démontrés
dans des modéles ischémiques aigus, aucune étude ne s’est attardée a
décrire son potentiel cardioprotecteur dans la cardiomyopathie.
Certaines formes de cette pathologie pourraient bénéficier de
I’introduction du mibéfradil. En effet, I’augmentation de la densité du
courant calcique T dans la cardiomyopathie du hamster pourrait
constituer un des facteurs étiologiques importants de la surcharge
calcique. De plus, des dysfonctions coronariennes contribuent a
I’expression de la pathologie (Factor et coll., 1982). Compte tenu des

effets du mibéfradil, ces anomalies pourraient étre atténuées.
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1.7 But du projet de recherche

Le but de notre étude est d’évaluer le potentiel cardioprotecteur du
mibéfradil dans la phase de nécrose de la cardiomyopathie du hamster
UM-X 7.1. Bien que le vérapamil soit jusqu’a maintenant, le
médicament cardioprotecteur par excellence dans le modele a I’étude,
nous cherchons une alternative autant, sinon plus efficace, puisque les
effets chronotropes et inotropes négatifs du vérapamil limitent son

utilisation en clinique (Elkayam et coll., 1990; Elkayam et coll., 1993).

Compte tenu des propriétés pharmacologiques du mibéfradil, de
I’augmentation de la densité du courant calcique T démontré dans la
cardiomyopathie du hamster, de la similarité de sa structure chimique
avec celle du vérapamil et de son profil pharmacologique et
cardiovasculaire favorable, nous émettons [’hypothese que le
mibéfradil exerce un effet cardioprotecteur comparable sinon supérieur

a celui du vérapamil.
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Afin de vérifier cette hypothése, des hamsters UM-X 7.1 de 30 jours
(phase pré-nécrotique) sont traités quotidiennement avec le mibéfradil
pour une période de 4 et 6 semaines avec des doses de 0.5 a 8
mg/kg/jour. Pour fin de comparaison, les effets du vérapamil (20
mg/kg/jour) sont évalués. A la fin du traitement, les animaux sont
sacrifiés, des coupes histologiques du tissu myocardique (cceur) et du
tissu squelettique (langue) sont obtenues. Une évaluation histologique
des foyers nécrotiques (échelle de 0 a 3 selon la sévérité) est réalisée
aprés une coloration a I’hématoxyline-phloxine-saffron. Cette étude
permettra de déterminer le potentiel cardioprotecteur du mibéfradil
dans le modéle de hamster UM-X 7.1 et de comparer son efficacité

avec celle du vérapamil.
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ABSTRACT

Since calcium overload and increased in T-type calcium channel activity have
been observed in the cardiomyopathic (CM) hamster, we hypothesized that
mibefradil (Ro 40-5967), a new T- and L-type calcium channel blocker, may
exert significant cardioprotection in the early phase of the disease. Young
(30-day-old) CM hamsters of the UM-X7.1 subline were treated with
mibefradil or verapamil for 4 to 6 weeks. Mibefradil doses were in the range
of 0.5 to 8 mg/kg/day while verapamil was given at a dose of 5-10 mg/kg/day,
both drugs being injected twice daily (sc and ip alternatively). At the end of
the treatment period, myocardial and skeletal muscle (tongue) were harvested
and processed for assessment of necrotic changes and calcification. In hearts
from control CM hamsters, numerous necrotic and calcified foci were
observed. These myocardial necrosis markers were not attenuated by
mibefradil in the dose range studied whereas verapamil significantly reduced
their severity. The dystrophic process in skeletal muscle (tongue) was not
inhibited by mibefradil or verapamil. These results suggest that mechanisms
other than inhibition of T- and L-type calcium channels are related to the
cardioprotection observed in the presence of verapamil. A specific action on
the sarcoplasmic reticulum (ryanodine-sensitive -calcium channel) or the
mitochondria may explain the efficacy of phenylalkylamines (verapamil) in

this condition.
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INTRODUCTION

Mibefradil (Ro 40-5967) is a new T- and L-type calcium channel blocker that
possesses strong coronary dilator properties [1-4] but is devoid of negative
cardiac effects, even in the presence of reduced left ventricular function [5,6].
In addition to its vasodilator properties, mibefradil has been shown to exert
significant anti-ischemic actions [7,8]. Other protective actions of mibefradil
include significant reduction of cardiac and vascular hypertrophy [9,10] as

well as inhibition of the proliferation and migration of smooth muscle cells

[11].

Although the cardioprotective properties of mibefradil have been
demonstrated in acute ischemic models, no study has focused on its efficacy
in chronic myocardial disease. Since an increase in myocardial T-channel
activity has been reported in the cardiomyopathic (CM) hamster [12] and
calcium overload and coronary vasospasms are considered key features of
expression of the disease in the hamster [13,14], we hypothesized that

mibefradil could exert significant cardioprotection in this condition.

In the present study, we evaluated the effects of chronic administration of

various doses of mibefradil on the course of the heart necrotizing process in
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30-day-old UM-X7.1 CM hamsters [15]. For comparison, the cardioprotective

effects of verapamil were investigated.
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MATERIALS AND METHODS

Male and female CM hamsters of the UM-X7.1 subline, aged 30 + 1 days,
were used in this study. They were cared for in accordance with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care (1993) and housed under
identical conditions (24°C and 12:12-hour light/dark cycle) with free access
to Purina laboratory chow and tap water. Several groups of CM hamsters
were studied. In the first protocol, they were treated for 4 weeks with
mibefradil in a dose range of 0.5 to 5 mg/kg per day. Verapamil was used at a
dose level of 5-10 mg/kg per day. Untreated CM hamsters were studied in
parallel with the treated groups. In the second protocol, the highest doses of
mibefradil, i.e. 5 and 8 mg/kg per day, were given daily for 6 weeks.
Preliminary studies were conducted in groups of 5 CM hamsters treated with
mibefradil or verapamil to determine their tolerance to these medications.
With mibefradil 8 mg/kg and verapamil 10 mg/kg, given daily, no visible
untoward or cumulative effect was noted. The animals were weighed once

weekly.

Following euthanasia with an overdose of sodium pentobarbital and
thoracotomy, the heart was excised and cleaned of excess blood. An overall
quantification of disseminated necrotic myocardial foci visible to the naked

eye was performed. The hearts were blotted, weighed and processed together
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with the tongue for routine histology. Quantitative assessment of
disseminated lesions throughout the heart muscle was undertaken by
sectioning the ventricles at different levels. Serial paraffin 4-p sections were
stained with hematoxylin-phloxine-saffron (HPS). The Von Kossa silver
staining method was used to estimate myocardial calcification changes [16].
All tissue samples were processed and evaluated in a similar manner.
Microscopic readings of necrotic foci were made following a double-blind
procedure using an arbitrary scale of 0-3 for quantification. A maximum score
of 3 indicates that damage exceeds 50% of the entire myocardium, whereas a
score of 2 corresponds to moderate changes, a score of 1 represents mild

changes, and 0, no damage [15].

Drugs. Mibefradil, a generous gift from Hoffmann-La Roche (Basel,
Switzerland), and verapamil, kindly supplied by Knoll E.G. (Ludwigshaffen,
Germany), were dissolved in distilled water. All solutions were kept
refrigerated. To reduce cutaneous irritation, daily administration was
alternated: ip in the morning and sc in the evening. Fresh solutions were

prepared weekly to adjust the dose to body weight changes.
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Statistics. The data are expressed as means £ SEM. One way analysis of
variance and the Mann-Whitney U-test, a non-parametric equivalent of the
unpaired t-test, were used to determine the statistical significance of the

microscopic readings. Statistical significance was set at p< 0.05.
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RESULTS

In all CM hamsters, mibefradil at a daily dose of 5 - 8 mg/kg and verapamil
20 mg/kg daily were both well tolerated. In the mibefradil-treated group, only
1 animal was lost (ileite), whereas 2 out of 21 animals treated with verapamil
were lost for similar reasons. At autopsy, no signs of hepatomegaly, renal
necrosis or ascites were observed. Table 1 illustrates the body weight changes
and heart weight at the end of the treatment period. Except for a slight
reduction with verapamil, weekly weight gain was similar in treated and

untreated animals.

Upon macroscopic examination, mibefradil-treated hearts showed most of the
characteristic white streaks seen on hearts from vehicle-treated CM hamsters
while in the verapamil-treated group, these white streaks were less abundant.
Under the microscope, necrotic foci were visible mainly in the
interventricular septum as well as in the left ventricular free wall (Figure 1).
The degenerative process was characterized by coagulation necrosis with
disseminated calcification foci. The subendocardium also exhibited some
degree of myolysis. Necrotic alterations were observed in all control hearts
under study (incidence = 100%). Typical findings of mibefradil and
verapamil treatment are exemplified in Figure 2: mibefradil did not prevent

the development of calcific changes in the myocardium while in the presence
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of verapamil these degenerative changes were not observed. Mibefradil
treatment for 4 weeks did not offer significant cardioprotection in CM
hamsters despite the increased dosage (Figure 3). Furthermore, extending the
treatment period to 6 weeks did not bring any significant benefits. Verapamil
treatment, on the other hand, was very efficient in preventing necrotic
changes as well as calcification of the myocardium and their incidence
(<10%). As far as skeletal muscle (tongue) changes were concerned, neither
mibefradil nor verapamil treatment improved the necrotic and calcification

changes (Figure 4).
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DISCUSSION

Young CM hamsters of the UM-X7.1 subline were used to compare the

cardioprotective effects of chronic treatment with mibefradil, a new T- and L-

type Ca2* channel blocker, and verapamil, a L-type Ca2* channel blocker, in
a model of cardiomyopathy associated with calcium overload. In all untreated
CM hamsters, necrotic and calcification foci were observed in the heart and
skeletal muscle. Four weeks of treatment with verapamil resulted in almost
complete abrogation of myocardial necrosis. On the contrary, mibefradil,
despite an increase in dosage, did not result in significant attenuation of the
severity of the necrotic changes. A further increment of the dosage and
treatment period with mibefradil was not beneficial. The results suggest that
mechanisms other than inhibition of T- and L-type calcium channels are

involved in the cardioprotection observed with verapamil.

Since the heart's involvement in hamster polymyopathy is prominent in
nature, this animal has become widely used as a model for research on
primary cardiomyopathy. In addition to skeletal muscle dystrophy starting as
early as the first week of life, these animals display progressive
cardiomyopathy which is characterized by focal myocardial necrotic lesions
beginning after the 30th day with fully developed lesions occurring around

the 60th day of age concomitantly with calcium overload [17-19]. Apart from
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biochemical abnormalities and genetic defects of membrane structure and
function, abnormalities of the sympatheitc nervous system and microvascular
spasms may contribute to progression of the disease [13, 20,21,22). In the
UM-X7.1 line (a subline of BIO 14.6) developed at the University of
Montreal in the early 70's, myocardial lesions lead to cardiac hypertrophy
and the animals subsequently die of circulatory failure. The average life span

of animals from the UM-X7.1 subline is 250 days [15].

Calcium overload and the extensive necrosis as well as calcification observed
in the myocardium of the CM hamster make this model appropriate to study

the cardioprotective effects of drugs. Several investigations have reported the

effects of Ca2t channel blockers in the early necrotizing phase of the disease
although the results are controversial. Nifedipine and bepridil were
completely inactive in preventing necrosis or calcium accumulation [14, 23],
diltiazem exerted a slight beneficial effect [24,25] while the
phenylalkylamines gallopamil and verapamil consistently reduced the
severity and incidence of myocardial necrotic foci [26,27]. The difference in
the cardioprotective efficacy of calcium channel blockers appears to be
related to the heterogeneity of their chemical structures, suggesting that

several mechanisms may be involved.
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We hypothesized that mibefradil may afford significant cardioprotection in

the early stage of hamster cardiomyopathy for the following reasons: (1) this

molecule has been shown to interact preferentially with the T-type Ca2t

channel [28,29] and among the multiple abnormalities leading to increased

cell Ca2+ in the heart of CM hamsters, heightened T-type Ca2™ activity has
been reported [12]; (2) the progression of cardiac damage observed in CM
hamsters is associated with microvascular spasm-induced ischemia and
reperfusion [13,30,31], a condition that may be prevented by the coronary
dilator properties of mibefradil and its capacity to redistribute coronary blood
flow toward the endocardium [3,4,8,32,33]; (3) it has been demonstrated that
mibefradil exerts significant anti-ischemic effects through a bradycardic and
antiarrhythmic action [7,34], which may be beneficial in the CM hamster
[35,36]; and (4) mibefradil, a benzimidazolyl-substituted tetraline derivative,
exhibits some structural resemblance and shares some binding-site
characteristics with verapamil [37], the latter being considered the most
efficient cardioprotective agent in the early developmental phase of hamster

cardiomyopathy [26, 27].

This study is the first to report the effects of mibefradil in a model of

cardiomyopathy. The results indicate that mibefradil did not exert any
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beneficial action in the heart of young UM-X7.1 CM hamsters despite an
increase in dosage or in the duration of treatment. Verapamil, as expected,
significantly reduced the severity and incidence of myocardial necrosis and
calcification in this model. Several pharmacokinetic and pharmacodynamic
factors may explain these differences in efficacy. Mibefradil up to 5-8 mg/kg
per day was given to the animals. To verify its pharmacokinetic profile,
plasma concentrations were measured in a few hamsters: plasma mibefradil
levels were in the range of 101+17 ng/ml which is close to that reported in
clinical studies using a similar daily dosage [1,38]. In our protocol, mibefradil
was given twice daily which would appear to be adequate to maintain
therapeutic concentrations since its plasma half-life is in the range of 17 to 25
hours [38]. Therefore, neither inadequate dosage nor low plasma levels can

be cited to explain its lack of efficacy in the present study.

As mentioned previously, mibefradil interacts preferentially with T-type, low-

voltage-activated Ca2t channels. In fact, its inhibitory action on these

channels is observed at concentrations 10 times less that those required to

suppress L-type, high-voltage-activated Ca2*t channels [28,29]. The lack of

efficacy of mibefradil observed in the present study suggests that an

inhibitory action on T-type Ca2t channels is not mandatory for significant
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cardioprotection. The observation that dihydropyridines (nifedipine),
benzothiazepines (diltiazem), phenylalkylamines (verapamil) and mibefradil
all interact with the L-type Ca2* channel and dilate the coronary bed while

only phenylalkylamines are cardioprotective in this model suggests that

inhibition of the L-type Ca2t channel and coronary dilation are not key
factors in the difference in cardioprotection. One might argue that the
cardioprotective effects of verapamil might derive from its intrinsic negative
inotropic action. This could hardly be the case since the doses used in the
present study, i.e. 20 mg/kg per day, is in the therapeutic range for this

calcium channel blocker [39].

Since all the above-mentioned factors do not provide an explanation for the

difference in cardioprotection among Ca2* channel blockers, the hypothesis
that the protective properties of phenylalkylamines are related to an

intracellular site of action is attractive. Studies have suggested that the

diminished myocardial tolerance to Ca2* stress in CM hamsters might be
related to defective mitochondrial and sarcoplasmic reticulum function
[21,40-42]. Furthermore, recent data indicate that verapamil modulates either

mitochondrial or sarcoplasmic reticulum function [43,44] and improves the



66

defective sarcoplasmic reticulum release channel in the CM Syrian hamster

[45].

There are some limitations to this study. Assessment of myocardial and
muscular necrosis as well as tissue calcification is semiquantitative. Although
not performed in this study, previous studies have demonstrated that
verapamil can significantly reduce calcium content in myocardial and skeletal
muscle tissue of cardiomyopathic hamsters [14,23]. It is unlikely that
difference in hemodynamic effects i.e. reduction in heart rate or decrease
arterial pressure explains the different results with verapamil and mibefradil.
Previous studies have shown that heart rate is not affected and arterial
pressure is reduced to a similar extent with verapamil and mibefradil using
concentrations as those of the present work [8,36,46]. Although no
specifically address in this work, changes in coronary reactivity may
participate in the different cardioprotection afforded by the caclium
antagonists utilized. However data from our laboratory suggest that coronary
reactivity to verapamil and mibefradil is similar; in isolated hearts from this
model although older animals were used the computed, EC50 for coronary
dilatation = 117 nM for verapamil versus 36 nM for mibefradil (p=ns) and
maximal increase in coronary flow was 4.6 ml per min for verapamil versus

5.3 ml per min for mibefradil (p=ns).
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In conclusion, 4 weeks of treatment with verapamil led to virtually complete
abrogation of the necrotic changes observed in the hearts of young CM

hamsters of the UM-X7.1 subline. In contrast, mibefradil, a new T- and L-

type Ca2t channel blocker, despite its increased dosage, did not result in
significant attenuation of myocardial necrosis. These results suggest that
mechanisms other than inhibition of T- and L-type calcium channels are
related to the cardioprotection observed in the presence of verapamil. A
specific action on the sarcoplasmic reticulum (ryanodine sensitive calcium
channel) or the mitochondria may explain the efficacy of phenylalkylamines

(verapamil) in this condition.
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Table 1. Body weight gain and heart weight in CM hamsters exposed to

mibefradil and verapamil

Treatment Treatment Body weight Heart weight
duration dose gaind

(mg/kg) (8) (mg)
4 weeks
Control - 385 262 + 14
Mibefradil 0.5 45 + 7 285 + 22
Mibefradil 1.0 44 = 5 271 = 12
Mibefradil 5.0 43 + 3 290 = 29
Control - 335 n.d.
Verapamil 20 26+ 5 n.d.
6 weeks
Control - 46 = 11 285 + 28
Mibefradil 5.0 51+ 5 311 + 20
Mibefradil 8.0 50 =5 311 = 13

Results are expressed as means = SEM (n = 9-10 animals per group).
a Tnitial mean body weight of 30-day-old CM hamsters: 46 = 4 g.

n.d. = not determined



ive myocardial transection from an untreated

Figure 1 Representat
cardiomyopathic hamster

Highly calcified disseminated lesions shown by Von Kossa stain, x 18.

Necrotic foci are indicated by arrows.
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Figure 2. Representative myocardial transection from mibefradil-treated
(A) and verapamil-treated (B) CMH hamster

C: Higher magnification of calcium deposit in cardiomyocytes from the
mibefradil-treated CMH heart, x300. D: higher magnification showing the
absence of calcification in the verapamil-treated CMH heart, x300.
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Figure 3 Effects of mibefradil and verapamil on the development of

myocardial necrosis

Data are expressed as means = SEM.
* p < 0.05 vs untreated CM hamsters.
Severity of necrosis expressed on an arbitrary scale: 0 = no lesion, 1 =
occasional fiber degeneration, 2 = small scattered foci of necrosis, 3 = large

areas of fiber destruction.
Legend: open bars = untreated; hatched bars = mibefradil; filled bar =

verapamil.
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Figure 4. Effects of mibefradil and verapamil on the development of
skeletal muscle (tongue) necrosis

Data are expressed as means £ SEM.
Arbitrary scale of the severity of necrosis: 0 = no lesions, 1 = occasional fiber
degeneration, 2 = small scattered foci of necrosis, 3 = large areas of fiber

destruction.
Legend: open bars = untreated; hatched bars = mibefradil; filled bar =

verapamil
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3.1 Modéle expérimental

Le modeéle de hamster cardiomyopathique UM-X 7.1 offre la possibilité
d’étudier les anomalies musculaires et cardiaques qui pourraient
survenir chez I’homme avec une cardiomyopathie. L’abondance de la
littérature concernant 1’histologie, la biochimie, 1’électrophysiologie et
les propriétés mécaniques du cceur de hamster cardiomyopathique rend

ce modéle particuliérement intéressant.

En effet, ce modéle de hamster cardiomyopathique a permis d’élucider
certains mécanismes initiateurs de la pathologie. Des altérations au
niveau des glycoprotéines membranaires (Roberds et coll., 1993; Nigro
et coll., 1997; Sakamoto et coll., 1997), du contenu en cholestérol
membranaire (Slack et coll., 1980), de I’activité de la Na'/K ATPase
(Panagia et coll., 1984), de ’activité de I’échangeur Na'/Ca*" (Wagner
et coll., 1989), de la densité des récepteurs aux antagonistes calciques
(Kuo et coll., 1987, Wagner et coll., 1989), du courant calcique de type
T (Sen et coll., 1994), du potentiel de phosphorylation oxydative
(Proscheck et coll, 1982) et de la Ca’*ATPase du réticulum

sarcoplasmique (Naranjan et coll., 1984) ont été identifiés. De plus, une
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augmentation du contenu calcique cellulaire qui coincide avec la phase
nécrotique a été rapportée par plusieurs chercheurs et semble Eire
capitale dans le développement de la cardiomyopathie (Bond et coll.,
1989; Hano et coll., 1991). De plus, une augmentation de la densité du
canal sensible & la ryanodine a été rapportée (Finkel et coll., 1993,
Lachnit et coll., 1994; Sapp et coll., 1994) et cette derniére surviendrait
conjointement avec la surcharge calcique cellulaire. Bref, ce modéle
offre la possibilité d’étudier les changements associ€s a la surcharge
calcique et semble approprié pour 1’étude des antagonistes des canaux
de type T et L. Du point de vue thérapeutique, il permet de déterminer
’efficacité des médicaments pendant 1’évolution de la maladie. Comme
cette évolution est bien caractérisée, le modéle offre une situation
expérimentale idéale pour caractériser les bénéfices potentiels associ€s
a 1’utilisation des antagonistes du calcium. L’inférence des résultats
obtenus chez 1’animal 4 I’humain comporte cependant certaines limites
et ce modéle expérimental de cardiomyopathie ne représente pas toutes

les formes de cardiomyopathie humaine.
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3.2 Antagonistes calciques et cardioprotection

Dans le présent travail, le potentiel cardioprotecteur du mibéfradil et du
vérapamil ont été comparés. Les résultats obtenus confirment
’hétérogénéité de I’effet cardioprotecteur des differents antagonistes du
calcium. En effet, le vérapamil administré dans la phase initiale de la
maladie a diminué significativement la sévérité et l’incidence des
nécroses myocardiques alors que le mibéfradil n’a procuré aucun

bénéfice cardioprotecteur.

Plusieurs études ont rapporté les effets cardioprotecteurs associés a
I’utilisation du mibéfradil dans différents modeles de cardiomyopathie
ischémique. Clozel et coll. (1989) et Guth (1992) voulant reproduire
I’angine de poitrine ont provoqué une ischémie en diminuant la
pression de perfusion d’une artére coronaire chez le chien anesthésié ou
en soumettant 4 I’exercice un chien avec une occlusion coronarienne
permanente. Dans ces modeles, le mibéfradil améliore la fonction
contractile régionale et le flot coronarien (spécialement au niveau de
I’endocarde) et ce sans détériorer la performance ventriculaire.

L’amélioration de la fonction contractile de la région ischémique
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s’expliquerait par une diminution de la pression artérielle et de la
fréquence cardiaque, deux facteurs déterminants de la consommation
d’oxygéne par le myocarde. D’autres modeles ischémiques ont
également été utilisés. Des chiens soumis & 1’exercice apres avoir subit
un infarctus du myocarde (Billman, 1996) ainsi que des rats (Richard et
coll., 1995), des chiens (Vander Heiders et coll., 1994) et des cochons
(Muller et coll., 1998) soumis & des épisodes d’ischémie-reperfusion
ont été traités avec du mibéfradil. Dans ces modéles, le mibéfradil a
diminué les épisodes de fibrillation auriculaire et ce a des
concentrations dépourvues d’effet cardiodépresseur (Vander Heide et
coll., 1994; Richard et coll., 1995; Muller et coll., 1998). De plus, dans
les modéles d’ischémie-reperfusion chez le chien et le rat, le mibéfradil
a réduit 1’étendue de la zone ischémique. Bien que dans ces modéles
ischémiques aigus le mibéfradil ait démontré des effets
cardioprotecteurs significatifs, tel n’est pas le cas lors d’une
administration 4 long terme chez le hamster cardiomyopathique.
L’efficacité du mibéfradil pourrait dépendre des conditions

expérimentales utilisées (in-vitro, ex-vivo, in-vivo).
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Théoriquement, plusieurs facteurs pharmacocinétiques pourraient
contribuer a I’inefficacité du mibéfradil dans le modéle que nous avons
utilisé. Des doses quotidiennes de 5 & 8 mg/kg/jour de mibéfradil ont
été administrées chez les hamsters. Ces doses ont été choisies en
fonction des doses utilisées chez 1’humain (Kobrin et coll., 1997) et ne
correspondent pas a des doses supra-thérapeutiques. Afin de déterminer
le profil cinétique du mibéfradil, nous avons évalué ses concentrations
plasmatiques chez quelques hamsters (n = 4) 12 heures apres
I’administration de la derniére dose. Les concentrations plasmatiques
moyennes obtenues (101+/-17 ng/ml) correspondent a celles rapportées
chez ’homme (Abernethy, 1997). La demi-vie n’a cependant pas été
évaluée chez le hamster. Par contre chez d’autres rongeurs, la demi-vie
se situe & environ 10 & 15 heures aprés une administration orale
(Wiltshire et coll, 1997). Or ces observations font qu’une
administration biquotidienne a permis de maintenir des niveaux
plasmatiques adéquats. D’aprés ces observations, le choix des doses et
des voies d’administration du mibéfradil ne constituent pas des
éléments expliquant la différence d’efficacité entre le mibéfradil et le

vérapamil.
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Puisque les facteurs pharmacocinétiques ne semblent pas contribuer a
cette différence, quels seraient les effets pharmacologiques qui
I’expliqueraient? Les résultats obtenus lors de notre étude permettent de
circonscrire certains de ces facteurs pharmacodynamiques. Tout
d’abord, la littérature rapporte que la densité des canaux calciques de
type T est augmentée au cours de la cardiomyopathie du hamster UM-
X 7.1 (Sen et coll., 1994; Bkaily et coll., 1997). Ceci suggere que ces
canaux sont impliqués dans 1’expression de la maladie. Il a été
démontré que le mibéfradil exerce une action inhibitrice sélective sur le
courant calcique de type T et ce, & des concentrations plus faibles que
celles requises pour inhiber le courant calcique de type L. En effet, le
mibéfradil s’est avéré 10 fois plus efficace pour inhiber les canaux
calciques de type T que les canaux calciques de type L (Mirsha et coll,,
1994°; Mehrke et coll, 1994). Compte tenu de ces propriétés
pharmacologiques et de I’augmentation du courant calcique de type T
rapportée dans la cardiomyopathie du hamster, on aurait pu s’attendre a
un effet cardioprotecteur significatif avec le mibéfradil. Cependant, les
résultats obtenus suggérent que 1’inhibition de 1’activité des canaux
calciques de type T n’est pas un facteur important pour I’obtention

d’une cardioprotection significative dans ce mod¢le.
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Afin d’étudier la réelle contribution des canaux calciques de type T, des
expériences ont été réalisées dans notre laboratoire avec des cceurs
isolés de hamsters UM-X 7.1 selon la méthode de Langendorff
(Boileau, 1998). Un premier groupe a recu des doses croissantes de
mibéfradil seulement (10 4 10° M; n=6) alors qu’un deuxiéme groupe
a recu une infusion constante de tétramethrin (107 M) et les doses
croissantes de mibéfradil (n=6). Ces expériences ont permis d’évaluer
’effet vasculaire coronarien du mibéfradil et du bloqueur spécifique et
sélectif des canaux calciques de type T, le tétramethrin (Hagiwara et
coll., 1988) (figure 8). Ni [leffet vasodilatateur a de faibles
concentrations, ni I’ECsy n’a pas été déplacé vers la droite suggérant
ainsi que I’inhibition des canaux calciques de type T ne contribue pas a
la dilatation coronarienne initiée avec le mibéfradil (Boileau, 1998). On
pourrait méme remettre en question cette propriété exclusive
d’inhibition du canal calcique de type T par le mibéfradil. En effet, de
récents travaux (Mehrke et coll., 1994) réalisés dans des cellules isolées
(cellules cancéreuses d’origine médullaire de la thyroide et cellules
ovariennes de hamsters) démontrent que d’autres antagonistes calciques

peuvent inhiber le canal calcique de type T. Le vérapamil posséderait
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80% de 1’efficacité du mibéfradil sur ce canal. Compte tenu de la
capacité du mibéfradil & inhiber le courant calcique de type T, de son
inefficacité cardioprotectrice dans la cardiomyopathie du hamster et de
’action inhibitrice du vérapamil sur le canal calcique de type T, nous
pouvons facilement déduire que 1’activation des canaux calciques de
type T ne serait pas importante dans le développement des nécroses

cardiaques chez le jeune hamster UM-X 7.1.

Il est connu que les différentes classes des antagonistes du calcium, soit
les phénylalkylamines (vérapamil, gallopamil), les dihydropyridines
(nifédipine, félodipine, amlodipine, isradipine), les benzothiazépines
(diltiazem) et la nouvelle classe des dérivés substitués benzo-midazolil
(mibéfradil) exercent une action inhibitrice sur les canaux calciques de
type L (Opie et coll.,, 1987; Nayler et coll., 1991, Mirsha et coll.,
1994%). De par cette action, ils diminuent 1’influx calcique et pourraient
ainsi empécher la surcharge calcique cellulaire observable dans le ceeur
du hamster UM-X 7.1. Parmi ces différents antagonistes calciques,
certains se sont avérés d’excellents cardioprotecteurs (D-600,
vérapamil : Jasmin et al, 1973 ; Factor et coll., 1988) alors que d’autres

ont démontré peu (diltiazem : Bhattacharya et coll., 1982; Jasmin et al,
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1987) ou pas d’effet cardioprotecteur (nifédipine: Jasmin et coll,,
1987). Compte tenu des propriétés inhibitrices de ces antagonistes
calciques sur les canaux calciques de type L et de cette variabilité dans
’effet cardioprotecteur des antagonistes du calcium dans le modele de
cardiomyopathie étudié (figure 5), nous proposons que [’effet
cardioprotecteur du vérapamil n'est pas tributaire d’une action

inhibitrice sur le canal calcique de type L.

Le mibéfradil est un excellent vasodilatateur coronarien (Osterrieder et
coll., 1989; Clozel, 1989; Orito et coll., 1993) et son action
vasodilatatrice est en partie dépendante de 1’endothélium (Boulanger et
coll., 1994; Karila-Cohen et coll.,, 1996). D’autres chercheurs
rapportent que le mibéfradil est efficace pour- inhiber le vasospasme
coronarien induit par une substance a-adrénergique, 1’ergonovine
(Karila-Cohen et coll., 1996). Malgré ces propriétés vasodilatatrices
coronariennes, le mibéfradil n’a procuré aucun effet cardioprotecteur
chez le hamster UM-X 7.1. En tenant compte de la variabilité de
Pefficacité cardioprotectrice des antagonistes du calcium (Jasmin et
coll., 1987) et des résultats de notre étude, nous suggérons qu’une trop

grande sélectivité vasculaire coronarienne nuit au développement d’une
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cardioprotection efficace. En effet, plus la vasosélectivité coronarienne
d’un antagoniste du calcium sera importante, (mibéfradil > nifédipine >
diltiazem > vérapamil) (Ljung et coll., 1987) moins la cardioprotection
sera significative (vérapamil > diltiazem > nifédipine > mibéfradil)
(tableau 1). Ces observations vont a l’encontre de la théorie de
Sonnenblick et coll. (1985) qui propose que le vasospasme coronarien
est ’élément majeur de 1’initiation des nécroses cardiaques dané ce
modéle de cardiomyopathie. Bien que l'effet cardioprotecteur du
vérapamil puisse étre lié a son action cardiodépressive, cette hypothése
nous parait peu vraisemblable. En effet, les doses de vérapamil utilisées
dans la présente étude sont comparables aux doses thérapeutiques, donc

sans effet inotrope négatif significatif.

Quel pourrait étre le mécanisme responsable de I’effet cardioprotecteur
du vérapamil? Des études démontrent que le vérapamil exerce une
action inhibitrice sur le récepteur a-adrénergique (Descombes et coll.,
1985; Nishimura et coll., 1985). Cependant, selon 1’étude de Jasmin et
coll. (1987), cette action pharmacologique ne serait pas impliquée dans
I’effet cardioprotecteur du vérapamil. En effet, un antagoniste a-

adrénergique, le prazozin, ne procure aucun bénéfice cardioprotecteur
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vasosélectivité cardioprotection

coronarienne
Mibéfradil + 44+ +
Nifédipine +++ ++
Diltiazem + 4 + 4+
Vérapamil + o= b

Tableau 1. Vasosélectivité versus cardioprotection de différents
antagonistes du calcium.
+, ++, +++, ++++: importance croissante.
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significatif. Alors, il nous apparait peu vraisemblable que I’effet
cardioprotecteur du vérapamil soit tributaire de son action inhibitrice

sur les récepteurs a-adrénergiques.

D’autres équipes ont déja démontré que le vérapamil posséde
d’excellentes propriétés cardioprotectrices dans le modéle de hamster
cardiomyopathique (Jasmin et coll., 1975* ®; Rouleau et coll., 1982;
Wikman-Coffelt et coll., 1986°; Kobayashi et coll.,, 1987; Factor et
coll., 1988; Capasso et coll., 1990). Rouleau et coll. (1982) suggérent
que cet effet bénéfique du vérapamil est secondaire & la diminution de
la surcharge calcique. Kobayashi et coll. (1987) suggérent quant & eux
que la diminution de la production de radicaux libres contribuerait
I’effet bénéfique du vérapamil. Wikman-Coffelt et coll. (1986°) parlent
de la capacité du vérapamil de préserver les réserves énergétiques
(phosphate hautement énergétique, AMP,) tandis que Factor et coll.
(1988) défendent 1'idée que la prévention du vasospasme est
responsable de la cardioprotection offerte par le vérapamil. Bref, les
mécanismes impliqués dans I’effet cardioprotecteur du vérapamil

semblent nombreux.
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Nous croyons que [Ieffet cardioprotecteur du vérapamil est
probablement lié a un effet intracellulaire. Cette hypothése tient du fait
que plusieurs antagonistes du calcium possédent des sites de liaison
intracellulaire (Zsotér et coll., 1983). En effet, un site de liaison -
mitochondrial a été identifié pour les benzothiazépines (BTZ) (Matlib
et coll., 1991), les dihydropyridines (DHP) (Zerning et coll., 1988) et
les phénylalkylamines (PAA) (Zerning, 1992). Une action inhibitrice
des PAA a également été rapportée au niveau du réticulum
sarcoplasmique sur le canal sensible & la ryanodine (Valdivia et coll.,
1990) (figure 9). Bien que d’autres actions intracellulaires des
antagonistes du calcium puissent étre impliquées (notamment au niveau
du noyau), 1l nous parait vraisemblable que 1’action cardioprotectrice
du vérapamil soit liée a une action inhibitrice des mouvements
calciques au niveau du réticulum sarcoplasmique (Valdivia et coll.,
1990; Finkel et coll., 1993). En effet, le vérapamil semble étre la seule
substance pharmacologique a exercer un effet direct sur le canal
sensible 4 la ryanodine. Méme si le récepteur [*H]-ryanodine est
inchangé durant les premiers stades de la cardiomyopathie du hamster
(phase de nécrose), certains auteurs (Lachnit et coll., 1994; Sapp et

coll., 1994; Tawada-Iwata et coll,, 1993; Ueyama et coll., 1998)
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rapportent qu’une augmentation de la densité des canaux calciques
sensibles a la ryanodine survient conjointement avec le développement
de la surcharge calcique. Il est possible que cette augmentation de la
densité des récepteurs sensibles a la ryanodine représente un important
facteur dans le développement des nécroses cardiaques observées dans
la cardiomyopathie du hamster. Bien qu’il puisse s’agir d’un
mécanisme compensatoire a I’étiologie de la maladie, D’effet
cardioprotecteur du vérapamil pourrait €tre tributaire de son action

inhibitrice sur le canal sensible a la ryanodine.

Sachant qu’au niveau du myocarde, la relache du calcium est davantage
médiée par le canal calcique sensible & la ryanodine que par le canal
calcique sensible a 1’inositol triphosphate, notre hypothése est d’autant
plus plausible. Contrairement au vérapamil qui exerce une action
directe sur le canal sensible a la ryanodine, les DHP exercent une action
intracellulaire indirecte sur la relache calcique du réticulum
sarcoplasmique (via le tubule T) (Anderson et coll., 1995). Cependant,
I’administration des DHP dans des conditions expérimentales

comparables a celles utilisées pour démontrer 1’effet cardioprotecteur
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du vérapamil n’a pas diminué la sévérité et I’incidence des nécroses

myocardiques (Jasmin et coll., 1987).

La liposolubilité des antagonistes du calcium (DHP > PAA > DTZ)
pourrait aussi contribuer & expliquer la différence entre [’effet
cardioprotecteur des PAA et des DHP. Comme le coefficient de partage
pour les DHP est supérieur a celui des PAA (Mason, 1995) ce
phénoméne entrainerait une séquestration des DHP dans la membrane
plasmique et empécherait 1’acces a leurs sites intracellulaires. Ainsi, la
plus faible liposolubilité des PAA faciliterait leur transit vers des sites

intracellulaires.
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3.3 Conclusion

L’utilisation du mibéfradil dans la phase initiale de la cardiomyopathie
du hamster aurait pu étre bénéfique puisque des €vidences démontrent
que la surcharge calcique et I’augmentation de 1’activité des courants
calciques de type T participent au développement des nécroses
myocardiques présentes dans cette pathologie. Cependant, les résultats
indiquent que le mibéfradil administré dans la phase initiale de la
cardiomyopathie ne procure aucun effet cardioprotecteur alors que le
vérapamil a réduit significativement la sévérité et I’incidence de ces
nécroses. Ces résultats suggerent que d’autres mécanismes que
I’inhibition des canaux calciques de type T et L expliquent 1’effet
cardioprotecteur du vérapamil. De plus, en analysant 1’effet
cardioprotecteur de médicaments de différentes classes (antagonistes du
calcium, inhibiteurs o-adrénergiques et inhibiteurs des canaux
sodiques) nous avons tenté de faire la lumiére sur le ou les autres
mécanisme(s) probablement impliqué(s) dans cet effet cardioprotecteur
associé au vérapamil. Ainsi, la vasosélectivité coronarienne, 1’action
inotrope négative, 1’inhibition des canaux sodiques et celle des

récepteurs o—adrénergiques ne semblent pas contribuer aux bénéfices
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observés avec le vérapamil. Sans négliger la possibilit¢é que le
vérapamil exerce des effets au niveau mitochondrial, une action
spécifique au niveau du réticulum sarcoplasmique (inhibition du canal
calcique sensible a la ryanodine) contribuerait aux effets bénéfiques des
phénylalkylamines (vérapamil). La vérification de cette hypothése

commande cependant une étude plus approfondie.
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