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SOMMAIRE

L’hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) due a 'augmentation de la post-
charge peut compliquer la protection myocardique durant la chirurgie. La
présence d'une dysfonction endothéliale peut nuire & la perfusion et a la
récupération du myocarde aprés lischémie. L'objectif de cette étude est
d’'identifier les mécanismes responsables de la dysfonction endothéliale des
artéres coronaires dans un modéle d’'HVG chez le porc réalisé via une
thoracotomie gauche pour une période de 24 heures et de 60 jours. Un
gradient minimal de 15 mmHg est créé par un cordon ombilical 3 cm au-
dessus des ostia coronariens. La fonction et la masse du ventricule gauche
sont mesurées par échocardiographie transthoracique et par angiographie
avant, 24 heures, 1 mois et 2 mois apres la chirurgie. La biodisponibiliteé du
NO est évaluée par le dosage du GMP cyclique et des nitrites et nitrates
plasmatiques. Des expériences en chambre d’organe sont utilisées pour
évaluer la fonction endothéliale des artéres coronaires. Aprés une
contraction au PGF2aq, il y a une diminution de la relaxation-dépendante de
I'endothélium a la sérotonine (couplés aux protéines Gi) et a la bradykinine
(couplés aux protéines Gq) (P<0.05) mais non en présence de BK avec Nw-
L-arginine (L-Na). Il y a une diminution de la biodisponibilité du NO (P<0.05).
Rapidement aprés le développement de I'HVG, il y a une altération des
relaxations dépendantes de I'endothélium des artéres coronaires et de la
production du NO qui peut compromettre la perfusion myocardique lors de la

période périopératoire.

Mots clés : Hypertrophie ventriculaire gauche — Artéres coronaires —
Endothélium — NO — EDHF
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ABSTRACT

Left ventricular hypertrophy (LVH) is a morphological adaptive increase in
myocardial mass in response to chronic work overload, which may
complicate myocardial protection during surgery. A concomitant endothelial
dysfunction may reduce perfusion and hamper myocardium recovery leading.
The objective of this study was to assess the presence of endothelial
dysfunction in coronary arteries in a porcine model of LVH. Banding was
performed through a left thoracotomy for 24 hours and 2-month periods. A
minimal gradient of 15 mmHg was created by an umbilical tape 3 cm above
the coronary ostia. LV function and mass were documented by transthoracic
echocardiography and hemodynamic studies before the surgery, 1 and 2
months after the surgery. Organ chamber experiments were used to
evaluate the nitric oxide and endothelium-dependent hyperpolarizing
pathways in endothelial cells of coronary arteries. The bioavailability of NO
was measured with by cGMP and plamatic nitrite and nitrate.  After
contraction to PGF2a, there was a significant decrease in endothelium-
dependent relaxations to serotonin (5-HT, coupled to Gi-protein) and to
bradykinin (BK, coupled to Gg-protein), but not in the presence of BK with
Nw-L-arginin (L-NA). Production of NO from coronary arteries in LVH was
decreased (P<0.05). Early after the development of LVH, NO production
from coronary arteries is impaired and may compromise myocardial perfusion

in the perioperative period.

Key words : Left ventricular hypertrophy — Coronary artery —
Endothelium — NO — EDHF
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Chapitre 1

INTRODUCTION



L’hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) secondaire a une stenose
aortique ou a I'hypertension artérielle représente I'adaptation morphologique
majeure du cceur en réponse a une augmentation de la post-charge. Une
surcharge de pression chronique est présente chez 23% des hommes et
33% des femmes de plus de 59 ans (1) et elle est associée a un taux de
mortalit¢ de 3-5% provoqué par des complications périopératoires (2).
L’augmentation de la masse myocardique requiert une augmentation du flot
coronarien pour maintenir la fonction cardiaque ce qui complique la
protection myocardique périopératoire a cause d'une déficience de la
perfusion sousendocardique et d’un gradient transmyocardique plus élevé
(3). De plus, il y a une augmentation de la dysfonction post-ischemique qui
implique le sous-endocarde chez des chiens avec une hypertrophie
ventriculaire gauche qui induit une diminution de la fonction du ventricule
gauche (4) a cause de la relation entre la fonction myocardique et le flot
coronarien (5). La présence d'une dysfonction endothéliale pourrait
aggraver la situation en diminuant la perfusion durant I'arrét cardiaque et
nuire a sa récupération lors de la reperfusion le rendant plus susceptible a
lischémie. La dysfonction endothéliale résulte en une réponse
vasodilatatrice et vasoconstrictrice anormale aux agents humoraux ou aux
médiateurs libérés par les cellules endothéliales ce qui compromet la
perfusion des tissus. Ces altérations rendent le myocarde plus susceptible a
l'ischémie, d’autant plus que la réserve coronarienne est réduite dans 'HVG
(6). Plus récemment, il a été démontré que la relaxation du ventricule
gauche qui dépend de I'endothélium est réduite dans un modéele de
surcharge de pression malgré une réponse préservée au NO exogene (7).
Donc, une dysfonction endothéliale systémique et des artéres coronaires a
été décrite dans 'hypertension artérielle systémique et dans I'hypertrophie
ventriculaire gauche secondaire, mais les altérations des voies de
transduction de la cellule endothéliale n'ont pas été décrites dans un modele
plus proche de I'humain. La caractérisation de ces mécanismes et le

développement de stratégies pour renverser ou prévenir les altérations de la



fonction endothéliale des artéres coronaires dans I'’hypertrophie ventriculaire
gauche sont des éléments clés a étudier considérant la mortalité reliée aux
difficultés de la protection myocardique durant la chirurgie en présence de

cette pathologie.

La découverte par Furchgott et Zawadzki du r6le obligatoire joué par les
cellules endothéliales dans la relaxation d'organes isolés en réponse a
I'acétylcholine (8) a initié une quéte scientifique majeure quant au réle central
de l'endothélium dans la fonction physiologique normale de la paroi
vasculaire. Rapidement, il est devenu évident que les réponses
dépendantes de [l'endothélium étaient médiées par la libération de
substances diffusibles (facteurs de relaxation et facteurs contractants
dépendants de I'endothélium) par les cellules endothéliales. Les prochaines
pages concernent la sécrétion de substances vasoactives par les cellules
endothéliales entrainant des modifications aigués du tonus de cellules
musculaires lisses et expliqueront qu'une dysfonction des cellules
endothéliales peut soustendre ou accompagner plusieurs maladies
cardiovasculaires majeures et que [I'endothélium est une cible
pharmacologique de choix pour le développement d’approches préventives et

thérapeutiques.



Chapitre 2

LA FONCTION ENDOTHELIALE



2. Le réle de ’endothélium

L’endothélium normal contribue & la régulation du tonus vasomoteur et au
maintient d’une surface non thrombogénique, agit en tant que barriere
sélective controlant la perméabilité et le transport des macromolécules pour
aider au métabolisme de plusieurs facteurs circulants dans le sang ou
générés au niveau local, et contribue au contréle de la prolifération du muscle
lisse sous-jacent et a régler I'adhésion et I'extravasation des neutrophiles,
monocytes et lymphocytes. Ces propriétés sont dues a la capacité des
cellules endothéliales a percevoir les stimuli humoraux et hémodynamiques
et sont sous-tendus par trois mécanismes de base: 1) la sécrétion de
facteurs dépendants de I'endothélium, 2) l'expression & la surface
membranaire de la cellule de protéines de couplage, de molécules
d’adhésion, d’enzymes (enzymes de conversion) et 3) de changements
morphologiques. Les cellules endothéliales libérent de multiples substances
qui induisent soit une vasodilatation ou une vasoconstriction du muscle lisse
vasculaire sous-jacent dont les principales sont le monoxyde d'azote, la
prostacycline, le facteur hyperpolarisant dépendant de I'endothélium, la
thromboxane A,, les endoperoxydes, les anions superoxydes et I'endothéline
(Figure 1).

Figure 1
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2.1 Les facteurs relaxants dépendants de I’endothélium

2.1.1. Le monoxyde d’azote (NO)

La substance diffusible, labile et non prostanoide qui médie la reponse
dépendante de I'endothélium & lacétylcholine, décrite par Furchgott et
Zawadzki (8) est le monoxyde d'azote (NO) (9). Le NO est formé a partir de
la L-Arginine, sous l'action d’une enzyme exprimée constitutivement dans les
cellules endothéliales appelée NO synthase endothéliale ou eNOS (10).
L’activation de la eNOS dépend de la concentration intracellulaire des ions
calciques dans la cellule endothéliale, de la caimoduline, et requiert du
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH) et de la
5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH4) pour son activité optimale. Une
concentration optimale de BH, est requise pour I'activité de la eNOS, donc
essentielle a la production de NO (11). De plus, une réduction de la
biodisponibilité du BH4 est associée aux pathologies vasculaires ce qui lui
confirme un role important dans le systéme cardiovasculaire (12). En effet, le
BH, est un cofacteur critique pour la eNOS et parait collaborer & la liaison de
la L-arginine avec 'enzyme (13). La eNOS est inhibée de fagon compétitive
par des analogues de la L-arginine tel que le NC-monométhyl-L-arginine ou le
NC-nitro-L-arginine. En plus de cette enzyme présente dans les cellules
endothéliales normales, deux autres isoformes de cette enzyme sont
connus : une neuronale (NNOS) et une forme inductible (INOS) qui est
indépendante du calcium et qui peut étre observée au niveau du muscle lisse
vasculaire et des leucocytes aprés exposition a des endotoxines, tel le
facteur de nécrose tumorale (TNF) et autres cytokines. Le NO diffuse vers
les cellules du muscle vasculaire lisse, et entrainent leur relaxation en
stimulant une enzyme cytosolique, la guanylate-cyclase soluble, qui induit
une augmentation de 3'-5-guanosine monophosphate cyclique (GMP
cyclique) (Figure 1). Comme second messager, le GMP cyclique est

responsable de la plupart des effets biologiques du NO. Le GMP cyclique



active une protéine kinase dépendante de ce dernier qui entraine la
phosphorylation des canaux calciques ce qui diminue la concentration
intracellulaire des ions calciques dans les cellules du muscle lisse vasculaire
(14). Cette derniére est associée avec l'inhibition de I'appareil contractile. La
production de NO est un facteur majeur de la relaxation dépendante de
I'endothélium des artéres musculaires isolées, incluant les artéres coronaires,
systémiques, mésentériques, pulmonaires et cérébrales. Son importance in
vivo est suggérée par les observations selon lesquelles les inhibiteurs de la
eNOS provoquent la vasoconstriction dans la plupart des lits vasculaires, et
une augmentation de la pression artérielle systémique, a la fois chez les
animaux et chez I'humain (15). Le NO contribue donc a la balance entre la

vasodilatation et la vasoconstriction qui détermine le tonus vasculaire.

Le NO ne provoque pas seulement la dilatation des vaisseaux, mais inhibe
'adhésion et I'aggrégation des plaquettes (action synergique avec la
prostacycline) (16) et empéche également la croissance et la prolifération du
muscle lisse vasculaire (17). Le NO libéré par les cellules endothéliales des
artéres coronaires joue un rble spécifique sur la fonction myocardique en
favorisant la relaxation myocardique et la fonction diastolique, en réduisant la
consommation d’oxygéne, par un effet inotropique positif et négatif, et a
I'inhibition de la réponse p-adrénergique (7). Il influence également l'influx

calcique du sarcolemme et le rythme cardiaque (7).

La production du NO est influencée également par des stimuli humoraux et
physiques.  Parmi les stimuli physiques, les forces de cisaillement
provoquées par I'écoulement du sang le long des parois vasculaires, sont les
facteurs principaux qui régissent la production locale de NO. En effet, la
vasodilatation dépendante du flot est dépendante de I'endothélium in vivo
(18). Des études de bioessais ont montré qu’'une augmentation du débit et la
pulsatilité stimulent la production de NO et de prostacycline par I'endothélium

des vaisseaux perfusés (19). La vasoconstriction d'artéres induite par



I'élévation de la pression endoluminale peut étre évitée par I'enlévement de

I'endothélium et est due en partie a une production diminuée de NO (20).

De nombreux médiateurs neurohumoraux peuvent entrainer la libération de
NO par une activation de récepteurs endothéliaux spécifiques. Ces
substances endogénes capables de stimuler cette reldche sont soit des
hormones circulantes (catécholamines, vasopressine), des autacoides
générés au niveau de la paroi vasculaire (bradykinine, histamine) ou des
médiateurs produits par les plaquettes (sérotonine, adénosine disphosphate
[ADP]), ou formés lors de la coagulation (thrombine) (21;22). Les récepteurs
pour ces composés sont en relation avec la production de NO par différentes
protéines de couplage. Par exemple, dans les cellules endothéliales
porcines, les récepteurs alphas-adrénergiques, sérotoninergiques et
thrombinergiques sont couplés a des protéines G; sensibles a la toxine de la
coqueluche, alors que pour 'ADP et la bradykinine, ces récepteurs médient
la production de NO par I'activation de protéines G4 qui ne sont pas sensibles

a la toxine de la coqueluche (23).

Du point de vue physiologique, ces substances, produites durant
I'aggrégation plaquettaire, sont d’importants producteurs de NO. Cette
conclusion est basée sur le constat que, dans plusieurs especes, dont
'homme, l'aggrégation plaquettaire induit une relaxation dépendante de
I'endothélium et que la présence d’endothélium inhibe de fagon substantielle
la vasoconstriction induite par la thromboxane A; et la sérotonine dérivées
des plaquettes. Il existe deux médiateurs majeurs de la réponse endothéliale
aux plaquettes: la sérotonine et I'adénosine diphosphate (ADP), qui
agissent respectivement sur les récepteurs 5-HT1p sérotoninergiques et Py-
purinérgiques.  L'action endothéliale de la thrombine et des produits
plaquettaires est cruciale pour le role protecteur joué par I'endothelium
normal contre une coagulation inappropriée. De ce fait, I'aggrégation
plaquettaire locale avec sa relache inévitable de sérotonine et d’ADP en plus



de la production de thrombine ( la cause de I'activation locale de la cascade
de la coagulation) entraine une libération locale massive de NO, qui diffuse
vers le muscle lisse sous-jacent, induit sa relaxation, donc la dilatation de
l'artere. Cette réaction aide a éliminer les microaggrégats. La libération de
NO dans la lumiére du vaisseau inhibe également I'adhésion plaquettaire,
éliminant le danger immédiat d’occlusion vasculaire. Par ailleurs, la barriére
endothéliale prévient la diffusion des substances vasoconstrictrices dérivées
des plaquettes (surtout la thromboxane A; et la sérotonine ) vers le muscle
lisse vasculaire. Par conséquent si la barriere endothéliale est supprimée,
par exemple secondairement a un traumatisme, il y a interruption de la
rétroaction et l'aggrégation se poursuit par la libération constante de
sérotonine et de thromboxane A, qui vont tous deux, en l'absence
d’endothélium, avoir un acceés illimité au muscle lisse vasculaire. Le muscle
lisse se contracte et le vaisseau s’occlut pour constituer la phase vasculaire
de 'hémostase (21-24).

2.1.2. La prostacycline

La prostacycline, un produit majeur de la cyclooxygénase vasculaire, est
formée principalement au niveau des cellules endothéliales, mais également
dans la média et l'adventice, en réponse aux forces de cisaillement, a
I'hypoxie et a plusieurs médiateurs qui libérent aussi le NO. La prostacycline
provoque la relaxation du muscle lisse vasculaire en activant 'adénylate
cyclase soluble et en augmentant la production de 3'-5 adénosine
monophosphate cyclique (AMP cyclique) (25) (Figure 1). Dans la plupart des
lits vasculaires, la contribution de la prostacycline a la relaxation dépendante
de I'endothélium est négligeable, et son effet est essentiellement additif a
celui du NO. De plus, ces deux substances agissent en synergie pour inhiber
I'aggrégation plaquettaire (26). La prostacycline facilite la libération du NO
par les cellules endothéliales (27). De plus, I'action de la prostacycline au

niveau du muscle lisse vasculaire est amplifie¢e par le NO. En effet,
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Paugmentation du GMP cyclique inhibe la phosphodiestérase qui dégrade
PAMP cyclique. Donc, le NO prolonge de fagon indirecte la demi-vie du

second messager de la prostacycline (27).

2.1.3. Le facteur hyperpolarisant dépendant de ’endothélium (EDHF).

Les études électrophysiologiques réalisées sur diverses arteres, dont
artére coronaire humaine, démontrent que [l'acétylcholine et dautres
vasodilatateurs dépendants de [I'endothélium comme la bradykinine
provoquent des hyperpolarisations et des relaxations dépendantes de
'endothélium, qui sont dues & un facteur hyperpolarisant dépendant de
Iendothélium diffusible (EDHF) différent du NO et de la prostacycline (28).
Dans certains vaisseaux sanguins, 'lEDHF posséde les caracteristiques des
acides épixyeicosatriénoiques (EET), formés a partir de I'acide arachidonique
par I'action du cytochrome P-450 (29). L'isoforme CYP9 du cytochrome P-
450 a été identifié comme le principal producteur de FTEDHF (30).

L’hyperpolarisation des cellules du muscle lisse induite par 'EDHF est
médiée par une augmentation du flux des ions potassium via des canaux
potassium ATP-dépendants (31) (Figure 1). Comme pour le NO, la libération
du facteur hyperpolarisant dépendant de I'endothélium nécessite aussi une
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire dans les cellules

endothéliales.

La contribution de I'hyperpolarisation & la relaxation vasculaire dependante
de I'endothélium varie en fonction de la taille de I'artére et est plus importante
au niveau des microvaisseaux (32). Dans les artéres de gros calibre, les
deux meédiateurs contribuent néanmoins aux relaxations dépendantes de
I'endothélium, mais le NO prédomine en situation normale. Néanmoins, dans
ces artéres, 'EDHF peut médier des relaxations dépendantes de

Pendothélium quasi normales lorsque la synthese de NO est inhibée. Donc,
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la contribution de 'EDHF peut étre importante lors d’altérations de la voie du
NO et peut servir de systéme de rechange pour la régulation du tonus

vasculaire lorsque la production ou I'activité du NO sont réduites (33).

2.2. Les facteurs contractants dépendants de I'endothélium

Dans certaines conditions, I'endothélium peut initier une vasoconstriction
par la libération de substances diffusibles. Les contractions dépendantes de
I'endothélium peuvent étre expliquées soit par la suppression de la libération
du NO, soit par la production de substances vasoconstrictrices diffusibles
(EDCF). Les EDCEF identifiés a ce jour comprennent les anions superoxydes
(qui agissent en éliminant le NO), les endoperoxydes, le thomboxane A, et
I'endothéline-1 (Figure 1) (34).

2.2.1 Endothéline

Les cellules endothéliales produisent la pro-hormone, la big-endothéline, et
expriment I'enzyme de conversion de I'endothéline (ECE) pour produire
I'endothéline-1 (ET-1). L’endothéline est considérée comme le plus puissant
vasoconstricteur (35). Ce dernier joue probablement un réle dans la
modulation a long terme du tonus vasculaire. La libération d’endothéline est
stimulée par la thrombine, linterleukine-1, le facteur de croissance B, les
produits des plaquettes et les neurohormones comme la vasopressine et les
catécholamines. Cependant, la synthése d’endothéline-1 par les cellules
endothéliales est inhibée parla production de NO (27). Le NO inhibe
I'expression et la production de 'ET-1 (Figure 2) (36). Les concentrations
sanguines d’ET-1 sont faibles en conditions normales et provoquent une
vasodilatation & basses concentrations, par I'activation des récepteurs ETg
exprimés a la surface des cellules endothéliales (37). La stimulation de ces
derniers provoque la libération de NO, de prostacycline et d’EDHF (36). A

des concentrations plus élevées, I'endothéline-1 provoque des contractions
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prolongées via 'activation des récepteurs ETa et ETg localisés sur les cellules
du muscle lisse vasculaire (38). Le récepteur ETA médie la vasoconstriction

et la prolifération du muscle lisse vasculaire (Figure 2).

Figure 2
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Une surproduction du peptide endothéline-1 par les cellules endothéliales
serait contrée, en conditions normales par une production accrue de NO qui
inhibe immédiatement la génération d'endothéline et son effet
vasoconstricteur (36). Cette rétroinhibition de la production et de 'action de
'endothéline n’est pas seulement limitée a I'action de 'oxyde nitrique, mais

implique également & la libération de la prostacycline et de 'EDHF (39).

Dans un modéle expérimental d’hypercholestérolémie, la dysfonction
endothéliale n'est pas seulement associée a une diminution de I'activité du
NO mais également & une augmentation de l'activit¢ de I'ET-1, suggérant
que ce désiquilibre soit responsable du développement précoce de
I'athérosclérose (38). Dans un modéle in vivo de surcharge de pression, le
développement de I'hypertrophie cardiaque est partiellement inhibé par
Iutilisation d’un antagoniste sélectif du récepteur ETa, le BQ123 (40). Ceci



13

peut suggérer un role de I'ET-1 dans le développement de I'hypertrophie
mais son réle exact dans la physiopathologie de I'hypertrophie ventriculaire et

de I'hypertension artérielle systémique est encore trés controverse.

2.2.2. Angiotensine |l

Les cellules endothéliales expriment les récepteurs de l'angiotensine |l
(Ang 1l) (41) dans certains lits vasculaires. La stimulation des récepteurs
endothéliaux AT; couplés & la phospholipase C libérent le NO et la
prostacycline qui inhibent I'effet vasoconstricteur de I'angiotensine Il (27).
L'activation des récepteur AT, et des récepteurs de l'angiotensine (1-7)
entraine la relaxation dépendante de I'endothélium a la bradykinine (42).
L’angiotensine (1-7) est un métabolite de I'angiotensine | qui s’accumule lors
de linhibition de I'enzyme de conversion (27). De plus, il agit comme un
inhibiteur endogéne de I'enzyme de conversion qui potentialise I'effet de la
bradykinine sur I'endothélium vasculaire via les récepteurs Bz (27).
Egalement, il inhibe I'expression du géne du récepteur AT est inhibé par le
monoxyde d’azote (27). Au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire,
I'angiotensine 1l a plusieurs effets dont une vasoconstriction et une
stimulation de la prolifération cellulaire via les récepteurs ATy (43).
L’angiotensine Il stimule également la production de radicaux libres via la
NADH/NADPH oxidase au niveau du muscle lisse vasculaire qui piége le NO
(44). || augmente aussi I'expression et la libération de I'endotheline par les
cellules musculaires lisses pour produire une vasoconstriction plus

importante (27).

Dans I'hypertension artérielle, une augmentation plasmatique et tissulaire
de 'Ang Il a été documentée. L'angiotensine Il stimule la libération de ET-1
des cellules endothéliales mais le NO inhibe I'expression et la production de
'ET-1. En présence d’'une dysfonction endothéliale, la production du NO est

réduite ce qui peut augmenter la génération d’'ET-1 et initier une réponse
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vasoconstrictrice via la voie de I'Ang ll. Donc, I'angiotensine Il n'agit pas
seulement via la voie de I'endothéline mais augmente également le stress
oxydatif via la NADH/NADPH oxidase, un mécanisme important dans le

développement des maladies cardiovasculaires (45).
2.2.3. Les radicaux libres

Les radicaux libres, dérivés de l'oxygéne, sont impliqués dans la
pathophysiologie de plusieurs maladies cardiovasculaires telles que
I'athérosclérose, I'’hypercholestéroléemie, [I'hypertension et les Iésions
d’ischémie-reperfusion (46). Le terme stress oxydatif est souvent utilisé pour
exprimer une condition ou les cellules endothéliales sont exposées a un
niveau excessif d’anions superoxydes (O;). La source majeure de radicaux
libres est la NADH/NADPH oxydase localisée au niveau des cellules
endothéliales et du muscle lisse vasculaire (46). Son activité est réglée par
les cytokines, I'angiotensine I, I'étirement qui sont tous impliqués dans la
pathogénése de maladies vasculaires reliée au stress oxidatif (46). Une
autre source vasculaire potentielle du stress oxydatif est la eNOS. Des
études récentes ont démontré que cette enzyme est en mesure de produire
des radicaux libres en absence de ses co-facteurs importants soient la L-
arginine et la tétrahydrobioptérine (46). Une production pathologique
excessive de O, au sein des cellules endothéliales entraine une réaction
rapide avec le monoxyde d’azote pour former des peroxynitrites (OONQO")
(47). Les peroxynitrites sont de puissants oxidants et participent au
dommage cellulaire (48). L'effet majeur des radicaux libres est la
peroxydation des lipides qui ménent a une augmentation de la perméabilité
membranaire des cellules endothéliales qui peut étre impliquée dans la
détérioration de la fonction endothéliale. Les cellules possédent cependant
la capacité de se défendre contre le stress oxydatif grace & des mécanismes
antioxydants incluant: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la

gluthatione peroxydase et la gluthatione réductase (49). Comme les radicaux
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libres dérivés de I'endothélium détruisent le NO ou réagissent avec celui-ci
(Figure 1) (50), les antioxydants comme la SOD améliorent les relaxations
dépendantes de I'endothélium (51). D’autres constituants cellulaires connus
jouent un role important dans la défense contre les radicaux libres : les
vitamines C et E (14). Le monoxyde d'azote participe également a la
détérioration de la fonction endothéliale par la réaction avec le Oz pour
former un puissant oxydant, les peroxynitrites (ONOQO") (52). En absence de
BH,, la eNOS devient une source majeure d’anions superoxydes plutét que
de produire du NO (53). L'augmentation de la génération de O2" au niveau
de la paroi vasculaire inhibe plusieurs fonctions physiologiques du NO: la
régulation du flot, I'inhibition de I'adhésion et de I'aggrégation des plaquettes
et le contrle de la croissance cellulaire (46). Les radicaux libres induisent
une dysfonction endothéliale des artéres coronaires chez le porc par le
déplacement de la courbe dose-réponse de la relaxation dépendante de
I'endothélium & la bradykinine sans affecter cependant la relaxation maximale
(54). Les radicaux libres peuvent donc directement influencer le signal de
transduction des protéines G. Subséquemment, une augmentation du stress

oxydatif peut provoquer un découplage fonctionnel des protéines G (23).



Chapitre 3

ROLE DE L’ENDOTHELIUM DANS LES
PATHOLOGIES CARDIOVASCULAIRES
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L’endothélium, via diverses voies de signalisations, joue un réle majeur
dans 'homéostasie cardiovasculaire et dans la fonction des organes. Son
emplacement stratégique entre les cellules musculaires lisses et le sang
explique que c'est une cible facile pour les agressions diverses en rapport
avec les facteurs de risque cardiovasculaires. Dans plusieurs types de
pathologies  cardiovasculaires  (I'hypertension, I'nypercholestérolémie,
athérosclérose et linsuffisance cardiaque), les cellules endothéliales
perdent leur fonctionnalité. Ce dysfonctionnement se manifeste sous la
forme d’'une altération des relaxations dépendantes de I'endothélium, qui est
due a une libération ou une action diminuée des EDRFs et/ou a une
tendance accrue & provoquer des contractions dépendantes de

'endothélium.

3.1 L’endothélium régénéré

Le processus normal de Vvieillissement induit un turnover et une
régénération des cellules endothéliales qui résulte en une fonction anormale.
En effet, la durée de vie normale des cellules endothéliales humaines adultes
a été estimée a environ 30 ans (55). Apreés, les cellules sont en période de
sénescence et sont remplacées par un endothélium régénéré. Cependant,
ces cellules régénérées ont perdu une partie de leur capacité a libérer des
EDRF en particulier en réponse a I'aggrégation plaquettaire et la thrombine
(56). Cette conclusion repose sur des études animales in vivo dans
lesquelles la régénération et les caractéristiques des réponses dépendantes
de 'endothélium ont été monitorisées aprés la dénudation de I'endothélium
(57;58). La régénération de I'endothélium est satisfaisante mais
lendothélium régénéré n'est plus capable de prévenir les contractions
induites par I'aggrégration plaguettaire. En effet, 'endothélium régénéré a
une réponse altérée a la sérotonine et a d'autres substances utilisant la voie
des protéines G; , sensibles a la toxine de la coqueluche, qui controle la

libération d’'EDRF. Dans les cellules endothéliales régénérées en culture,
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I'expression des protéines G; est normale mais leur activité est réduite (59).
La perte de cette réponse est sélective aux relaxations médiees par les
protéines G; et ne s’applique pas aux réponses dépendantes de
'endothélium a I'ADP ou a la bradykinine. La zone d’endothélium régénéré
devient un site de prédilection pour 'amorce de vasoconstriction exagérée en
réponse a la sérotonine (60). D’un point de vue clinique, il en résulte des

vasospasmes, des thromboses et de I'athérothrombose (14).

3.2 Hypercholestérolémie et athérosclérose

L’hypercholestérolémie a été la premiére pathologie associée avec une
diminution des relaxations dépendantes de I'endothélium (61). Chez des
animaux tel que le lapin, I'hypercholestérolémie induite par une diéte riche
en graisse et/ou en cholestérol induit une altération des relaxations
dépendantes de l'endothélium (62;63). En revanche, les relaxations
indépendantes de I'endothélium a la nitroglycérine, au nitroprussiate de
sodium et a I'adénosine sont normales ou seulement légérement altérées.
Une détérioration progressive des relaxations dépendantes de I'endothélium
est également observée chez les lapins génétiquement hyperlipédimiques
(64). Les relaxations dépendantes de I'endothélium sont également réduites
dans la microcirculation coronaire des animaux hypercholesterolémiques et

des primates avec athérosclérose (65;66).

Les relaxations dépendantes de I'endothélium sont également altérées
chez les humains porteurs d’athérosclérose et/ou d’hyperlipidémie au niveau
des artéres coronaires épicardiques et des artéres périphérique (67). Cette
conclusion repose sur des études effectuées sur des artéres isolées
prélevées chez des receveurs de transplantation cardiaque, dans lesquelles
les relaxations dépendantes de I'endothélium sont altérées dans les
segments athérosclérotiques par rapport aux segments sains (68). Des

études coronarographiques ont montré que les artéres coronaires avec
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lésions athérosclérotiques se contractaient a I'injection d’acétylcholine, alors
que l'acétylcholine produit une vasodilatation ou une absence de
changement du diamétre coronaire chez les patients normaux (69). Des
études avec des inhibiteurs de la voie L-arginine-NO (bleu de méthylene,
hémoglobine libre et le Ng-monométhyl-L-arginine), suggérent que les
dilatations coronaires induites par [l'acétylcholine sont mediées
principalement par le NO (70;71). Ces artéres sont capables de se dilater en
réponse a la nitroglycérine. De ce fait, les vasoconstrictions paradoxales a
l'acétylcholine des artéres athérosclérotiques suggérent ['apparition d’une
dysfonction endothéliale avec perte de l'effet vasodilatateur du NO pour
enrayer |'effet constricteur direct de I'acétylcholine au niveau du muscle lisse

vasculaire.

Cette dysfonction endothéliale survient méme en ['absence
d'épaississement intimal et est un événement précoce et pathologique de
I'athérogénése (72-74). Les réponses anormales a ['acétylcholine sont
directement liées aux facteurs de risque de la maladie coronarienne, et le
degré de vasoconstriction (ou de vasodilatation) a I'acétylcholine varie de
facon linéaire avec le taux de cholestérol (75). La dysfonction endothéliale
survient de fagon prédominante au niveau des embranchements coronariens
ce qui peut expliquer la prédisposition de ces sites, au flot turbulent, a
développer de [Iathérosclérose (76). L’endothélium est également
dysfonctionnel dans les microvaisseaux des patients athérosclérotiques aussi

bien dans le réseau coronaire que dans la circulation périphérique (77;78).

A cause de la prédominance du NO dans les relaxations dépendantes de
I'endothélium, particulierement dans les artéres de fort calibre, plusieurs
groupes se sont intéressés aux altérations potentielles de la voie L-arginine-
NO pour expliquer les réponses réduites a I'acétylcholine et autres agonistes
dans 'athérosclérose. Les mécanismes possibles incluent une disponibilite

diminuée de la L-arginine intracellulaire, des altérations des mécanismes du
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signal de transduction, des modifications de I'expression ou de I'activite de la
eNOS, ou une destruction accrue du NO (79). Une disponibilité diminuée de
la L-arginine parait peu probable, puisque les cellules endothéliales
contiennent des concentrations de ce substrat mille fois supérieures
(concentration millimolaire) & celles optimales pour I'activite de la eNOS
(concentration micromolaire). Cependant, un défaut de transport
intracellulaire aménerait une biodisponibilité réduite de la L-arginine qui
pourrait étre responsable de la diminution de la libération de NO par les

cellules endothéliales.

Au stade précoce de I'athérosclérose, la dysfonction endothéliale apparait
limitée a la voie dépendante des protéines G;, qui sont sensibles a la toxine
de la coqueluche, qui méne & la formation de NO ; la capacité des cellules
endothéliales régénérées, a produire une ADP-ribosylation de la toxine
coqueluche est réduite aprés une exposition chronique a de fortes
concentrations de cholestérol (80). Par conséquent, dans les arteres
coronaires de porcs hypercholestérolémiques, les relaxations dépendantes
de I'endothélium évoquées par les agents activant les protéines G; sensibles
a la toxine de la coqueluche sont réduites. Les lipoprotéines de faible densité
oxydées qui sont considérées plus athérogéniques que les LDL natives, in
vitro, induisent une dysfonction endothéliale sélective similaire pour les
stimuli activant la voie des protéines G; sensibles & la toxine de la
coqueluche, alors qu'a haute concentration, elles inhibent également les
relaxations dépendantes de I'endothélium évoquées par des stimuli
indépendants des récepteurs (A23187) (81).

Le mécanisme le plus important de la réduction des relaxations
dépendantes de lendothélium est une libération diminuée de NO.
Néanmoins, au fur et & mesure que la maladie progresse et que l'artere
s'épaissit et devient plus rigide, il apparait de plus en plus difficile pour le NO

d’atteindre le muscle lisse vasculaire qui a encore la capacité de se relacher.
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La dysfonction endothéliale est probablement un des principaux
responsables de la progression de Iathérosclérose (55). Un des
mécanismes majeurs dans I'altération des relaxations dépendantes de
rendothélium médiés par le NO est sa destruction par les anions
superoxydes.  Des études démontrent que latteinte des relaxations
dépendantes de I'endothélium dans 'hypercholestérolémie est provoquée par
un débalancement entre la production de NO et les O, ce qui entraine la
formation de radicaux libres (46). Cette hypothése stipule que le
vieillissement et I'exposition prolongée aux forces de cisaillement, couplés
aux facteurs de risque tels que Ihypertension artérielle systémique, le
tabagisme, et le stress, accelérent le vieillissement de I'endothélium et de ce
fait, le processus de régénération endothéliale. Ainsi, des zones de plus en
plus grandes d’endothélium deviennent incapables de résister a 'adhésion et
a laggrégation plaquettaire, et répondent moins bien a la formation de
thrombine. L’effet de rétroaction du NO (et de la prostacycline) diminue de
facon constante, alors que les facteurs vasoconstricteurs (sérotonine et
thromboxane A2) sont libérés en plus grande quantité en méme temps que
des facteurs de croissance tel que le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF), qui est probablement responsable de linitiation des

changements morphologiques caractéristiques de I'athérosclérose (82;83).

3.3 Hypertension artérielle systémique

Les relaxations dépendantes de I'endothélium sont réduites dans les
artéres de différents modéles animaux pathologiques. De méme, dans la
circulation de [lavant-bras des patients hypertendus, la réponse
vasodilatatrice a I'injection intraartérielle d’acétylcholine est atténuée (84-86).
Ces constatations suggérent que la libération d’'EDRF est diminuée dans les

vaisseaux hypertendus.
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Des inhibiteurs de la eNOS peuvent causer une augmentation soutenue de
la pression artérielle chez des animaux intacts et une vasoconstriction
periphérique chez des humains normotendus (87). Puisque ces inhibiteurs
causent une vasoconstriction moindre de I'avant-bras des hypertendus par
rapport aux sujets normotendus (88-90), une réduction de I'efficacité de la
voie L-arginine-NO pourrait contribuer & I'augmentation caractéristique de la
résistance périphérique de [I'hypertension chronique. Une conclusion
similaire pourrait expliquer la baisse de la diminution des réponses
dépendantes de I'endothélium dans les vaisseaux isolés des animaux
hypertendus. Par exemple, dans l'aorte de rat Dahl avec hypertension
sodium-dépendante, les relaxations dépendantes de Iendothélium a
I'acétylcholine sont diminuées ce qui suggére une libération diminuée de NO
(91).

Cependant, les réponses du muscle lisse vasculaire aux donneurs de NO
sont également diminuées ce qui implique que la réponse diminuée a
I'acétylcholine est due en partie & une réactivit¢ moindre du muscle
vasculaire chez I'hypertendu aux médiateurs endothéliaux (92). Toutes les
réductions des relaxations dépendantes de I'endothélium a I'acétylcholine
observées chez les animaux hypertensifs et chez les humains ne peuvent
étre attribuées & des anomalies de la voie L-arginine-NO. En effet, dans les
arteres de rats spontanément hypertendus (SHR), des réponses diminuées
sont observées malgré des libérations normales d’EDRF (93). La réponse
aux vasodilatateurs dépendants de I'endothélium peut étre normalisée par
des inhibiteurs de la cyclooxygénase (COX) (94). De ce fait dans ce modéle
d’hypertension, la diminution des réponses dépendantes de I'endothélium est
plut6t expliquée par la production concomitante de NO et d’EDCF, avec une
destruction du NO par ces facteurs contractants par réaction chimique (95).
De méme, une libération diminuée d’EDHF pourrait aussi contribuer aux

relaxations dépendantes de I'endothélium anormales (96).
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Puisque les atteintes des relaxations dépendantes de I'endothélium sont
corrigées par un traitement anti-hypertenseur approprié (97), ces diminutions
des relaxations dépendantes de I'endothélium ne doivent pas étre vues
comme étant la principale cause de l'augmentation de pression artérielle
(98). De plus, chez les patients hypertendus, la réponse vasoconstrictrice
périphérique aux inhibiteurs de la eNOS est normalisée par les agents anti-
hypertenseurs (99). Dans les artéres de jeunes rats SHR, la relaxation
a l'acétylcholine devient progressivement altérée a mesure que la pression
artéri’elle augmente (100). Ceci suggére que la perte partielle des relaxations
dépendantes de I'endothelium peut résulter du vieillissement précoce du
vaisseau sanguin exposé de fagon chronique a des pressions de distension
plus élevées. Si ceci est vrai, la diminution des relaxations dépendantes de
lendothélium ne joue probablement pas un role de premier plan dans
Pinitiation de I'hypertension. Cependant au stade tardif de la maladie, elle
pourrait jouer un role dans le maintien d'une résistance périphérique élevee
ou favoriser I'apparition de complications telle que I'athérosclérose (101). Le
vieillissement  prématuré  pourrait  expliquer la  réduction des
hyperpolarisations dépendantes de I'endothélium observées dans les arteres
hypertendus, puisque ce type de réponse diminue de fagon marquée avec

I'age méme chez les animaux normotendus (102).

Dans les anneaux quiescents d’aorte de rat SHR, I'acétylcholine cause des
contractions dépendantes de I'endothélium. Des contractions similaires sont
obtenues également en réponse a lacide arachidonique, la sérotonine,
Fendothéline et les nucléotides adénines (100). La libération d’'EDCF causée
par la sérotonine et I'ADP pourrait expliquer pourquoi la présence
d’endothélium ne diminue pas les contractions induites par I'aggrégation
plaquettaire dans I'aorte des rats SHR, comme elle le fait dans les vaisseaux
de contréles normotendus (103). Un EDCF dépendant de la cyclooxygénase
est impliqué puisque ces réponses peuvent étre prévenues par

lindométhacine. Cette libération d'EDCF expliquerait pourquoi des
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relaxations anormales & I'acétylcholine sont observées dans l'aorte et les
artéres de résistance (100) du rat SHR. La méme chose pourrait étre vraie
pour certains types d’hypertension humaine, telle que I'hypertension artérielle
essentielle, puisque dans ce cas, 'administration locale d’'indométhacine
normalise la réponse vasodilatatrice a l'injection intraartérielle d’acétycholine
(86).

Les contractions dépendantes de I'endothélium dans l'aorte de rat SHR
sont augmentées par des inhibiteurs de la eNOS et par I'oxyhémoglobine (qui
inactive le NO) mais pas par le bleu de méthylene (qui inhibe la guanylate
cyclase soluble et les relaxations causées par le NO). Linterprétation logique
de ces constatations est que 'EDCF libéré par I'endothélium hypertendu
interagit de fagon chimique avec le NO et que les deux médiateurs
s'inactivent I'un lautre (104). Une telle interaction chimique expliquerait
certainement la diminution des relaxations dépendantes de I'endothélium
malgré une libération normale d'EDRF et une réactivité normale du muscle
lisse vasculaire dans I'aorte de rat SHR aux donneurs exogenes de NO en

I'absence d’endothélium (100).

Les réponses & l'acétylcholine, I'acide arachidonique et les nucléotides
adénines ne sont pas prévenues par des inhibiteurs de thromboxane
synthase mais sont abolies par des antagonistes des récepteurs
endoperoxyde/thromboxane (105). De ce fait, 'TEDCF impliqué serait un
endoperoxyde. La libération accrue de prostaglandine Hz chez le rat SHR
pourrait résulter d’'une plus grande expression de la cyclooxygénase (99)
et/ou d’une altération du métabolisme des endoperoxydes en prostanoides.
En plus d'une production accrue d’endoperoxydes, une altération de la
réactivité du muscle lisse vasculaire pourrait contribuer aux contractions
dépendantes de I'endothélium (99). Dans le cas des contractions
dépendantes de I'endothélium médiées par I'endothéline, le mediateur

endothélial impliqué semble étre la thromboxane Az.
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3.4 Hypertrophie ventriculaire

La sténose valvulaire aortique induit plusieurs changements adaptatifs au
niveau du ceeur, entre autres 'augmentation des forces de cisaillements et le
développement de I'hypertrophie. L'induction de la perturbation du flot
coronarien affecte la morphologie et la fonction des cellules endothéliales
(106) additionné a la compression des vaisseaux par I'hypertrophie. Le flot
coronarien est diminué dans un modéle canin de surcharge de pression et six
mois aprés la levée de la surcharge de pression, le flot coronarien est
toujours anormal (107). Plusieurs études démontrent une altération de la
vasodilation dépendante de I'endothélium des artéres coronaires dans
I'hypertension artérielle et dans THVG (1). La capacité vasodilatatrice peut
étre réduite jusqu'a 25% (108). Mais d’autres auteurs ont démontré que le
flot coronarien était anormale de fagon préférentielle au niveau du
sousendocarde (3). Jusqu'a présent les mécanismes impliqués sont
inconnus : aucune étude n'est disponible pour démontrer que la diminution
de la vasodilatation de I'arbre coronarien dans 'HVG est due & une altération
des récepteurs ou a des changements structuraux des artérioles (1). Ces
observations peuvent s’expliquer par les réponses hétérogenes démontrées
dans les artéres épicardiques et dans la microcirculation coronarienne dans
I'hypertension artérielle (109). La quasi totalite de I'endothélium au niveau
de laorte est perdue (20-25%) (110) dans un modele de rat suite a
augmentation des forces de cisaillement et la régénération de I'endothélium
ne survient que sept jours aprés la sténose permanente (11 1). L’endothélium
régénéré ne posséde pas les mémes capacités vasodilatatrices que
I'endothélium normal (112). Les patients hypertendus avec une hypertrophie
ventriculaire gauche secondaire démontrent un remodelage des artéres
coronaires et une diminution de la réserve coronarienne dépendante et
indépendante de I'endothélium (113). Dans un modeéle d’hypertrophie
ventriculaire gauche, la réserve coronarienne sous-endocardique est

réduite : ceci peut étre relié a des altérations de la voie de signalisation NO-
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GMP cyclique (114). La stimulation de la voie NO-GMP cyclique est
diminuée dans un modéle in vivo d’HVG avec dysfonction systolique
ventriculaire gauche chez le rat (115). De plus, ce modéle chronique de
surcharge de pression n'est pas associé avec une diminution de I'expression
de la eNOS au niveau du ventricule gauche, ni a une réduction du niveau de
GMP cyclique (115). En revanche, une diminution du niveau de GMP
cyclique a été démontré dans un modéle expérimental de surcharge de
pression chez le rat (116). D’autres altérations comme celle de la eNOS
peuvent étre responsables de la diminution des capacités vasodilatatrices
dans ce modeéle. L'expression de l'enzyme est réduite dans les
cardiomyocytes mais non au niveau des cellules endothéliales de la
microcirculation coronarienne chez les rats spontanément hypertendus
(SHR) (117). Dans un modéle de surcharge de pression chez le cochon
d’Inde, la relaxation du ventricule gauche dépendante de I'endothélium est

réduite, malgré une réponse préservée au NO exogene (7).

3.5 Insuffisance cardiaque

Une étude (118) a rapporté une diminution des relaxations induites par
I'acétylcholine dans les artéres fémorales isolées de chien aprés le
développement d'insuffisance cardiaque induite par surstimulation
ventriculaire. Cependant, ces altérations des vasodilatations dépendantes de
I'endothélium dépendent du lit vasculaire étudié, de I'espece, et du temps
auquel elles sont étudiées aprés I'induction ou le diagnostic de l'insuffisance
cardiaque (119). Considérant I'hétérogénéité des résultats entre les
expériences animales ex vivo, et les études animales in vivo et chez
'humain, il n'y a pas de concordance parfaite. Les études animales portent
plutét sur les gros vaisseaux de conductance, tandis que les vaisseaux de
résistance sont ciblés dans les études cliniques. De plus, I'impact sur les

relaxations dépendantes de I'endothélium dépend également du mode
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d’induction de linsuffisance cardiaque congestive et du lit vasculaire étudié
(120).

Chez le chien conscient avec insuffisance cardiaque induite par
surstimulation ventriculaire (pacing), la dilatation des artéres et de la
microcirculation coronaires en réponse a l'acétylcholine est altérée. Ceci est
associé avec une diminution significative de la production de nitrites (121).
Chez les chiens avec insuffisance congestive, la réponse vasoconstrictrice
au NC-monométhyl-L-argine (un inhibiteur de la synthése de monoxyde
d’azote) est réduite (122). Dans les vaisseaux de résistance des chiens sous
anesthésie avec insuffisance cardiaque induite par surstimulation
ventriculaire, les réponses vasodilatatrices a I'acétylcholine et a I'adénosine
diphosphate sont toutes deux diminuées, ce qui suggére que la diminution de
la réactivité n'est pas limitée a l'activation des récepteurs muscariniques
(122). Donc, chez le chien en insuffisance cardiaque congestive, une
atténuation de la libération endothéliale de NO survient. Cependant, cette
conclusion ne s'applique pas nécessairement aux autres modéles
pathologiques animaux (119). Chez les patients avec insuffisance cardiaque
congestive, les vasodilatations induites par I'acétylcholine, la métacholine et
la sérotonine sont diminuées dans les vaisseaux de résistance suggérant une
diminution de la libération de NO lorsque stimulé par les agonistes (123). La

vasodilatation peut étre normalisée par la L-arginine (124).

Les observations précédantes suggerent fortement que la libération de NO
par les artéres épicardiques et de la microcirculation coronaires sont réduites
dans l'insuffisance cardiaque. Dans les vaisseaux de conductance de ces
patients, il existe une diminution & la fois des réponses dependantes
(augmentation du flot) et indépendantes (nitroglycérine) de I'endothélium ce
qui suggére que la sensibilité du muscle lisse au NO est réduite. Donc, les
altérations structurales de larbre vasculaire peuvent compliquer la

dysfonction endothéliale. Puisqu’'une correction de cette incapacité des
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vaisseaux a se dilater survient suite au traitement a long terme avec des
inhibiteurs d’enzyme de conversion chez des patients avec une insuffisance
cardiaque légére a modérée (125), I'effet sur 'endothélium semble étre une
conséquence plutdt qu'une cause de cette pathologie puisque ['altération de

la fonction endothéliale est réversible.

Une diminution de la libération de- NO dans linsuffisance cardiaque
congestive pourrait également expliquer une réduction de la compliance
artérielle observée chez ces patients (126;127). Les mécanismes, la
signification et I'impact étiologique de la dysfonction endothéliale dans
Iinsuffisance cardiaque ne sont pas clairs. Plusieurs maladies coexistent
avec l'insuffisance cardiaque incluant la maladie coronarienne, I'hypertension
et le diabéte, et elles peuvent toutes entrainer une perturbation des

relaxations dépendantes de I'endothélium.

En plus des atteintes des vasodilatations dépendantes de I'endothélium,
'augmentation des taux circulants d’endothéline-1 qui survient dans
I'insuffisance cardiaque congestive pourrait avoir un réle déterminant. En
effet, les changements des niveaux plasmatiques d’endothéline-1 sont
intimement liés a d’autres altérations des niveaux de neurohormones comme
la vasopressine ou la norépinéphrine qui libérent, in vitro, de I'endothéline
(128). De ce fait, en fonction des maladies associées, les taux plasmatiques
d’endothéline augmentent de 2 a 5 fois chez les patients en insuffisance

cardiaque congestive (129).

Un EDCF dépendant de la cyclooxygénase (101) pourrait étre aussi libére
dans linsuffisance cardiaque. En effet, chez les chiens et les humains avec
insuffisance cardiaque, la réponse vasodilatatrice @ l'acétylcholine est
augmentée par l'inhibition de la cyclooxygénase par l'indométhacine (130).
Le rétablissement de la réponse a l'acétylcholine par les inhibiteurs de
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Fenzyme de conversion chez les patients avec insuffisance cardiaque

congestive modérée est probablement liée a la cyclooxygénase (131;132).

La libération augmentée des vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium est
probablement une conséquence plutdt qu'une cause de [linsuffisance
cardiaque. La reduction des forces de cisaillement induite par la baisse du
débit cardiaque dans [linsuffisance cardiaque pourrait entrainer une
diminution chronique de la libération de NO (101). Les forces de cisaillement
modulent non seulement la production de NO mais aussi celle d’endothéline-
1 (101;133;134). Dans des conditions physiologiques, le NO serait
continuellement libéré entrainant une diminution de la libération
d’endothéline-1 (101;135). De ce fait, la modulation de la production de ces
deux médiateurs endothéliaux observée dans [linsuffisance cardiaque
pourrait étre expliquée en partie par la réduction chronique du débit

cardiaque.

3.6 Transplantation cardiaque.

De nombreux facteurs peuvent contribuer a léser I'endothélium au cours de
la procédure de transplantation cardiaque. Des traumatismes mécaniques, la
période de préservation et les solutions de préservation cardiaque ainsi que
la séquence ischémie-reperfusion peuvent mener a une atteinte de
I'endothélium (136-138). La perte de I'endothélium suivie de régénération
endothéliale pourrait également contribuer a diminuer la capacité
vasodilatatrice des artéeres coronaires (139;140). Les régimes
immunosuppressifs utilisés aprés la greffe et particulierement la cyclosporine
A, peuvent diminuer la libération des facteurs relaxants dérivés de
'endothélium des artéres épicardiques et de résistance (141). D’autres
facteurs tels que [I'hypercholestérolémie liée au traitement avec les
corticostéroides, I'hypertension artérielle suivant le traitement chronique avec

la cyclosporine ainsi que des infections a cytomégalovirus des cellules
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endothéliales, impliqués dans l'athérogénése, peuvent tous aggraver le

probleme.

La vasodilatation dépendante de I'endothélium & I'acétylcholine est alterée
chez la majorité des patients 1 an apres la greffe. Des études fonctionnelles
utilisant Iinjection intracoronarienne d’acétylcholine dés le 16°™ jour et a 5
semaines aprés limplantation suggérent que les dommages endothéliaux
surviennent précocement aprés la greffe malgré I'absence de rejet a la
biopsie myocardique (142;143). La dysfonction endothéliale des arteres
coronaires détectée a 2 semaines aprés l'implantation est prédictive du
développement d’hyperplasie intimale 1 an aprés la greffe tel que
diagnostiquée par I'échographie intravasculaire intracoronarienne (144). Les
relaxations dépendantes de I'endothélium médiées par des récepteurs sont
diminuées aprés la greffe tel que démontré par des études fonctionnelles
chez des receveurs de greffon utilisant la substance P et I'acétylcholine
(145). Une diminution des réponses a la substance P et une diminution de la
dilatation dépendante du flot est retrouvée dans les coronaires épicardiques
des greffés présentant une athérosclérose accélérée du greffon comparées a

ceux qui ont des coronaires saines a la coronarographie.

La perte de la capacité vasodilatatrice peut également étre constatée au
niveau de segments épicardiques apparemment sans Iésion vasculaire (146).
Des études utilisant I'échographie intravasculaire ont également montré que
les épaississements intimaux associés avec la maladie coronarienne du
greffon induisent des changements proportionnels dans le flot sanguin
myocardique, dans la vasomotricité coronaire et dans la réserve de flot
myocardique (147;148). Kobashigawa et ses collaborateurs ont également
démontré que la réponse coronarienne hyperhémique est altérée durant le
rejet aigu et que cette anomalie peut étre corrigée par le traitement
immunosupresseur. Le degré de dilatation dépendante du flot est preservé

dans les coronaires de composition quasi normale mais est atténué dans les



31

coronaires présentant un épaississement intimal (149). Un épaississement
de plus de 0.3 mm est associé a une évolution defavorable et au

développement d’athérosclérose accélérée du greffon cardiaque (150).

La fonction du muscle lisse vasculaire est préservée dans la plupart des
cas puisque l'épaississement intimal ne diminue pas la réactivité des
vaisseaux de conductance et de résistance a linjection de vasodilatateurs
indépendants de I'endothélium chez les patients avec cceurs normaux a
I'angiographie (151). En effet, la plupart des études ont montré que les
agents exercant un effet direct sur le muscle lisse vasculaire comme le
nitroprussiate de sodium et la nitroglycérine sont préservées apres
transplantation tandis que les réponses dépendantes de I'endothélium sont
altérées. Quelques études ont cependant démontré des atteintes des
réponses dépendantes et indépendantes de I'endothélium, la plupart du

temps a des stades tardifs de I'évolution du rejet chronique.

Une dysfonction endothéliale a été documentée lors du rejet aigu au cours
duquel des vasospasmes séveres se sont manifestés (152;153). Une
altération spécifique des récepteurs muscariniques (Mz) situés sur
'endothélium vasculaire a également été identifiée dans ce type de
dysfonction aigué liée au rejet (154). Fait intéressant, certaines de ces
altérations de la vasodilatation peuvent étre corrigées avec le traitement du
rejet ce qui suggére que I'endothélium peut récupérer sa capacité
vasodilatatrice si I'insulte immunologique est enrayée a temps (155). Cette
observation est concordante avec celle du groupe de Anderson qui a montré
que des altérations de la fonction endothéliale vasodilatatrice présentes peu
apres la greffe peuvent récupérer méme en présence de changements
modérés au niveau de lintima, ce qui suggére que I'état de la fonction
endothéliale peut varier au gré de la nature épisodique de I'agression

immunologique (156).



Chapitre 4

APPROCHE THERAPEUTIQUE DE LA
DYSFONCTION ENDOTHELIALE
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4.1. L-arginine et BH4

Les perturbations de la voie de la L-arginine-NO sont impliquées dans une
multitude de pathologies cardiovasculaires via différents mécanismes comme
une diminution de la biodisponibilité des cofacteurs nécessaire a la NO
synthase endothéliale pour la formation de I'oxyde nitrique. Un traitement
avec la L-arginine (157) ou la tétrahydrobioptérine (158) améliorent les
relaxations dépendantes de I'endothélium suggérant une deficience du co-
substrat de la eNOS ou un de ses cofacteurs. L’ajout du substrat du NO, la
L-arginine a des effets bénéfiques tant chez les animaux que chez les
humains (159). L'injection orale de L-arginine pendant 10 semaines prévient
le développement de I'hyperplasie intimale au niveau des artéres coronaires
et atténue I'aggrégation plaquettaire a la surface endothéliale chez le lapin
hypercholestérolémique  (159). De plus, l'addition de L-arginine
supplémentaire normalise les relaxations dépendantes de I'endothélium a
I'acétylcholine dans la microcirculation coronarienne et l'aorte de lapins
hypercholesterolémiques (160;161). Chez les patients
hypercholesterolémiques, la L-arginine améliore les réponses a
I'acétylcholine dans la microcirculation coronaire mais elle est sans effet dans
les artéres de fort calibre comme les artéres coronaires épicardiques (77).
La différence de sensibilité a la L-arginine entre les vaisseaux de résistance
et de conductance peut s'expliquer par I'hétérogénéité des récepteurs
membranaires entre les différents lits vasculaires. Egalement, la contribution
de 'EDHF aux relaxations dépendantes de I'endothélium varie selon les lits
vasculaires et les artéres de gros et petit calibre (55). Le NO est
prédominant dans les artéres coronaires épicardiques alors que 'EDHF est
dominant dans la microcirculation coronaire (55). Dans un modéle de
sténose aortique supracoronarien chez le rat, un traitement a la L-arginine
augmente la concentration de GMP cyclique cardiague mais ne modifie pas

la masse myocardique (115).
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La reconnaissance de la tétrahydrobioptérine comme un cofacteur crucial
pour l'activité de la eNOS offre une approche thérapeutique intéressante.
Plusieurs études ont démontré qu’un supplément de BH4 peut ameéliorer les
relaxations dépendantes de I'endothélium chez des patients présentant de
Iathérosclérose (162) et une maladie coronarienne (163). Dans
hypercholestérolémie, l'altération des relaxations dépendantes de
Pendothélium est améliorée par I'ajout supplémentaire de BHy suggérant que
sa déficience joue un role dans cette pathologie (158). Ces données
démontrent le potentiel d’une nouvelle approche thérapeutique pour le
traitement de la dysfonction endothéliale dans les maladies

cardiovasculaires.

4.2. Les antioxydants

Le stress oxydatif étant impliqué dans la dysfonction endothéliale plusieurs
studes ont examiné le role des antioxydants sur la fonction endothéliale et
dans la prévention des maladies cardiovasculaires.  L’administration
intraartérielle d’acide ascorbique (la vitamine C) améliore la relaxation
dépendante de I'endothélium de I'artére brachiale chez les fumeurs, les
patients avec hypercholestérolémie et les patients souffrants d'une
défaillance cardiaque (159). De plus, une infusion intraveineuse de vitamine
C augmente les relaxations dépendantes de I'endothélium dans les artéres
coronaires épicardiques dans I'hypertension artérielle (164). L'utilisation
conjointe de I'acide ascorbique et du BH, entraine la stabilisation de la
tétrahydrobioptérine au sein des cellules endothéliales et la production du NO
(165). Un autre antioxydant, la superoxyde dismutase (SOD), augmente les
relaxations dépendantes de l'endothélium dans diverses conditions
pathologiqueé comme I'hypercholestérolémie, le diabéte, I'hypertension et le
tabagisme (166). L'utilisation de la vitamine E (a-tocophérol) peut a la fois

améliorer la fonction vasomotrice, inhiber l'aggrégation des plaquettes,
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prevenir le développement de Iathérosclérose et diminuer le risque

d’incidence de maladies coronariennes (14).

L'administration intrartérielle de N-acétylcystéine (NAC) améliore la
vasodilation dépendante de [I'endothélium des artéres coronaires et
fémorales chez des patients athérosclérotiques (167). La N-acetylcysteine
est un antioxidant. [l semble que le NAC exerce son réle bénéfique par deux
voies. La premiere proviendrait de son action directe neutralisatrice des
radicaux libres et la seconde, en augmentant les stocks intracellulaires de
gluthation. Alors que [l'utilisation de la NAC par injection intraartérielle n’a
aucun effet sur la vasodilatation au niveau de I'avant bras (168), I'addition de
ce thiol refléte I'importance des effets néfastes des radicaux libres sur la
fonction vasculaire.  Cependant, des études complémentaires seront
nécessaires afin d'élucider les effets bénéfiques des antioxydants sur la
fonction endothéliale vu 'ensemble de ces résultats contradictoires.

4.3. Inhibiteurs de I'’enzyme de conversion de P’angiotensine et de

Pendothéline

Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) sont
utilisés dans le traitement de I'hypertension artériclle et de la défaillance
cardiaque (169). Un traitement avec un inhibiteur de I'ECA améliore les
relaxations dépendantes de I'endothélium au niveau des artéres coronaires
épicardiques (170). De plus, linhibition de cette enzyme empéche
egalement la production d’endothéline-1 par les cellules endothéliales via la
voie de l'angiotensine Il (171). L'inhibiton de la dégradation de la
bradykinine augmente également la production de monoxyde d’'azote via les
protéines Gq (Figure 3). Les inhibiteurs de 'ECA produisent en partie leur
effet cardioprotecteur en augmentant la bradykinine (172) (Figure 3).
Mombouli et al ont rapporté que [l'utilisation des inhibiteurs de I'ECA

augmentent de 10 fois la concentration de bradykinine menant a la libération
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du NO et de 'EDHF dans les artéres coronaires de chiens (173). Les
inhibiteurs de 'ECA améliorent la relaxation dépendante de I'endothélium
chez des rats génétiquement hypertendus (174). Wiemer et al ont rapporté
une amélioration de la fonction endothéliale aprés 15 mois de traitement
avec un antagoniste des récepteur AT, chez des rats génetiquement
hypertendus (175). Cette étude démontre qu'une grande partie de l'effet
cardioprotecteur des antagonistes ATy est meédié par les récepteurs ATy,
pouvant ainsi entrainer la libération de NO (172).

Figure 3
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Les inhibiteurs de I'ECA entrainent une régression de I'hypertrophie
ventriculaire gauche dans des modéles expérimentaux (176) et humains
(177). Des études plus récentes ont démontré que les antagonistes de
I'angiotensine Il peuvent produire des effets similaires (172). Une etude
analogue a également démontré une régression identique de I'HVG a la fois
avec 'utilisation des antagonistes des récepteurs ATy et des inhibiteurs de
PECA, chez le rat aprés 6 semaines de sténose de l'aorte ascendante (178).
lto et al ont récemment démontré que I'hypertrophie induite par 'angiotensine

est partiellement bloquée par un antagoniste des récepteurs ETa (40). Mais
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le réle exact de I'endothéline dans I'hypertrophie ventriculaire et dans
I'hypertension artérielle est encore trés nébuleux. Ces études démontrent
que l'utilisation des inhibiteurs de 'ECA, les antagonistes des récepteurs AT
et les antagonistes des récepteurs ETa sont des traitements prometteurs
pour la régression de I'hypertrophie mais également dans I'amélioration de la

fonction endothéliale.

Mais avant tout, il existe d’autres traitements de la dysfonction endothéliale
qui visent la prévention et le traitement des facteurs de risque responsable
des maladies cardiovasculaires. Par exemple, I'exercice physique améliore
la fonction endothéliale en augmentant la sensibilité des artéres coronaires
aux effets dépendents de I'endothélium a la bradykinine (179). Le traitement
de la dyslipidémie améliore les fonctions endothéliales systémique et
coronariennes. Le traitement de I'hypertension artérielle par les inhibiteurs
de I'enzyme de conversion améliore la fonction endothéliale. Le tabagisme
aigu ou chronique cause aussi une dysfonction endothéliale en augmentant
le stress oxydatif. Donc, le traitement de la dysfonction endotheliale peut se

faire en ciblant les facteurs de risque de la maladie vasculaire.
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Abstract
Background — Left ventricular hypertrophy (LVH) is the morphological

adaptive increase in myocardial mass in response to chronic pressure
overload. LVH secondary to aortic stenosis and systemic hypertension is
commonly encountered in cardiac surgical patients. The presence of a
concomitant coronary endothelial dysfunction can reduce myocardial
protection during surgery particularly in the subendocardium and result in
an impairment of global LV function. The objective of this study was to
characterize the specific alterations of endothelial signal transduction of
epicardial coronary arteries in a porcine model of LVH by assessment of
the NO and EDHF mediated pathways.

Methods — Aortic banding was performed through a left thoracotomy inducing
a 15 mmHg gradient by tying an umbilical tape around the ascending
aorta 3 cm above the coronary ostia. Development of LVH was
documented by measuring LV function and mass by transthoracic
echocardiography and hemodynamic studies were performed before the
procedure and 24 hours, 1 and 2 months after aortic banding. Vascular
reactivity studies of epicardial coronary arteries were performed in
standard organ chamber experiments to assess the NO mediated and
the EDHF mediated relaxations . The bioavailibility of NO was assessed
with an enzyme immunoassay and production of NO by measurement of

plasmatic nitrite (NO;) and nitrate (NO3) levels by chemoluminescence.
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Results — After 2 months of aortic banding, there was a significant increase in
LV weight/body ratio (P<0.05) confirming the development of LVH. There
was a significant increase in LV diastolic and end-diastolic pressure and
decrease in dP/dT (P<0.05) with no significant difference in coronary
pressures. After contraction to PGF2a, there was a significant decrease
in endothelium-dependent relaxations to serotonin (5-HT, an agonist
which binds to 5HT1d receptors coupled to Gi-proteins) and to bradykinin
(BK, an agonist that binds to B2 receptors coupled to Gg-proteins)
(P<0.05 for both). There was no significant difference in endothelium-
dependent, receptor dependent relaxations to the calcium ionophore
A23187 (NO pathway). There was no statistically significant decrease of
relaxations in the presence of BK and Nw-L-arginine (L-NA) between
groups (EDHF pathway). The cGMP content from coronary arteries after
60 days of aortic banding decreased significantly from 72.5 £ 13.6 to 35.3
+ 11.8 pmol/mg proteins (P<0.05 vs control). The total plasmatic levels of
NO, decreased significantly from 1.8 + 0.2 to 1.2 £ 0.1 % (P<0.05 vs
control) after 60 days of aortic banding.

Conclusion — In this porcine model of aortic banding, chronic pressure
overload is associated with the development of significant left ventricular
hypertrophy with an endothelial dysfunction of epicardial coronary
arteries. This dysfunction involves both Gi and Gg-protein mediated
relaxations with preserved expression and capacity of eNOS but

decreased nitric oxide bioavailibility and plasmatic content while the
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EDHF pathway is intact. These alterations may compromise myocardial
perfusion in the perioperative period and are a prime targets for
improving the results of cardiac surgery in patients with LVH.

Keys Words: Left ventricular hypertrophy - Nitric oxide - EDHF -
Coronary
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Introduction

Left ventricular hypertrophy (LVH) is the main structural adaptation of the
heart in response to an increased afterload. Chronic pressure overload is a
frequent clinical finding affecting 23% of men and 33% of women over the
age of 59 years and is most commonly due to to aortic stenosis or systemic -
arterial hypertension (1). Myocardial protection at the time of surgery may be
compromised because of the increased myocardial demand in coronary
blood flow to maintain ventricular function in the presence of greater
myocardial mass, subendocardial perfusion deficiency and greater
transmyocardial gradient (2). Although outcomes have greatly improved due
to advance in myocardial protection strategies, cardiac surgery and aortic
valve procedures are still associated with substantial morbidity due to
perioperative myocardial infarction and suboptimal myocardial protection
translating into a 3 to 5% mortality rate for primary surgery (3). The presence
of a coronary endothelial dysfunction in patients with LVH could compound
the situation by further reducing perfusion during cardiac arrest and hamper
myocardial recovery at the time of reperfusion which could lead to global
impairment of the left ventricular function. This problematic has been
documented in dogs with left ventricular hypertrophy (4) in which an
enhanced postischemic myocardial dysfunction involving preferentially the
subendocardium has been observed due to an impairment of coronary flow-

myocardial function relationship (5).
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Clinical and experimental studies have reported alterations of coronary
endothelium-dependent vasodilatation induced by different agonists such as
acetylcholine, adenosine, substance P in LVH (5-7). Endothelial dysfunction
refers to impairment of the main properties of the endothelium including
relaxation of smooth muscle cells (vasodilatation), anticoagulant and anti-
inflammatory properties of the endothelium. Loss of endothelium-derived
nitric oxide (NO) is one of the main alterations of vascular function (8) which
impairs  endothelium-dependent LV  relaxation in a moderate
pressure-overload LVH models despite a preserved response to exogenous
nitric oxide (NO) (9). Although the presence of systemic and coronary
endothelial dysfunction have been documented in systemic arterial
hypertension and LVH, the precise alterations in the signal transduction of
endothelial cells have not been described in a large animal model with LVH
relevant to cardiac surgery. Characterization of these mechanisms and
development of strategies for reversal or prevention of this coronary
endothelial dysfunction are key issues, considering the morbidity related to
the difficulty in myocardial protection in these patients. With these
observations in mind, the objectives of the present study was to characterize
the specific alterations of endothelial signal transduction of epicardial
coronary arteries in a porcine model of LVH secondary to aortic banding by

assessment of the NO and EDHF mediated pathways.
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Materials and Methods

Animals

Thirty-one Landrace swine weighing 28.6+1.8 kg of either sex were "'
maintained and tested in accordance with recommendations of the guidelines

on the care and use of laboratory animals issued by the Canadian Council on

Animal Research and the guidelines of the Animal Care, and were approved

by a local committee. Four groups were studied: the control group consisted

of swine sacrificed by exsanguination without aortic banding; the sham group

underwent left thoracotomy without aortic banding, one group had aortic

banding for a duration of 24 hours and the fourth group had aortic banding

for a duration of 60 days.

Surgical Procedure

Pigs were anesthetized with intramuscular injection mixture of ketamine (20
mg/kg; Rogarsetic, QC, Canada) and xylasine (2 mg/kg; Rompun, ON,
Canada). Swines were artificially ventilated with an O/air mixture.
Respiratory control was maintained by frequent determinations of arterial
blood gases. Acidosis was balanced with 8.4% sodium bicarbonate (Abbott
Laboratories, QC, Canada). Light anesthesia was supported by halotane 1%
v/v (Halocarbon Laboratories, NJ, USA).

Hair was shaved in the operative field, the skin was surgically disinfected and
intramuscular antibiotics (3 ml/45 kg; trivetrin, Shering-Plough, QC, Canada)

were administered. A catheter was placed in an auricular vein for
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intravenous infusion during the operation. A thoracotomy was performed in
the third intercostal space on the left side. The ascending aorta and the
pulmonary artery were carefully separated. An umbilical tape was placed 3
cm above the coronary ostia of the aorta, gently constricted to obtain a
systolic gradient of 15 mm Hg (measured by monitoring of the systemic
arterial pressure distally to the banding site) and then tied. The pericardium

was left opened and the chest were closed in multiple layers.

Experimental Groups

Control group

Hearts from normal 4-month old swine (40 kg) not submitted to aortic surgery
or to left thoracotomy, receiving the same tranquilizing agent for sacrifice,

were excised through a median sternotomy (n=6).

Sham group
Hearts from swine submitted to left thoracotomy without aortic banding and

sacrificed 2 months after surgery were excised through a median sternotomy

(n=5).

24 hours aortic banding group

Hearts from swine submitted to aortic banding and sacrificed 24 hours after

the surgery were excised through a median sternotomy. Two 24-hour
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banding hearts were excluded because the coronary arteries failed to
contract to potassium chloride or to prostaglandin F2a (n=5).

60 Days aortic banding group

Hearts from swine submitted to aortic banding and sacrificed after 60 days of
aortic banding were also excised through a median sternotomy. Six animals

were excluded due to death from sepsis and infection (n=9).

Echocardiographic studies
Transthoracic echocardiography was performed before surgery and at 24
hours, 1 week, 1 and 2 months. Pigs were sedated with the same anesthesia
(see above) for serial echocardiographic examinations. A 2.5 Megahertz
phased-array transducer and a standard echocardiographic system (Sonos
1000 Hewlett-Packard, Andover, MA, USA) were used. A 2-D guided M-
mode of the left ventricle and 2-dimensional apical 4-chamber and 2-chamber
views were performed and recorded on videotape for off-line measurements.
The left ventricular end-diastolic and end-systolic diameters were
measured on M-mode. The left ventricular fractional shortening (FS) was
calculated as (end-diastolic diameter minus end-systolic diameter) / end-
diastolic diameter X100. The thickness of the interventricular septum (IVS)
and left ventricular posterior wall (LVPW) were measured on M-mode at
end-diastole during a single cardiac cycle. Left ventricular mass was
calculated using the following formula: LV mass = 1.05 [(D+LVPW+IVS)® —

DS]—14 g, where D represents left ventricular end-diastolic diameter. Left
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ventricular end-diastolic and end-systolic volumes were calculated using the
Simpson method. The ejection fraction was calculated as (end-diastolic
volume minus end-systolic volume) / end-diastolic volume X100.

Baseline measurements of the ascending aorta diameter were obtained 1 cm
above the aortic valve. After aortic banding, aortic diameters were measured
between the aortic valve and the banding point, and 1 cm above the banding
point.

Hemodynamics studies

Hemodynamic measurements of the left ventricle were performed by insertion
of a 6 or 7-Fr pigtail catheter in the femoral artery, after which a guiding
catheter was advanced into the ascending aorta and placed in each coronary
ostium to measure intracoronary pressures. The guiding catheter was then
advanced in the left ventricle across the aortic valve to measure left
intraventricular pressures. All studies were performed at baseline and 1 and

2 months after surgery.

Sacrifice and Coronary Harvesting

After 24 h or 60 days of aortic banding, the swine were anesthetized using
the same approach as for the aortic banding. Sacrifice was performed by
exsanguination and the thorax reopened to explant the heart, which was
rapidly weighed to determine the total weight of the heart used in the heart
weight and body weight ratio and placed in a Krebs-bicarbonate solution for

harvesting of coronary arteries. The epicardial coronary arteries were
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dissected free from the adventitial tissue and divided into rings (4 mm wide;
16 rings per animal). Rings from the left anterior descending, left circumflex

and right coronary arteries were used randomly.

Organ Chamber Experiments

The endothelial function of rings from controls and from swine submitted to
aortic banding was studied in organ chambers as previously described in our
laboratory (10). Each preparation was stretched to the optimal point of its
active length-tension curve (usually 3.5 g), as determined by measuring the
contraction to potassium chloride (30 mM) at different levels of stretch and
was then allowed to stabilize for 90 min. A maximal contraction was
determined with potassium chloride (60 mM) and the baths were then
washed. Rings were excluded if they failed to contract to potassium chloride
(exclusion rate of less than 5%). All studies were performed in the presence
of indomethacin (10° mol/L, to exclude the production of endogenous
prostanoids), propranolol (107 mol/L, to prevent the activation of B-adrenergic
receptors) and ketanserin (10° mol/L, incubated 45 minutes before the
addition of to block 5HT, receptors). After 45 minutes of stabilization,
prostaglandin F2a (range 2 x 10® to 3 x 10®° mol/L) was added to achieve
contraction averaging 50% of the maximal contraction to KCI (60 mM).
Except for potassium chloride, no rings were exposed to more than one

agonist in the course of the experiments.
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NO pathway

The NO mediated-relaxation pathway was studied by constructing
concentration-response curves to serotonin (5-HT, 10" to 10®° mol/L, an
agonist binding to 5-HT1p receptors coupled to Gi-proteins), and bradykinin
(BK, 10™"? to 10 mol/L, an agonist binding to B, receptors coupled to Gg-
proteins leading to the release of NO and EDHF). Endothelium-dependent,
receptor independent, mediated relaxations were studied with the calcium
ionophore A23187 (10° to 10® mollL).
EDHF pathway
The EDHF-mediated relaxations were studied by constructing concentration-
response curves to bradykinin (1072 to 10® mol/L) in the presence and

absence of Nw-L-Arginine (L-Na, 10* M, a non reversible NO synthase

inhibitor) incubated for 45 minutes before application of BK.

Endothelium-independent relaxations

Endothelium-independent relaxations were studied by constructing
concentration-response curves to sodium nitroprusside (SNP, 107'° to 10°° M,

an exogenous NO donor).

Coronary artery Cyclic GMP content.
Basal levels of cGMP content of epicardial coronary arteries in control and
swine submitted to aortic banding were measured. Segments were frozen in

liquid nitrogen and stored at -70°C until the measurement of cGMP levels.
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The samples were subsequently pulverized and resuspended in
trichloroacetic solution (TCA; 6.25% w/v) to precipitate tissue proteins. After
centrifugation, the supernatant was washed with diethylether to preserve
cGMP and eliminate TCA. Finally, the samples were heat dried with nitrogen
to obtain purified cGMP. cGMP levels were measured using an enzyme
immunoassay (EIA) system with acetylation based on rabbit anti-cGMP
antibody (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’'Urfé, QC, Canada). The
levels were adjusted to the quantity of proteins measured in the tissue using

the Bradford microassay technique (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).

Measurement of total plasmatic Nitrite and Nitrate levels (NOy)

NO production was assessed from NOy levels present in plasma samples of
aortic banding and control groups. Blood samples were drawn from swine
aorta in EDTA to prevent coagulation and subsequently centrifuged. The
isolated plasma was then frozen and kept at —70°C until analysis. NO2 was
reduced to NO using iodide and acetic acid while NO3” and NO, was
reduced using vanadium (Ilf) and hydrochloric acid. A Serviers 280 NO
analyser (Serviers instruments Inc., Boulder, Colorado), combined with the
NO analysis ™-liquid program, was used to obtain the nitrite and nitrate

concentrations in the different samples.
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Silver Nitrate studies of endothelial coverage.

Silver nitrate staining of segments of epicardial coronary arteries after 24
hours and 60 days of aortic banding was performed to assess the endothelial
coverage. The rings were first fixed for 10 minutes in a paraformaldehyde
buffer (4%). They were then washed for 1 minute in a Hepes sucrose buffer
solution.  Silver nitrate 0.25% was applied for 1 minute. Washing was
performed for 1 minute before a second fixation for 2 minutes. The rings
were exposed to ultraviolet light for 2 to 4 hours in a cacodylate buffer
solution. Preparations were read by a blinded investigator and representative

photomicrographs were taken.

Endothelial (eNOS) nitric oxide synthase expression.

In brief, after fixation in Tissuetek and preserved at -70'C with a subsequent
fixation in formaldehyde 1%, a bovine antibody specific for eNOS is used for
the ABC technique (Avidin-Biotin-Complex immunoperoxidase method) with
nickel enhancement and the expression of eNOS is compared in control and

treated coronary arteries by an independent evaluator.

Drugs
All solutions were prepared daily. Bradykinin, 5-hydroxytryptamine creatinine

sulfate (serotonin), calcium ionophore A23187, indomethacin, ketanserin,

Nw-L-arginine, L-arginine and sodium nitroprusside were purchased from



53

Sigma Chemical Co. (ON, Canada). Propranolol was purchased from Biomol
Research Laboratories Inc. (Plymouth Meeting, PA, USA) and prostaglandin

F2o from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA).

Statistical Analysis

Relaxations and contractions are expressed as a percentage of the maximal
contraction to prostaglandin F2, for each group and expressed as mean +
standard error of the mean (SEM); n refers to the number of animals studied.
ANOVA studies were performed to compare concentration-response curves.
The Newman-Keuls test was used as the post-hoc test. Student’s t-test for
paired/unpaired observations was used for the comparison of the plasmatic
NOx concentration and the basal production of GMP.. Differences were

considered to be statistically significant when the value of P was <0.05.

Results

Morphological data, echocardiographic measurements  and
hemodynamic studies.

Morphological, echocardiographic and hemodynamic data are presented in
Table 1, 2 and 3. There was a statistically significant 36% increase of the
heart/body weight ratio after 60 days of aortic banding compared with the
control group (P<0.05). There was a statistically significant 21% increase in
the left ventricle/body weight ratio after 60 days of aortic banding compared

with the control group (P<0.05). There was a statistically significant increase
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in left ventricular mass after 60 days of aortic banding compared with the
control group (P<0.05).

There was a statistically significant reduction of left ventricular diameters and
volumes after 60 days of aortic banding. There were no statistically significant
changes in left ventricular ejection fraction between groups. There was a
statistically significant increase in left ventricular diastolic and end-diastolic
pressures 2 months after aortic banding (P<0.05) compared with the control
group. There was a statistically significant decrease of the dP/dT (P<0.05).
There were no statistically significant changes in coronary pressures

measured after 60 days of aortic banding.

Vascular Reactivity in Hypertrophied Hearts

Contraction

There were no significant differences in the amplitude of the contraction to
potassium chloride (60 mM) between the 4 groups. There were no significant
differences in the amplitude of the contractions to prostaglandin F2a bewteen
all groups. There were no statistically significant differences in the
concentration of prostaglandin F2o needed to achieve the target level of
contraction in coronary rings from swine submitted to aortic banding

compared to the control and sham groups (Table 4).



55

Endothelium-Dependent Relaxations

NO mediated-relaxation pathway.

There was a statistically significant decrease in endothelium-dependent
relaxations to 5-HT in rings from the 2 months aortic banding group compared
with the control, sham and 24-hour banding groups (Figure 1a). There was a
statistically significant decrease in endothelium-dependent relaxations to
bradykinin in rings from the 2-month aortic banding group compared with all
groups (P<0.05) (Figure 1b). There were no statistically significant differences
in endothelium-dependent relaxations to the calcium ionophore A23187

between coronary rings from all groups (Figure 1c).

Endothelium-dependent EDHF mediated pathway:

There were no statistically significant differences in the endothelium-
dependent relaxations attributed to the EDHF in presence of BK and L-NA as
measured by the comparison of the delta between the relaxation to BK alone
and that to BK in the presence of L-NA between the 2 month banding group

versus the control group (Figure 2a, Figure 2b).

Endothelium-Independent Relaxations

There were no statistically significant differences in endothelium-independent
relaxations to the NO donor SNP in coronary rings 60 days after aortic banding

with and without endothelium compared with the control group (Figure 3).
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cGMP content of coronary arteries and plasmatic nitrite and nitrates.

There was a statistically significant decrease of cyclic GMP content in
coronary arteries after 60 days of aortic banding from 72.5 £ 13.6 to 35.6
11.8 pmol/mg proteins (P<0.05 versus control). There was a statistically
significant decrease of plasmatic nitrite and nitrates levels after 60 days of

aortic banding compared to controls (Figure 4).

Silver Nitrate Staining
Silver nitrate staining of the endothelium showed no evidence of endothelial
cell denudation with preservation of the normal cobblestone pattern of the

endothelium in coronary artery rings after two months of aortic banding

(Figure 5).

eNOS expression

eNOS immunohistochemistry showed no evidence of the decreased
expression of the protein compared to control coronary artery rings after 60

days of aortic banding (Figure 6).

Discussion
The major findings of the present study are that 1) in this porcine model of
aortic banding, chronic pressure overload is associated with the development

of significant left ventricular hypertrophy with an endothelial dysfunction of
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epicardial coronary arteries. 2) This dysfunction involves both Gi and Gg-
protein mediated relaxations with preserved expression and capacity of
eNOS to release NO but decreased nitric oxide bioavailibility and plasmatic
content of nitrite and nitrate. 3) The EDHF pathway and the endothelial

coverage of the coronary arteries are intact.

Echocardiographic and Hemodynamic studies

The development of left ventricular hypertrophy by 60 days of aortic banding
was documented by echocardiography as shown by the significant increase
in the thickness of the interventricular septum and the left ventricular posterior
wall. These finding are confirmed by the morphological measurements which
showed a significant increase in the LV mass after 2 months of pressure
overload and the significant increase in LV to body mass indicating a
significant LVH. Cardiac hypertrophy is the normal adaptive response to
pressure overload which normalizes wall stress by increasing muscle mass to
maintain pump function (1;11;12). With the development of LVH induced by
pressure overload after 60 days of aortic banding, there is a significant
increase of LV diastolic and end-diastolic pressure and decrease in dP/dT
similar to the echocardiographic features described in clinical series of
patients with LVH (11;13;14).

NO is known to have an antihypertrophic effect on the myocardium and on
vascular smooth muscle cells (9), raising the possibility that impaired NO

activity in this model, as suggested by the significant decreases in NO
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bioavailibility and production, may promote the progression of LVH.
Paracrine release of NO from coronary microvascular endothelial cells
enhances myocardial relaxation and diastolic left ventricular function (15;16).
This phenomenon has been described by McCarthy at al who showed a
direct impact of coronary endothelial dysfunction on LV contractile function in
a guinea pig model (9). In human with severe pressure-overload hypertrophy,
intracoronary injection of the exogenous NO donor SNP improve diastolic
function by reducing LV end-diastolic pressure (16). The marked decreased
release of NO by epicardial coronary arteries after 60 days of aortic banding
could contribute to the impairment of global left ventricular diastolic function
observed in this study.

Although LVH is the initial compensatory mechanism, it is ultimately followed
by a progressive decline in LV function and cardiac failure (5). In this early
stage of compensated LVH, the cardiac work remains normal as seen by the
ejection fraction is around 57% compared to 35% for patients with heart
failure (14). In this LVH model, there was no increase in LV systolic pressure
but a decreased dP/dT suggesting the reduction of the contractile state of the
LV. This experimental swine model of pressure-overload LVH results in a
compensated LVH after 60 days of aortic banding with a significant decrease
of LV diastolic function and preservation of systolic function. The reduction in
NO activity may be responsible for the later stages of LVH and development
of cardiac failure (5). The lack of significant changes in coronary pressures in

the presence of this experimental supravalvular aortic banding rules out the
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effect of pathological changes in shear stress, flow pattern as well as low
cardiac output as the cause of the epicardial coronary dysfunction and
decreased endothelium-dependent relaxations.

Contractions.

Endothelium-dependent and independent contractions to KCI and PGF2a
were not significantly different in amplitude after 60 days of aortic constriction.
No significant different was observed in the dosage of PGFz, needed for
achieving a contraction averaging 50% of the maximal contraction to
potassium chloride. This confirms the integrity of the contractile function of
vascular smooth muscle cells of epicardial coronary arteries and the lack of
increased sensitivity to these contractile agents in the pathological situation
studied. Endothelial dysfunction, manifested by an impairment of endothelium-
dependent relaxations, is due to either reduced release (or activity) of
endothelial-dependent relaxation factors, and/or a greater propensity to evoke
endothelium-dependent contractions (17). Currently, the endothelium-
dependent contraction factors (EDCF) that have been identified include
superoxide anions, endoperoxides, thromboxane A; and endothelin-1 (ET-1)
(18). Thus, EDCFs released by endothelial cells may interact chemically with
NO reducing endothelium-dependent relaxations (17). The exact role of

EDCFs in this model of pressure-overload LVH remains to be studied.
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Endothelium-dependent relaxations

Altered endothelium-dependent vasodilatation has been described in the
coronary arteries of patients with hypertension and LVH which could account for
the reduction in coronary reserve seen in LVH (1;5;7;12;19-21). This reduction
in coronary flow reserve renders the hypertrophied heart more vulnerable to
ischaemia (1;4;5;22-24). This experimental model of LVH induced by pressure
overload is associated with significant decreases in endothelium-dependent
relaxations suggesting the presence of an endothelial dysfunction. The
alterations in the endothelial cells signaling pathways preferentially involves the
Gi-protein-mediated relaxations as seen by the rightward shift in the
concentration-response curves to 5-HT, an agonist that bind to 5HT1d
receptors on the surface of endothelial cells which are coupled to Gi-proteins.
This impairment of Gi-protein mediated relaxations is similar to the blunted
endothelial dependent relaxations to acetylcholine in hypertensive patients
and in other vascular diseases such as diabetes, ischemia-reperfusion,
hypercholesterolemia and heart transplantation (17). The endothelium-
dependent relaxations to BK, which causes endothelium-dependent relaxations
by binding to B2 receptors coupled to Gg-proteins, were moderately reduced in
this model of LVH, as shown by the rightward shift in the concentration-
response curves to bradykinin but preserved maximal relaxations. Endothelium-
dependent, receptor independent mediated relaxations to the calcium
ionophore A23187, which represent the global capacity for eNOS to release

NO, is not affected by LVH as demonstrated by the lack of significant
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differences with controls. Taken together these observations suggest that, early
during the development of LVH due to aortic banding, the coronary endothelial
dysfunction is selective for G-protein mediated relaxations and is not due to a
decreased capacity of endothelial cells to release NO.

The creation of an aortic stenosis in other models is known to cause acute
erosion and loss of endothelial cells at the banding site which could lead to
decreases of endothelium-dependent relaxations if the area of denudation is of
sufficient magnitude (25). Since regenerated endothelium does not have the
same capacity for vasorelaxation as the normal endothelium (26). The
present study demonstrates that the coronary endothelial dysfunction which
develops with LVH is not due to destruction or loss of coronary endothelial cells
as shown by the preserved endothelium-dependent relaxations 24 hours after
aortic banding and histological examination by silver nitrate staining of the
endothelial surface of coronary arteries after 60 days of aortic banding which
confirmed the preservation of the normal pattern of endothelial coverage. This
suggests that the early coronary endothelial dysfunction is a functional
abnormality of the signal transduction pathway and not the consequence of a

denudation-regeneration cycle following banding of the ascending aorta.

EDHF is a diffusible factor different from NO which causes endothelium-
dependent relaxations by hyperpolarization of smooth muscle cells mediated
by an increase movement of K'ions through ATP dependent K* channels

(27). The exact physiological role of EDHF remains unknown but the EDHF
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system, which might become upregulated under conditions of impairment of
the NO/cGMP pathway and may serve as a backup mechanism to maintain
endothelium-dependent vasodilator function under conditions of impaired NO
release (28). In this endothelial dysfunction involving alterations of both Gi
and Gg-protein mediated relaxations leading to the release of NO (5HT) and
No and EDHF (BK), the EDHF pathway was studied by constructing
concentration-response curves to bradykinin in the presence or absence of
Now-L-arginine (a non reversible NO synthase inhibitor). The comparison of
the concentration-response curves suggest that the relaxation attributable to
the action of the EDHF is not affected at the time-point studied in this model

of pressure overload LVH.

Endothelium-independent relaxations

In this present study, no significant differences in endothelium-independent
relaxations to the exogenous NO donor SNP were observed which rules out
an alteration of smooth muscle cells as the cause for the endothelial
dysfunction. The decreased endothelium-dependent relaxations in the
coronary artery rings observed in this model are not due to a decreased
sensitivity of the vascular smooth muscle cells to nitric oxide donor but to

functional alterations of the signaling mechanism of the endothelial cells per se.

Other abnormalities of the L-arginine-nitric-oxide-GMPc pathway axis could

also play an important role in the pathogenesis of the coronary endothelial
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dysfunction and development of cardiac hypertrophy in LVH (29). Potential
mechanisms include a decreased synthesis of NO, a decreased availability of
cofactors (L-arginine, R-5, 6, 7, 8-tetrahydrobiopterine), reduced expression
or activity of eNOS, increased presence of endogenous eNOS inhibitors,
impairment of agonist-induced NO release at the level of the receptors due to
a functional uncoupling of G-proteins or their downregulation, and/or an
increased NO inactivation which could decreased NO bioavailability and
decreased vascular smooth muscle cells sensitivity to NO (9).

A decreased bioavailibility of L-arginine appears improbable, since
endothelial cells contains more than one thousand fold the concentration
(concentration mM) of this substrate compared with the concentration
necessary for the optimal activity of the eNOS (concentration uM). In a rat
model of aortic stenosis, L-arginine treatment increased cardiac levels of cyclic
GMP, but did not modify mass (30). Administration of L-arginine can restore
normal dilator response to acetylcholine in chr