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Sommaire

Dans le modéle de I’infarctus du myocarde aigué chez le rat, il a été démontre
que le traitement tardif avec un antagoniste sélectif du récepteur ET, de
I’endothéline améliore le remodelage et la fonction ventriculaire ainsi que la survie.
De plus, I'hypertension pulmonaire secondaire a [P’infarctus du myocarde est
améliorée par le traitement chronique avec un antagoniste ET4 de I’endothéline; par
contre, son mécanisme d’action est encore inconnu. L’objectif de ce travail est de
déterminer I’effet d’un traitement précoce avec un antagoniste sélectif du récepteur
ET, de I’endothéline sur la fonction et le remodelage cardiaque. De plus, nous
voulons déterminer les mécanismes responsables de I’hypertension pulmonaire
secondaire a l’infarctus du myocarde et vérifier le réle du récepteur ET. de
I’endothéline dans ces mécanismes.

Plusieurs facteurs influencent les phénomeénes de remodelage, la taille de
linfarctus du myocarde, la perméabilité artérielle, la contrainte pariétale et la qualité
du processus de cicatrisation. Les interventions modifiant ces facteurs peuvent
influencer le phénomeéne de remodelage. Nos résultats montrent que l'utilisation
précoce avec un antagoniste ETa de Iendothéline chez le rat post-infarctus mene a
P’altération de la formation de la cicatrice, a l'expansion de la zone infarctée, & la
dilatation du ventricule gauche et au dysfonctionnement ventriculaire. Ceci est
accompagné par une diminution de I'hypertension pulmonaire secondaire &

Pinfarctus du myocarde, comme reflétée par la diminution significative de la
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pression systolique du ventricule droit et d'une diminution des niveaux €levés de

PET-1 pulmonaire mais non cardiaque.

Le remodelage vasculaire pulmonaire et la plus grande expression des
protéines de la matrice extracellulaire représentent les mécanismes fondamentaux
impliqués dans le développement de I'hypertension pulmonaire chez le rat post-
infarctus. En dépit de l'amélioration de I’hypertension pulmonaire, nos résultats
montrent que le blocage du récepteur ET4 est insuffisant pour renverser le
remodelage vasculaire pulmonaire ou le développement de la fibrose pulmonaire
chez le rat avec I'infarctus du myocarde.

Nous concluons que l'utilisation précoce de I'antagoniste ETa de
I’endothéline chez le rat post-infarctus peut étre nuisible pour le remodelage du
ventricule gauche. Par contre, son utilisation pourrait devenir un nouveau traitement

pour prévenir |’hypertension pulmonaire secondaire a I'infarctus du myocarde.
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Chapitre 1



L. Introduction

L1  Qu’est-ce que I'insuffisance cardiaque ?

On entend par insuffisance cardiaque (IC) I'incapacité du systéme cardio-vasculaire a
fournir un apport suffisant en oxygéne et en substrats pour maintenir le métabolisme
normal de lorganisme. Il s’agit d’un déséquilibre entre le débit cardiaque et
I’ensemble des besoins de 1’organisme.

La plupart du temps, ce déséquilibre est causé par des affections du systéme
cardio-vasculaire, notamment : les affections du sysféme vasculaire périphérique
telles que Uhypertension artérielle; les affections du myocarde telles que la
myocardite, la cardiomyopathie ou I’ischémie myocardique (Braunwald, 1981).

Une anomalie primaire affectant n’importe lequel des quatre principaux
facteurs déterminants du débit cardiaque, soit la contractilit¢ myocardique; la
précharge volumique (le volume de sang pénétrant dans les ventricules durant la
diastole); la postcharge (le travail que la cavité doit accomplir pour surmonter la
résistance a I'expulsion du sang); la fréquence et le rythme cardiaque peuvent
entrainer un débit cardiaque inadéquat (Kloner and Braunwald, 1980; Braunwald,
1981; Fletcher et al, 1981). Dans I'IC déclarée, il arrive fréquemment que plusieurs

de ces déterminants présentent des anomalies.

1.2 Prévalence
La prévalence de I'IC augmente avec 1’age. Les études épidémiologiques menées aux

Etats-Unis semblent indiquer que 1% de la population souffre déja d’IC et que
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chaque année la maladie apparait chez 0.4% de la population (Rector et Cohn,

1994). En outre, chaque année, jusqu’a 0.2% de la population doit étre hospitalisée

pour un diagnostic ou un traitement (Parmley, 1999).

I.3  Classification

Les patients souffrant d’IC se divisent en deux grands groupes : les 75% qui
présentent une dysfonction systolique et les 25% qui souffrent d’une dysfonction
diastolique (Grossman, 1991).

1.3.1 Dysfonction systolique

Les patients souffrant de dysfonction systolique présentent une dilatation des cavités
cardiaques ainsi qu’une diminution de la contraction systolique. Les facteurs le plus
souvent en cause dans la dysfonction systolique comprennent : 1) une surcharge de
pression chronique; 2) une surcharge volumique de longue date; 2) une perte
myocardique; et 4) une diminution de Ja contractilité myocardique provoquée par la
maladie (Braunwald, 1981; Borow et al, 1988).

1.3.2 Dysfonction diastolique

La dysfonction diastolique se caractérise par une non-compliance ventriculaire
accompagnée d’un retard de la relaxation (Tardif et Rouleau, 1996; Mandinov et al,
2000). Ce phénoméne entraine une élévation marquée de la pression auriculaire et
une hausse de la fréquence cardiaque (Yellin et al, 1990). Les patients souffrant de
dysfonction diastolique présentent des cavités cardiaques de petite iaille et une
relaxation diastolique du myocarde anormale (Little et denes, 1990). L’¢lévation

anormale et chronique de la postcharge est souvent imputable a4 I’hypertension
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artérielle. La dysfonction diastolique est fréquemment observée en présence de

cardiopathie hypertensive et de cardiomyopathie hypertrophique (Antherton et al,

1997).

1.4 Pronostic

Le pronostic est directement li€ a la gravité clinique. Cette relation est bien illustrée
par la classification de I’IC établie par la New York Heart Association (Mc Kee et al,
1971). Les patients asymptomatiques pendant une activité habituelle mais présentant
des signes d’atteinte cardio-vasculaire et un débit cardiaque limité a I’effort extréme
souffrent d’une IC de classe I; ils ont le pronostic le plus favorable. Les patients
présentant une atteinte cardio-vasculaire trés grave, qui manifestent des symptomes
méme au repos, souffrent d’une IC de classe IV et ont le pronostic le plus sombre.

Le taux global de mortalité & 2 ans pour les hommes et les femmes souffrant
d’IC se situe entre 20 et 30%. Ce taux est beaucoup plus €élevé lorsque I'IC est & un
stade avancé; chez les patients souffrant d’une IC de classe IV, elle est de presque
75%.

L’augmentation de la taille du coeur et la réduction de la fraction d’¢jection
déterminent un pronostic médiocre chez les patients présentant une dysfonction
systolique (Chin et Goldman, 1997). Les marqueurs d’un mauvais pronostic en
présence de dysfonction diastolique sont une augmentation de 1’épaisseur pariétale et
une pression veineuse €élevée dans les lits veineux pulmonaires et systémiques

(Harizi et al, 1988).
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A mesure que I'IC évolue, les activations neurohormonales augmentent. On

peut mesurer cette activation en présence d’IC et I'utiliser pour assigner un pronostic.
Les indices de I’activation neurohormonale les plus couramment mesurés sont les

taux de sodium sérique et de noradrénaline plasmatique (cohn et al, 1984 ; Rector et

al, 1987).

II.  Physiopathologie de ’insuffisance cardiaque

A T’heure actuelle, la cardiopathie ischémique est la cause la plus courante de
insuffisance cardiaque (Wenger et al, 1987, Gambassi et al, 1998). Cette affection
comporte géncralement une atteinte de la paroi ventriculaire gauche causée par
Pinfarctus du myocarde (Sutton et al, 2000). Toutefois, 1’ischémie seule, qui touche
une grande partie de la paroi ventriculaire gauche peut avoir un effet marqué sur la
fonction systolique du cceur : une portion du myocarde cesse de se contracter et si ce
segment est de bonne taille, une dysfonction systolique globale s’ensuit (Theroux,
2000).

Les autres causes importantes sont : 1) I’hypertension artérielle chronique
chez les patients souffrant déja d’IC, des augmentations faibles mais persistantes de
la tension artérielle aggravent la maladie (Vaccarino et al, 2000); 2) une
cardiomyopathie idiopathique (Manolio et al, 1992); 3) une myocardite virale
(Roivainen et al, 2000); 4) une cardiopathie valvulaire et congénitale (Mahaff,

1999).



IL.1. Facteurs mécaniques agissant sur I’insuffisance cardiaque

Les cellules myocardiques et leurs sarcoméres contractiles s’adaptent aux
changements du débit cardiaque et 4 la tension artérielle (Colucci, 1997; Cleland,
1999). La réaction initiale de ces changements est I’accroissement de la longueur des
sarcomeres pendant la diastole. Cette distension stimule la sensibilité au calcium des
myofilaments et augmente la vitesse maximale de contraction (Braunwald, 1982;
Hajjar et al, 2000). Cependant, avec le temps, d’autres mécanismes entrent en jeu. La
nature de 1’adaptation varie selon que le stress consiste en une surcharge volumique

ou une surcharge de pression.

II.1.1. Surcharge volumique
Ce phénomeéne apparait progressivement en réaction & I’augmentation du débit
cardiaque. La surcharge volumique peut étre physiologique, résultant d’un effort
isotonique tel I’exercice (Spirito et al, 1994; Pelliccia et al, 1999) qui, avec le temps,
meéne a un cceur adapté normal mais plus gros. Dans cette situation, le volume
diastolique ventriculaire est accru, mais le rapport du rayon interne avec 1"épaisseur
pariétale est constant. En dépit du grossissement du cceur, une structure et une
fonction normales sont maintenues. Ce processus ressemblant a la croissance
normale du cceur ne comporte aucun aspect négatif (Spirito et al, 1994; Pelliccia et
al, 1999).

Dans d’autres cas tels que les insuffisances valvulaires, la surcharge
volumique est constante et peut devenir pathologique. L’augmentation de la pression

diastolique, la contrainte systolique et I’architecture anormale de la cavité
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ventriculaire gauche provoquent une hypertrophie ventriculaire gauche excentrique

et, avec le temps, I’IC (Corin et al, 1987; Conway et al, 1998; Lee et al, 2000).

I1.1.2. Surcharge de pression

La surcharge de pression chronique, comme celle qui survient dans I’hypertension
artérielle de longue date ou de sténose aortique, provoque une hypertrophie
ventriculaire gauche concentrique pathologique (Nguyen et al, 1998; Neutel et al,
1999; Brooks et al, 2000). La fonction systolique demeure normale un certain temps
alors que le ventricule gauche s’hypertrophie pour maintenir le débit cardiaque; cette
réaction entraine une augmentation de la contrainte pariétale et un accroissement de
la consommation d’oxygene. Cependant, & mesure que le ventricule gauche continue
de s’hypertrophier et que le déficit en énergie s’accroit, le myocarde devient
incapable d’assurer un débit cardiaque efficace. ‘C’est ainsi que peut apparaitre la
dysfonction systolique (Neutel et al, 1999).

La figure 1 illustre les interactions entre les facteﬁrs mécaniques agissant sur

I'insuffisance cardiaque.
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III. Remodelage ventriculaire

On décrit le remodelage ventriculaire comme l'ensemble des phénomeénes qui
conduisent au changement de géométrie du ventricule gauche apres un infarctus du
myocarde (Braunwald and Pfeffer, 1991; Pfeffer, 1995). Observés fréquemment en
cas d'infarctus transmural €tendu, particuliérement antérieur, ils aboutissent & une
dilatation ventriculaire gauche progressive, facteur important du pronostic de
l'infarctus du myocarde a long terme (Pfeffer and Braunwald, 1990 ). Le remodelage
cardiaque peut constituer un des mécanismes adaptatifs & long terme les plus
importants et les plus puissants aux changements de la charge imposée au coeur.
Certains de ces changements sont bénéfiques et compensatoires; cependant la plupart
sont nocifs et aboutissent avec le temps & la dysfonction systolique (Braunwald and
Pfeffer, 1991; Vaughan and Pfeffer, 1994; Pfeffer, 1995).

La séquence des phénomeénes de remodelage cardiaque a été précisée par
plusieurs études expérimentales et cliniques (Pfeffer et al, 1990 ; Mitchell et al, 1992;
Sutton et al 2000). Expérimentalement, des modeéles de ligature coronaire ont été
utilisés, particuliérement chez le rat (Pfeffer et al, 1984; Nguyen et al, 1998). En
clinique humaine, les phénomenes ont €té analysés essentiellement par angiographie
de contraste (Mitchell et al, 1992), et échocardiographie bidimensionnelle (Rohde et
al, 1999). Aprés un infarctus du myocarde, différents types de remodelage se
produisent dans le segment infarci qui subit une expansion, la région péri-infarcie et
le reste de la cavité ventriculaire qui fait l'objet d'une dilatation-hypertrophie

secondaire (Figure 2).
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III.1. Expansion de la zone nécrosée

La nécrose ischémique du myocarde s'accompagne -d'une réaction oedémateuse et
inflammatoire qui aboutit en l'espace de quelques jours & quelques semaines a la
formation d'un tissu cicatriciel avec un dép6t de collagéne (Hochman et Bulkley,
1982; Boyle et Weisman, 1993; Richard et al, 1995; Weber, 1997). Pendant cette
période de cicatrisation, la zone nécrosée subit une expansion et une élongation
progressive sous l'effet de 1'élévation de la contrainte pariétale (Weisman et al, 1985;
Boyle et Weisman, 1993; Richard et al, 1995). Cette expansion aboutit objectivement
a une augmentation de la surface endocardique et épicardiqué de la zone nécrosée,
sans phénoméne nécrotique supplémentaire, c'est-a-dire sans extension de nécrose 2
la faveur d'ischémie myocardique récidivante ou persistante (Hutchins et Bulkley,
1978). Au sein de cette zone, les fibres contractiles ainsi que les formations
vasculaires, en particulier capillaires, sont raréfiées (Weisman et al, 1985; Weber,
1997; Sun et Weber, 2000).

Histologiquement, l'expansion correspond a4 un amincissement pariétal
(Hutchins et Bulkley, 1978; Weisman et al, 1985), avec dilatation et déformation de
la zone nécrosée (Hochman et Bulkley, 1982; Boyle et Weisman, 1993). Les -
modifications structurales correspondent & des altérations de la disposition
myocytaire survenant conjointement avec d'importantes modifications de
l'architecture de la matrice extracellulaire qui permettent le glissement des myocytes
les uns sur les autres (Weisman et al, 1985; Anversa et al, 1986; Olivetti et al 1990).

Selon Weismann et collaborateurs, plusieurs mécanismes expliquent I'amincissement
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de la zone nécrosée : rupture cellulaire, réduction de l'espace intercellulaire,

élongation des myocytes ou glissement de groupes myocytaires les uns par rapport
aux autres (ce dernier mécanisme prédomine nettement sur I'élongation des fibres
myocytaires) (Weisman et al, 1988).

L’expansion de la zone nécrosée se produit dans une fenétre critique du temps
de cicatrisation, avant que la prolifération fibroblastique et le dépot de collagéne
n’aient donn€ naissance a un tissu fibreux solide (Cleutjens et al, 1995). Elle apparait
tres précocement, dans les 24 premiéres heures (Picard et al, 1988; Weisman et al,
1988), et se prolonge au cours des 2 premiéres semaines (Weisman et al, 1988; Boyle
et Weisman, 1993). Chez I’homme, il semble que I’essentiel du processus ait lieu
dans les 8 premiers jours (Picard et al 1988). Ultérieurement, le processus se stabilise
(dans les petits infarctus) ou continue a évoluer (dans les infarctus étendus).
L'évolution extréme d'un tel phénoméne est le développement d'un anévrisme
pariétal ou la survenue d'une rupture pariétale (Schuster et al, 1979; Pirolo et al,
1986; Jugdutt et al, 1987).

A court et a long termes, l'expansion de la zone infarctée entraine une
elévation supplémentaire de la contrainte pariétale due 4 'augmentation chronique de
volume de la cavité ventriculaire et a la moindre réduction en systole des dimensions
cavitaires (Pfeffer et Braunwald, 1990). L'élévation chronique de la contrainte
pariétale est source d'hypertrophie pariétale de la zone saine 4 long terme (Anversa et

al, 1986, Pfeffer et Braunwald, 1990).
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I11.1.1 Facteurs influengant le développement de I’expansion

La taille de la nécrose : expérimentalement, pour qu’apparaisse une expansion de la

zone nécrosée, il est nécessaire qu’au moins 10 a 15% de la masse myocardique soit
nécrosée (Weisman et al 1988).

L’extension transmurale de I’infarctus : I'expansion ne s’observe qu’en cas

d’infarctus transmural ; en cas d’infarctus sous-endocardique, méme étendu, on
suppose que la tranche sous-épicardique du myocarde sain prévient la dilatation de la
zone nécrosée (Weisman et al 1988; Pfeffer et Braunwald, 1990).

La topoeraphie de linfarctus : Iinfarctus le plus apte & développer une expansion est

P’infarctus antérieur, probablement en raison de sa taille, de la faible épaisseur de la
paroi dans la région de ’apex du coeur dont I’atteinte est quasi constante et de la
moindre compensation habituelle par la paroi inférieure. (Pirolo et al, 1986; Pfeffer et
Braunwald, 1990).

Les déformations du ventricule sont plus fréquentes et plus importantes au
niveau de la paroi apicale du ventricule gauche ou le rayon de courbure du ventricule
est plus élevé mais aussi, physiologiquement, la paroi plus fine. Les infarctus
inférieurs, en général moins étendus, évoluent moins vers |’expansion, peut étre en
raison de la plus grande épaisseur de la paroi postérieure et de la compensation par la

cinétique de la paroi antérieure (Anversa et al, 1986; Pfeffer and Braunwald, 1990).
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I1I.2 Dilatation de la zone non nécrosée

Le remodelage du ventricule gauche ne se limite pas a des modifications de
géométrie de la zone infarctée. On observe en effet une dilatation de la zone saine du
ventricule gauche (Pfeffer et Braunwald, 1990). Les phénoménes ont été précisés par
Pfeffer et collaborateurs sur un modéle de ligature coronaire chez le rat (Fletcher et
al, 1981; Pfeffer et al, 1985; Braunwald et Pfeffer, 1991; Pfeffer, 1995). Les
phénomeénes observés expérimentalement ont été confirmés chez I'homme (Pirolo et
al, 1986; Rouleau et al, 1996, Pfeffer et al, 1997; St John Sutton et al, 1997).

Des sa constitution, l'infarctus du myocarde entraine une amputation de la
performance systolique du ventricule gauche, une augmentation des pressions de
remplissage du ventricule gauche et une augmentation du volume télédiastolique
(Fletcher et al, 1981; Pfeffer et al, 1985). La premiére conséquence est, sauf dans les
nécroses trés étendues avec défaillance cardiaque immédiate, le maintien du volume
d'éjection systolique ventriculaire gauche a un niveau normal grice, a la fois a la
dilatation de la zone saine (mise en jeu du mécanisme de Frank-Starling), et a
I'hyperkinésie de la paroi non intéressée par la nécrose (Pfeffer et Braunwald, 1990).
La deuxiéme est l'augmentation de la contrainte pariétale (loi de LaPlace) qui met en
jeu la série de changements qui, a court et 4 long termes, conduisent au remodelage
du ventricule gauche (Pfeffer et Braunwald, 1990).

La dilatation de la zone saine est immédiate et persiste a aistance malgré la
normalisation des pressions de remplissage ventriculaire, ce qui laisse supposer qu'il

s'agit d'un phénoméne actif. Le ventricule gauche tend a devenir plus sphérique.
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L'importance de la tendance a la sphéricisation du ventricule gauche est utilisée en

clinique pour quantifier l'intensité des phénomeénes de remodelage (Picard et al,
1990). Cette dilatation cavitaire, opérée par glissement des fibres, sans modification
de l'espace intercellulaire, ni étirement myocytaire s'accompagne a long terme d'une
hypertrophie pariétale réactionnelle qui normalise la contrainte pariétale,
incomplétement dans les infarctus trés étendus (Weisman et al, 1985; Anversa et al,
1986; Olivetti et al, 1990). L'augmentation de la masse myocardique est constante
mais d'intensité et d'évolution & long terme variables selon la taille de l'infarctus du
myocarde (Pfeffer et Braunwald, 1990). Dans les infarctus de petite taille,
I'hypertrophie pariétale normalise complétement la contrainte pariétale de telle sorte
que la fonction ventriculaire n’est pas globalement affectée. Elle est incomplétement
normalisée dans les infarctus de taille moyenne et continue & augmenter dans les
infarctus de grande taille, détruisant plus de 20% de la masse du ventricule gauche,
ce qui aboutit & une dilatation cavitaire supplémentaire et a une réduction de la
distensibilité de la chambre ventriculaire due a l'apparition de fibroses interstitielles
et a la présence de la zone nécrosée fibreuse et relativement inextensible (Weber,
1997; Sun and Weber, 2000).

Dans l'immédiat, la dilatation cavitaire et 'nypertrophie pariétale ont un effet
bénéfique et maintiennent la fonction de pompe du ventricule gauche (Litwin et al,
1991). A long terme, l'hypertrophie ventriculaire gauche, comme dans toute
surcharge volumétrique chronique, peut s'avérer délétére (Mayer et Rubin, 1995).

Elle évolue de la méme fagon qu'une hypertrophie-dilatation de surcharge volumique
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avec la survenue a long terme d'anomalies myofibrillaires et de fibroses

interstitielles, source de défaillance cardiaque a long terme (Weber et Brilla, 1991;
Weber et al, 1994). Ces phénomeénes ont été confirmés en clinique humaine (Rouleau

et al, 1996; Pfeffer et al, 1997; St John Sutton et al, 1997).

Globalement, les phénomeénes de remodelage ventriculaire aboutissent a :
- une détérioration de la fonction systolique du ventricule gauche lide 2
I'hypertrophie trés évoluée et a la réduction du potentiel contractile ;
- une détérioration de la fonction diastolique du ventricule gauche due a
une diminution de la distensibilité ventriculaire en raison de la présence

de tissu cicatriciel inextensible et d'hypertrophie ventriculaire gauche.

IV~ Facteurs influencant le remodelage
ventriculaire

Le remodelage cardiaque est un processus complexe et multifactoriel. Plusieurs
facteurs comme la taille de I’infarctus, la perméabilité artérielle, les modifications de
la postcharge, le processus de cicatrisation et I’hypertrophie ventriculaire peuvent

influencer les phénomenes de remodelage cardiaque.

IV.1 Taille de l'infarctus du myocarde
Le remodelage ventriculaire est d'autant plus intense si l'infarctus est plus étendu
(Fletcher et al, 1981; Pfeffer et al, 1985). Il existe une relation directe entre le volume

télésystolique et la taille de I'infarctus (Fletcher et al, 1981). Cela explique que le
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remodelage ventriculaire est surtout causé par des infarctus antérieurs. Le

remodelage est de plus faible intensité au cours de l'évolution de l'infarctus du
myocarde inférieur (Pfeffer et Braunwald, 1990). Les déformations du ventricule
sont plus fréquentes et plus importantes au niveau de la paroi apicale du ventricule
gauche ou le rayon de courbure du ventricule est plus élevé mais aussi,
physiologiquement, la paroi plus fine. Enfin, il ne s'observe pratiquement pas dans
les infarctus non transmuraux probablement en raison d'une épaisseur pariétale
demeurant élevée. Il existe une relation directe entre 'épaisseur de la paroi et le
nombre de fibres musculaires persistant en son sein (Weisman et al, 1988). En
d'autres termes, plus la nécrose est compléte, plus l'amincissement est grand, plus
l'expansion est intense (Anversa et al, 1986; Weisman et al, 1988).

Inversement, la limitation de la taille de l'infarctus du myocarde par
reperfusion précoce aboutit a la limitation des phénoménes de remodelage
ventriculaire gauche. La plupart des études effectuées sur ce sujet I'ont confirmé
(Markis et al, 1981; Schaer et al, 1987; Ross, 1989 ; Lamas et al, 1991; Steurer et al,
1996). La fraction d'éjection est plus élevée, les volumes ventriculaires, en particulier
le volume télésystolique, sont plus faibles chez les malades soumis & un traitement
thrombolytique (McKay et al, 1986; Ross et al, 1999).

La taille de l'infarctus du myocarde étant un des éléments majeurs de
déterminisme du remodelage ventriculaire (Pfeffer »etA Braunwald, 1990), il semble

¢vident que l'intervention pharmacologique la plus susceptible de limiter le
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remodelage est la limitation de la taille de l'infarctus du myocarde par reperfusion

précoce (Ross, 1989; Lamas et al, 1991; Steurer et al, 1996).

IV.2 Perméabilité artérielle : I'hypothése de I'artére ouverte

S1 la reperfusion précoce de l'artére responsable de l'infarctus est susceptible de
limiter la taille de l'infarctus du myocarde et, le remodelage ventriculaire gauche, il
semble également que la reperfusion artérielle intervenant dans des délais au-dela
desquels un sauvetage myocardique peut étre espéré, c'est-a-dire au-dela de la 6°
heure, puisse, elle aussi, limiter le remodelage ventriculaire (Warren et al, 1988;
Marroquin and Lamas, 2000; Sadanandan and Hochman, 2000).

Des observations antérieures avaient montré que chez des malades souffrant
d'infarctus du myocarde soumis a un traitement conventionnel, la fonction systolique
du ventricule gauche et les volumes ventriculaires étaient plus altérés chez ceux dont
l'artére était restée occluse par rapport a ceux dont l'artére s'était reperméabilisée
tardivement (Theroux et al, 1976; Fishbein et al, 1980; Schroder et al, 1989). Dans
une analyse rétrospective, les patients soumissent a un traitement thrombolytique et
reperfusés tardivement ont la fonction ventriculaire gauche et les volumes
ventriculaires moins altérés que chez les malades dont l'artére était demeurée occluse
(Steg et al, 1998).

Ces phénomeénes ont été¢ confirmés expérimentalement par Hochman et
collaborateurs qui ont démontré avec un modele de ligature coronaire que la

dilatation cavitaire aprés infarctus était moindre chez les animaux reperfusés au-dela
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des délais susceptibles de procurer un sauvetage myocardique que chez les

animaux non reperfusés, alors que la taille de l'infarctus était identique dans les deux
groupes (Hochman et Choo, 1987).

Le mécanisme d'action de la reperfusion tardive sur le remodelage
ventriculaire est imparfaitement connu (Yousef et Marber, 2000). On estime que la
restauration méme tardive d'un flux sanguin accélére le processus de cicatrisation,
réduit les phénomeénes ischémiques résiduels au sein ou a ’entoure de la zone
nécrosée, et sert d'armature a la zone infarctée (Marroquin et Lamas, 2000;
Sadanandan et Hochman, 2000). La présence d'un flux collatéral aurait le méme effet

(Agati, 1999; Leclercp et al, 1999).

IV.3  Les modifications de la postcharge

Chez les hypertendus, les phénomeénes de remodelage sont plus actifs et plus sévéres
que chez les normotendus (Pfeffer and Pfeffer, 1988; Zhu et al, 1997).
Expérimentalement, l'intervention sur les conditions de charge a confirmé le
caractere aggravant des médicaments vasoconstricteurs (Molstad and Abdelnoor,
1991; Jugdutt et al, 1996; Stump et al, 2000).

Inversement, la réduction des conditions de charge du ventricule gauche par
des moyens pharmacodynamiques est susceptible de limiter les phénoménes de
remodelage. L'utilisation des dérivés nitrés ou tout autre médicament susceptible de
réduire la pression systémique et la résistance vasculaire sont susceptibles de

prévenir ou de limiter les phénomeénes de remodelage ventriculaire. Cela a été montré
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chez le rat avec les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine

(Fletcher et al, 1981; Pfeffer et al, 1985; Braunwald and Pfeffer, 1991) et les dérivés
nitrés (Ohlin et al, 1998; Charles et al, 1999). Les mémes observations ont été faites
avec les mémes produits en clinique humaine (Rouleau et al, 1994; Rutherford et al,

1994; Pfeffer et al, 1997; Garratt et al, 1998).

IV.4 Interventions pharmacologiques sur le processus de
cicatrisation

Les médicaments interférant avec le processus de cicatrisation peuvent avoir un effet
néfaste sur le remodelage en limitant 1'épaisseur de la zone nécrosée. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens en particulier l'indométhacine (Jugdutt et al, 1979;
Hammerman et al, 1983; Hammerman et al, 1984; jugdutt and Basualdo, 1989) et
l'ibuproféne (Brown et al, 1983; Cannon et al, 1985) et plus récemment I’antagoniste
B; (HOE 140) de la bradykinine (Frimm et al, 1996) sont capables de réduire
I'épaisseur de la cicatrice fibreuse de la zone nécrosée chez des modéles animaux. En
clinique humaine, I'indométhacine a été montrée capable d'amincir la paroi nécrosée
et de favoriser la survenue de rupture pariétale et d'anévrisme ventriculaire. En
clinique, cela pose le probleme des interventions médicamenteuses durant la phase
initiale de l'infarctus du myoéarde, celles en particulier destinées a limiter la
fréquence de la réocclusion secondaire aprés traitement thrombolytique. Comme les
anti-inflammatoires non stéroidiens sont également des antiplaquettaires puissants,
certains d'entre eux ont été utilisés dans cette indication. I serait 4 ce titre intéressant

de vérifier dans les essais qui ont utilisé ce type d'anti-inflammatoires si des ruptures
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pariétales ou des anévrismes ventriculaires furent observées plus fréquemment

dans le groupe des patients traités.

IV.S Hypertrophie ventriculaire

L’hypertrophie ventriculaire gauche est un des domaines de la recherche cardio-
vasculaire qui s'est développée le plus rapidement ces derniéres années en raison du
volume considérable d’informations issues des études sur la biochimie cellulaire et
moléculaire ainsi que sur les travaux morphologiques, physiopathologiques et
cliniques. Les grandes études épidémiologiques ont mis en évidence le role délétére
de T'hypertrophie ventriculaire gauche qui conduit & terme vers 1’insuffisance
cardiaque congestive et qui est associée a un risque accru de mort subite (Pfeffer et
al, 1992; Bolognese and Cerisano, 1999). Parallélement, plusieurs investigations
chez I’animal d’expérience et chez I"homme ont démontré que certaines interventions
thérapeutiques pouvaient faire régresser 1’hypertrophie ventriculaire gauche, du
moins partiellement (Pfeffer and Braunwald, 1990; Pfeffer et al, 1992; Colucci,
1997).

La qualit¢ de la réponse hypertrophique dépend de la nature du chargement
imposé au cceur, et peut constituer I'hypertrophie concentrique (dans laquelle le ratio
de l'épaisseur de la paroi sur le diamétre de la cavité du ventricule gauche augmente)
ou I'hypertrophie excentrique (dans laquelle le ratio de 1’épaisseur de la paroi et le
diamétre de la cavité diminue) (Sutton and Sharpe, 2000). L'hypertrophie cardiaque

a cgalement ¢ét¢ distinguée comme étant physiologique ou pathologique.
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L'hypertrophie physiologique est considérée comme un processus bénin lequel se

produit, par exemple, chez les athlétes, et qui n’a pas de conséquences néfastes sur la
fonction ventriculaire menant a I’insuffisance cardiaque (Braun, 1994; Colan, 1997).
En revanche, I'hypertrophie pathologique, par exemple, a la suite de I'hypertension, a
finalement comme conséquence 1’insuffisance ventriculaire (Weber et al, 1992;
Weber and Brilla, 1993; Calderone et al, 1995).

Dans I'hypertrophie pathologique il y a un dépdt excessif de collagéne
interstitiel (Weber and Brilla, 1993). Ceci augmente la rigidité cardiaque, entravant
de ce fait la relaxation diastolique et le remplissage, aussi bien que la contraction
systolique du cceur chez I'homme et les modéles animaux (Weber, 1997). Beaucoup
de facteurs peuvent étre impliqués dans la régulation de la fourniture de I'oxygéne au
tissu. Le dépdt de collagéne est un de ces facteurs. L'excés de collagéne contribue a
Pocclusion des vaisseaux coronaires, limitant de ce fait I'approvisionnement de
l'oxygene et causant un balancement négatif d'énergie (Swynghedauw, 1999).

L'approvisionnement de l'oxygéne peut également é&tre limité par le
développement inadéquat de l'approvisionnement vasculaire, c'est-a-dire une
diminution de la densité capillaire, en association avec la réponse hypertrophique
telle quobservée dans lhypertrophie pathologique (Cleutjens et al, 1999;
Swynghedauw, 1999; Sun and Weber, 2000).

La variation dans la balance d'énergie par les processus qui se produisent dans
l'interstitium cardiaque peut alors modifier le phénotype de myocyte, qui a été

proposé pour commuter & un programme feetal, comportant non seulement un
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changement de I’isoforme de myosine rapide a une plus lente consommant moins

d’énergie sous forme d’ATP, mais également un passage d’un métabolisme utilisant
préférentiellement les lipides comme substrat & un métabolisme utilisant le glucose
comme source principale d’énergie (Swynghedauw, 1999). De cette fagon, toutes les

composantes du muscle cardiaque contribuent au fonctionnement approprié du cceur.

IV.5.1 Changements morphologiques

La plus grande partie du volume du cceur de mammifére adulte normal est occupée
par des myocytes et constitue le noyau de I'unité contractile du ceeur. Les myocytes
contiennent plusieurs protéines contractiles spécifiques qui se contractent de fagon
rythmique et coordonnée. Ils sont entourés par des capillaires, composés par les
cellules endothéliales, et fournissent l'oxygéne aux myocytes. Les capillaires
entourent les myocytes en prenant une forme hexagonale qui optimise les distances
de diffusion de l'oxygene (Cleutjens et al, 1999; Swynghedauw, 1999; Sun and
Weber, 2000).

La principale structure squelettique du cceur est fournie par la matrice
extracellulaire (Weber, 1997). Les protéines de la matrice extracellulaires, comme le
collagéne du type IV, sont présentes dans la membrane basale entourant le myocyte.
D'autres types de collagéne, tels les types I, IIl et VI de collagéne, sont présents dans
et autour des artéres coronaires et dans ['interstitium. Dans un cceur normal adulte, les
collagénes interstitiels composent 1-2% du volume du cceur. Des protéines de la
matrice extracellulaire sont produites par les fibroblastes, qui sont également trouvés

dans l'interstitium (Weber, 1997). Globalement, les myocytes, la matrice
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extracellulaire et le phénomeéne de la vascularisation cardiaque sont les principaux

déterminants du fonctionnement cardiaque. Une modification d’un ou de plusieurs de
ces facteurs déterminants peut influencer le fonctionnement normal du coeur
(Cleutjens et al, 1999; Sun and Weber, 2000).

L’hypertrophie ventriculaire gauche peut étre observée dans une grande
variété de situations cliniques. Physiologiquement, c¢’est le mécanisme normal par
lequel la paroi des ventricules, et tout particuliérement celle du ventricule gauche,
s’épaissit au cours de la croissance. Pendant les tous premiers mois de la vie, les
cellules myocardiques se multiplient mais ce phénoméne cesse rapidement, et
ultérieurement 1’accroissement du volume du cceur est dd 4 la seule augmentation du
volume des myocytes existants. Chez le sujet 4gé, il existe une augmentation de la
masse ventriculaire gauche partiellement causée par I’hypertrophie mais aussi par un
dépdt de collagene dans la paroi ventriculaire (Swynghedauw, 1999).

En physiopathologie humaine, on distingue schématiquement les
hypertrophies ventriculaires gauches secondaires & une augmentation chronique de la
tension pariétale en raison d’une surcharge de pression ou d’une surcharge de volume
et les myocardiopathies hypertrophiques (Weber, 1997). L’hypertrophie concentrique
secondaire aux surcharges mécaniques chroniques (hypertension artérielle, sténose
aortique) est caractérisée par une prolifération des sarcomeéres en paralléle avec les
sarcomeres existants. L’augmentation de 1’épaisseur de la paroi est due 4 une
augmentation du diametre des fibres. C’est un mécanisme compensatoire qui a pour

but la normalisation de la tension pariétale systolique (Weber, 1997; Swynghedauw,
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1999). Dans I’hypertrophie excentrique, on observe une élongation des fibres avec

une augmentation des sarcomeéres en série avec les sarcomeéres existants (Weber,
1997; Swynghedauw, 1999). La cause la plus fréquente est représentée par les
insuffisances valvulaires, aortiques ou mitrales, entrainant une régurgitation
chronique responsable de la dilatation cavitaire. En application de la loi de Laplace,
cette augmentation du volume ventriculaire gauche accroit la tension pariétale et,
dans un but compensateur, il se développe une hypertrophie de la paroi (Buckberg,
1999).

Dans I’infarctus du myocarde, I’hypertrophie est due a la destruction d’une
partie de la paroi myocardique. Les cellules cardiaques ne se divisent pas, elles
démontrent néanmoins une croissance résultant en un volume cellulaire plus grand.
Cette hypertrophie cellulaire compense en partie pour la perte nette des cellules
cardiaques qui ont subi un endommagement irréversible. L’importance de cette
hypertrophie dépend de 1’étendue de infarctus initial (Fletcher et al, 1981; Pfeffer et
al, 1985).

IV.5.2 Changements phénotypiques

L'expression des génes change au cours de I'hypertrophie ventriculaire gauche. Ceci
est dii aux deux principales protéines contractiles, myosine et actine, principales
protéines intervenant dans la contraction, constituants essentiels des filaments épais

et fins des sarcoméres (Swynghedauw, 1999).
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I¥.5:21 Isomyosines

Le changement d'isoforme de la chaine lourde de la myosine a été le premier
exemple et le plus étudié d’une phénoconversion survenant en réponse 4 une
surcharge de travail hémodynamique (Swynghedauw, 1999). Les filaments épais du
sarcomere peuvent contenir deux isoformes différentes de la chaine lourde de la
myosine, a-MHC et B-MHC. Chez le rat, il a été démontré qu’une surcharge
chronique de travail hémodynamique augmente I’isoforme B-MHC (I'isomyosine BB
ou V3) et une diminue I'isoforme o-MHC (l'isomyosine aio. ou V1) (Yoshiyama et
al, 1997; Gidh-Jain et al, 1998). Les ventricules de rat contiennent normalement
environ 90% de o-MHC. Par contre, elle est faible dans les ventricules humains qui
sont 4 tous les stades de la vie essentiellement composés de f-MHC. Le changement
de I'isoforme a-MHC en isoforme B-MHC résulte en une molécule de myosine
hydrolysant plus lentement I'ATP, ce qui explique la plus faible vitesse de
raccourcissement de la fibre cardiaque hypertrophiée et cela est généralement
considéré comme avantageux car il permet de maintenir une tension normale & un
colit énergétique moindre. Chez I’humain, un changement de la proportion de
isoforme B aurait peu ou pas d’impact sur la performance mécanique du cceur
puisqu’elle est déja prédominante chez le cceur sain. Comme B-MHC est l'isoforme
prédominante des ventricules de rats feetaux, de 1a était venue lidée d'une
réexpression d'un phénotype feetal dans 1’hypertrophie cardiaque. p-MHC augmente

¢galement au cours du vieillissement (Swynghedauw, 1999) supportant I'hypothése
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selon laquelle la perte myocytaire qui survient dans les cceurs 4gés produit une

surcharge de travail sur les myocytes restants.

IV5.2.2 Isoactines

La contraction est due a l'activation par l'actine de l'activité ATPasique de la
myosine. Cette activation peut impliquer deux isoformes de l'actine, l'actine a-
squelettique et l'actine a-cardiaque et les surcharges de travail hémodynamique
modifient leur expression. L'actine a-squelettique n'est pas augmentée dans le cceur
sénescent et 'homologie entre le coeur surchargé et le cceur sénescent est donc f-
MHC élevée et actine a-squelettique basse (Yoshiyama et al, 1997; Gidh-Jain et al,
1998). Chez 'homme, et contrairement aux rongeurs, 1’acide ribonucléique messager
(ARNm) codant pour l'actine a-squelettique augmente au cours du développement

normal et représente l'isoforme majoritaire du cceur adulte (Swynghedauw, 1999).

IV.5.2.3 Le facteur atrial natriurétique (ANP)

Concomitant avec les changements des génes contractiles foetaux, 1’augmentation de
Iexpression d’ARNm codant pour I'ANP est associée avec I’hypertrophie
ventriculaire (Nicholls et al, 1993; Mair et al, 1999). L’ANP n’est normalement
séerété que par les oreillettes. C'est le meilleur marqueur biologique de surcharge
mécanique puisqu'il s'exprime dans les ventricules surchargés mécaniquement, méme
lorsque cette surcharge est de trés courte durée (Nicholls et al, 1993). Le réle

physiologique de cette augmentation n'a pas été élucidé. Cependant, Calderone et al
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ont récemment constaté que I’ANP et d'autres agents, favorisant I’augmentation de

guanosine-monophosphate cyclique (GMPc), peuvent empécher la croissance et
moduler le phénotype des myocytes ventriculaires de rat néonatal en réponse & divers
stimulus hypertrophiques (Calderone et al, 1998). Il est possible qu'une augmentation
d’ANP ventriculaire soit un mécanisme de régulation qui module la réponse

hypertrophique.

IV.5.3 Stades évolutifs de ’hypertrophie ventriculaire gauche
Le physiopathologiste Meerson (Meerson and Pshennikova, 1965) a décrit trois
phases évolutives successives dans le développement de 1’hypertrophie ventriculaire
gauche secondaire a une surcharge mécanique modérée et chronique : une premiére
phase d’hyperactivité cellulaire avec augmentation de la synthése protéique et de
"ARN (en moins d'une heure) puis une phase, souvent trés longue, d’hypertrophie
compensatrice caractérisée par 1’accroissement de la taille des myocytes et enfin une
phase de défaillance ventriculaire se traduisant par les signes cliniques et les
anomalies hémodynamiques caractéristiques de I”insuffisance cardiaque congestive.
La genése de I’hypertrophie ventriculaire gauche est multifactorielle
(Swynghedauw, 1999). Les modéles animaux et cliniques ont souligné I’importance
de 'augmentation de pression et de volume mais également de la vitesse de cette
augmentation et de sa durée (Pfeffer et Braunwald, 1990). Mais cette théorie
mécanique est insuffisante et un peu simplificatrice pour expliquer la genése de
I'hypertrophie ventriculaire gauche, surtout pour I’hypertrophie de cause inconnue

sans surcharge mécanique. D’autres facteurs ont donc été incriminés tels que : une
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prédisposition génétique, le sexe, I’hyperviscosité sanguine, l'hyperactivité du

systéme nerveux sympathique et enfin l'intervention de facteurs neuro-hormonaux
qui ont fait ’objet de trés nombreux travaux ces derniéres années (Sigurdsson and

Swedberg, 1996).

1V.6 Hypertension et cedéme pulmonaire secondaire a Pinsuffisance
cardiaque

Dans I'IC, il semble que le défaut d'éjection systolique qui ne vide pas les ventricules
provoque une accumulation du sang dans le cceur et dans la circulation veineuse et
diminue le volume artériel. Dans les insuffisances cardiaques modérées, une légére
augmentation de volume sanguin est néanmoins susceptible de rétablir le volume
artériel et vers un nouvel équilibre. En effet, selon I’application au cceur des lois de
Starling, une augmentation du volume sanguin ventriculaire peut, jusqu'a un certain
point, entrainer une augmentation de la force de contraction ventriculaire et donc du
débit cardiaque. Cependant, si l'atteinte cardiaque est plus sévére, la rétention
liquidienne est insuffisante pour contrecarrer le déﬁ.cit du volume sanguin artériel.
Les liquides s'accumulent alors dans la circulation veineuse, la pression
hydrostatique s'y accroit et provoque la formation d'cedémes. L’cedéme pulmonaire
limite les échanges gazeux, entraine une hypoxie qui, & son tour, provoque
I’hypertension pulmonaire et atténue le fonctionnement cardiaque. Dans I'IC du
ventriculaire gauche, la pression veineuse et capillaire pulmonaire augmentent (ce
qui peut entrainer un oedéme pulmonaire), puis s'éléve ensuite la pression artérielle

pulmonaire ; celle-ci a son tour retentit sur I'éjection systolique ventriculaire droite,
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aboutissant a une augmentation des pressions télédiastolique ventriculaires droites,

veineuses, centrale et périphérique, ce qui augmente la probabilité de la formation
d'cedémes.

La cellule endothéliale joue un réle primordial dans la modulation du tonus
vasculaire pulmonaire, par l'intermédiaire de nombreux médiateurs paracrines qu'elle
synthétise (Dinh-Xuan, 1992). Parmi les substances vaso-actives d'origine
endothéliale, la famille des endothélines représente un groupe de puissants
vasoconstricteurs dont l'action est contrebalancée par celles des vasodilatateurs,
prostacycline (PGI), monoxyde d'azote (NO) (Dinh-Xuan, 1992) et facteur
endothélial hyperpolarisant (EDHF). Ces facteurs contrdlent le tonus du muscle lisse
sous-jacent, la prolifération de nombreux types cellulaires de la paroi vasculaire
pulmonaire, ainsi que l'agrégation plaquettaire (Dinh-Xuan, 1992).

Les études électrophysiologiques sur diverses artéres, dont 1’artére coronaire
humaine, démontrent que 1’acétylcholine et d’autres vasodilatateurs endothélium-
dépendants provoquent des hyperpolarisations et des relaxations endothéliﬁm-
dépendantes, qui sont dues & un facteur endothélial hyperpolarisant et diffusible
(EDHF), différent de NO et de la prostacycline (Feletou et al, 1999; Brandes et al,
2000). L’identité chimique de I’EDHF n’est pas connue et plusieurs EDHF peuvent
exister. Dans certains vaisseaux sanguins, les acides épixyeicosatriénoiques (EET),
formés a partir de 1’acide arachidonique par I’action du cytochrome P-40, peuvent

correspondre a I’EDHF (Campbell et al, 1996; Gebremedhin et al, 1998).
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L’hyperpolarisation des cellules du muscle lisse induite par I’EDHF est

relayée par une augmentation du flux des ions potassium. Le type de canal K*
impliqué n’a pas ¢été établi définitivement, mais ces canaux sont plus
vraisemblablement des canaux K calcium-dépendants que ATP-dépendants (Taylor
et al, 1988; Cohen et al, 1995). Comme pour le NO, la libération d’EDHF nécessite
une augmentation de la concentration de Ca’’ intracellulaire des cellules
endothéliales.

La contribution de I’hyperpolarisation & la relaxation vasculaire endothélium-
dépendante varie en fonction de la taille des artéres et elle est prédominante dans les
vaisseaux de résistance (Campbell et al, 1996; Urakami-Harasawa et al, 1997,
Feletou et al, 1999). Dans les grosses artéres, les deux médiateurs (NO et EDHF)
peuvent contribuer aux relaxations endothélium-dépendantes, mais le role de NO
prédomine dans les circonstances normales. Dans ces artéres, si la synthése de NO
est inhibée, PEDHF peut étre a I’origine de relaxations endothélium-dépendantes
pratiquement normales (Kilpatrick et al, 1994; Feletou et al, 1999).

Dans les pathologies comme 1’athérosclérose ou I'hypertension artérielle
pulmonaire (Dinh-Xuan et al, 1991), lorsque la production ou 1’activité de NO sont
réduites, la contribution de ’EDHF peut étre importante pour la régulation du tonus
vasculaire. Il existe également un déséquilibre de la balance PGI,/thromboxane A, en
faveur de ce dernier qui posséde a la fois des effets vasoconstricteurs et
procoagulants (Christman et al, 1992). Enfin, l'expression cellulaire et les téux

sanguins de l'endothéline-1 sont augmentés dans diverses formes d'hypertension
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artérielle pulmonaire (Giaid et al, 1993). Du fait de leurs propriétés inhibitrices de

l'activation plaquettaire, la baisse de la production du NO et de la PG par la cellule
endothéliale favorise l'agrégation plaquettaire et l'adhérence des plaquettes a la paroi
vasculaire. Ainsi, il est probable que tout mécanisme entrainant un
dysfonctionnement de la cellule endothéliale pourra perturber 'homéostasie régnant
entre les processus de synthése des facteurs endothéliaux vasodilatateurs et
constricteurs. Cette perturbation entraine un déséquilibre de la balance en faveur des
facteurs vasoconstricteurs. La vasoconstriction pulmonaire qui en résulte va
s’intriquer aux lésions thrombotiques et aux modifications histologiques du lit
vasculaire pulmonaire pour participer a4 la constitution et a 1’aggravation de
I'hypertension artérielle pulmonaire (Figure 3).

Il a ét¢ démontré dans I’hypertension artérielle pulmonaire secondaire a I'IM
modéré, qu’une diminution de Pexpression de la NO synthase endothéliale est
observée dans le poumon des rats infarctés (Driss et al, 2000). Par contre, son activité
reste inchangée dans I’hypertension artérielle pulmonaire primaire induite par
Iinjection de monocrotaline (substance toxique détruisant les cellules endothéliales
pulmonaires) (Pri¢ et al, 1998). Il est possible qu’une diminution de la synthése du
NO pulmonaire soit associée a I’hypertension artérielle pulmonaire secondaire et non

a ’hypertension artérielle pulmonaire primaire
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V.  Hypothése neurohormonale

Pendant plusieurs années, I’insuffisance cardiaque a été considérée comme un
désordre hémodynamique (Swynghedauw, 1999). Selon cette hypothése,
Pinsuffisance cardiaque a évolué suivant des dommages au cceur, déclenchant une
série d'événements hémodynamiques, menant & la progression de la maladie, et
finalement a I'insuffisance cardiaque et la mort du patient. Dans la mesure oil les
médecins ont visualisé 1’insuffisance cardiaque comme un désordre hémodynamique,
ils ont approché son traitement en essayant d'améliorer ces dérangements
hémodynamiques. En conséquence différents agents inotropiques positifs, comme les
digitaliques et les drogues vaso-dilatatrices périphériques, étaient synthétisés et
évalués en clinique. Malheureusement, les résultats cliniques ont été décevants. En
depit d'exercer des effets hémodynamiques favorables, la thérapie a long terme avec
une variété d'agents inotropiques positifs ou vasodilatateurs n'ont fourni aucun
avantage clinique et beaucoup ont compromis la survie des patients présentant une
insuffisance cardiaque (Pfeffer et Pfeffer, 1988). De plus, les traitements & long
terme des drogues utilisées dans 1'IC chronique ont prouvé que les réductions de la
mortalit¢ et de la morbidité sont mal corrélées avec des changements
hémodynamiques. Ces observations ont soulevé des doutes importants au sujet de la
validité de I’hypothése hémodynamique dans I'insuffisance cardiaque. En raison des
limitations du modéle hémodynamique, I’hypothése alternative du désordre
neurohormonal a été postulée (Packer, 1992; Rouleau et al, 1994). Cette hypothése

est basée sur l'observation que plusieurs systémes neurohormonaux avec des effets
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cardiaques et vasculaires sont activés chez les patients présentant une insuffisance

cardiaque chronique, et cette activation neurohormonale contribue aux anomalies
hémodynamiques et cliniques de la maladie (Figure 4).

L’insuffisance cardiaque est alors considérée comme un désordre de
multisystémes qui se caractérise par les anomalies de muscle cardiaque et
squelettique, de la fonction rénale, une stimulation du systéme nerveux sympathique
et une configuration complexe des changements neurohormonaux. I.’insuffisance
cardiaque chronique est associée a I’activation et aux changements de la régulation
du systtme neurohormonal autonome. Bien que ces mécanismes compensatoires
neurohormonaux fournissent le support valable pour le cceur dans des circonstances
physiologiques normales, ils ont également un ‘role fondamental dans le
développement et la progression ultérieure de 1’insuffisance cardiaque chronique

(Packer, 1992; Rouleau et al, 1994).
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V.1 Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone

L’angiotensine-II (ATy) est un octapeptide qui est le produit final d’une cascade de
réactions enzymatiques dont les deux principales étapes sont la production de
l'angiotensine-I a partir de 1’angiotensinogéne sous l’effet de la rénine, et la
production d'ATy a partir de l'angiotensine-1 sous l'effet de I'enzyme de conversion
(Schnee et Hsueh, 2000) (Figure 5). L’ATy joue un rdle trés important dans
I'homéostasie et notamment dans le maintien de la pression artérielle, des résistances
périphériques et du volume extracellulaire. De plus, elle a été considérée comme un
facteur trophique qui influence notamment la multiplication des cellules musculaires
lisses dans la paroi artérielle et I'hypertrophie des myocytes cardiaques (Schnee et
Hsueh, 2000). Dans ce contexte, le développement de bloqueurs des récepteurs AT,
qui sont distribués dans les principaux tissus-cibles de l'appareil cardio-vasculaire et
¢galement dans les reins, la cortico-surrénale, le cerveau et le foie, parait logique. La
stimulation des récepteurs AT; entraine la croissance cellulaire des cellules
musculaires lisses et des cardiomyocytes, la prolifération de la matrice
extracellulaire, la synthése du collagéne et elle augmente le tonus sympathique.
L’ATy est une hormone vasoconstrictrice efficace du systéme rénal (ies artérioles
efférentes) et de la circulation systémique ou elle stimule le relargage de la
noradrénaline des neurones terminaux sympathiques, empéche 1’activité vagale, et
favorise le relargage de 1'aldostérone. Ceci méne 4 la rétention du sodium et de l'eau
et a une plus grande excrétion du potassium. En outre, I’ ATy a des effets importants

sur les myocytes cardiaques et peut contribuer au dysfonctionnement endothélial qui
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est observé dans Il’insuffisance cardiaque chronique. L'avantage au moins

théorique du blocage de ces récepteurs est d'empécher la synthése d'ATy par les voies
alternatives (voie des chymases) qui ne sont pas bloquées par les inhibiteurs de
l'enzyme de conversion (Sadoshima, 2000). Par ailleurs, le blocage direct du
récepteur n'entraine pas l'accumulation de bradykinine, deuxiéme grande voie
métabolique modulée par l'enzyme de conversion. On sait que cette accumulation de
bradykinine a été incriminée dans les phénoménes de toux apparaissant sous

inhibiteurs de I'enzyme de conversion.

Sur le plan clinique, plusieurs bloqueurs des récepteurs AT, sont utilisés en
pratique (Song et White, 2000). Le plus étudié a été le losartan (Spinar et al, 2000).
Ses effets hémodynamiques en aigu ou a court terme (12 semaines) se caractérisent
par une vasodilatation artérielle, une diminution de la pression artérielle qui semble
&tre dose-dépendante, une réduction de la pression capillaire pulmonaire et une
tendance a induire une bradycardie. Au plan neurchormonal, on observe une
augmentation de la concentration plasmatique d'ATy surtout a fortes doses de
losartan et une réduction de la concentration plasmatique d'aldostérone. 11 ne semble

pas, au terme de 12 semaines, y avoir de phénoméne d'activation neurohormonale

(Pitt, 1995; Pitt et al, 1997).

Les antagonistes des récepteurs AT; de I'ATy apparaissent comme une
alternative potentielle des inhibiteurs de I'enzyme de conversion, notamment lorsque
ceux-ci sont mal tolérés en raison des phénomeénes de toux. La bonne tolérance de

cette classe est relevée dans la plupart des études. II faut néanmoins noter qu'il n'y a
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pas actuellement de données convaincantes sur la mortalité. Il faudra donc attendre

les résultats des études & grande échelle, telle 1’étude CHARP, pour savoir si cette
classe constitue réellement une alternative aux inhibiteurs de 1'enzyme de conversion

dans le traitement de l'insuffisance cardiaque chronique.

Les anti-aldostérones ont démontré une action préventive sur la fibrose
myocardique dans des modéles expérimentaux d'hypertrophie ventriculaire gauche.
L’étude RALES démontre que I'association de spironolactone au traitement habituel
de I'insuffisance cardiaque réduit la morbidité et la mortalité des patients avec IC

sévere (Pitt et al, 1999)

V.2 Le systéme nerveux sympathique

Le systtme nerveux sympathique est activé dans I’insuffisance cardiaque aigug’
comme meécanisme compensatoire précoce. Il fournit le support inotropique et
maintient le débit cardiaque (Bristow, 1998; Colucci et al, 2000) (Figure 6).
L’activation sympathique chronique cependant a des effets délétéres, causant une
plus grande détérioration dans la fonction cardiaque. L'augmentation précoce de
l'activité sympathique est détectée au cceur, et ceci semble précéder 1'augmentation
sympathique au muscle squelettique et aux reins qui est présente dans 1’insuffisance
cardiaque avancée (Jackson et al, 2000). La stimulation sympathique soutenue active
le systéme rénine-angiotensine-aldostérone et d'autres neurohormones, menant au

plus grand tonus basal veineux et artériel (et aux plus grandes précharges et
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postcharges respectivement), aux plus grandes concentrations en noradrénaline

plasmatique, a la conservation progressive du sel et de l'eau, et a I’cedéme (Colucci et
al, 2000). L'activité sympathique excessive est également associée & l'apoptose
cardiaque, a I'hypertrophie, et a la nécrose myocardique locale (Colucci, 1997). A
long terme, la capacité du myocarde de répondre aux concentrations élevées
chroniques des catécholamines est atténuée par la régulation vers le bas “down
régulation” des récepteurs P-adrénergiques, bien que ceci puisse étre associé au
dysfonctionnement des barorécepteurs et a un accroissement ultérieur de l'activité
sympathique (Bristow, 2000). En effet, des anomalies de la fonction des
barorécepteurs sont bien documentées dans I’insuffisance cardiaque chronique, avec
le tonus parasympathique réduit, menant a la modulation autosomique anormale du
neeud sinusal. D'ailleurs, on a uniformément observé une réduction de la variabilité
de la fréquence cardiaque dans !’insuffisance chronique, en raison de la modulation
vagale réduite du nceud sinusal, qui peut étre un repére pronostique chez les patients

présentant une insuffisance cardiaque chronique (Bristow, 1999).
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V.2.1 Les B-bloqueurs

L'intérét théorique de cette classe dans la prévention de I'insuffisance cardiaque est
de lutter contre la stimulation neurohormonale en sachant que la stimulation du
systéme adrénergique est détectée encore plus précocement que celle du systéme
rénine angiotensine et qu'elle persiste sous inhibiteur de l'enzyme de conversion
(Bristow, 2000). L'utilisation des B-bloqueurs dans l'insuffisance cardiaque a montré
une amelioration hémodynamique. Récemment, Hall et al ont montré qu'aprés 18
mois de traitement avec le métoprolol, il existait une réversibilité du remodelage
avec une diminution de la masse et de la sphéricité du ventriculaire gauche, s'ajoutant
a 'amélioration de la performance ventriculaire gauche observée dés le 3e mois (Hall
et al, 1995). Aucune étude clinique n'a encore démontré de bénéfices cliniques au
stade de la dysfonction asymptomaticiue et de cette réversibilité potentielle du
remodelage. En revanche, dans l'insuffisance cardiaque symptomatique, les études
réalisées avec le carvédilol (Basu et al, 1997), un B-bloqueur de 3e génération non
sélectif et alpha-agoniste, ont démontré une felle réduction de la mortalité et des
hospitalisations pour insuffisance cardiaque. Cette molécule a obtenu la premiére

autorisation de mise sur le marché pour la famille des B-bloqueurs dans l'insuffisance

cardiaque. D'autres études avec des B-bloqueurs sélectifs (CIBIS II. MERIT-HF) ont

confirmé ces résultats chez un plus grand nombre de patients.



40
V.3 Les peptides natriurétiques

Il y a trois peptides natriurétique, de structure semblable, et ceux-ci exercent un
¢ventail d'effets sur le ceeur, les reins, et le systéme nerveux central. Le peptide
natriurétique de 1’oeillette (ANP) est libéré des oreillettes en réponse a I’étirement,
menant a la natriurése et a la vasodilatation (Burnett, 1999). Chez I'homme, le
peptide natriurétique du cerveau (BNP) est également libéré & partir du ceeur,
principalement des ventricules, et ses actions sont semblables & celle d’ANP
(Omland et al, 1996). Le peptide natriurétique de type C est limité & I'endothélium
vasculaire et au systéme nerveux central et posséde seulement certains effets dont la
natriurcse et la vasodilatation (Burnett, 1999). |

Les peptides natriurétiques des oreillettes et du cerveau augmentent en
réponse & l'expansion de volume et  la surcharge de pression du cceur et agissent en
tant qu'antagonistes physiologiques aux effets de I'ATy sur le tonus vasculaire, la
sécrétion d'aldostérone, et la réabsorption rénale tubulaire de sodium (Bonow, 1996).
Parce que les peptides natriurétiques sont des médiateurs importants, avec des
concentrations accrues en circulation chez les patients présentant une insuffisance
cardiaque, lintérét clinique s'est développé avec le potentiel diagnostique et
pronostique de ces peptides (Burnett, 1999). L'intérét substantiel a été exprimé au
sujet du potentiel thérapeutique des peptides natriurétiques, en particulier avec le
développement des agents qui empéchent I'enzyme qui métabolise 1’ANP

(endopeptidase neutre) (Chen et Burnett, 1999; Lisy et al, 1999).
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V.3.1 Inhibiteurs de I'endopeptidase neutre et de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine
L'enzyme de conversion de l'angiotensine et I'endopeptidase neutre sont deux
métalloprotéases a zinc impliqués dans la régulation de plusieurs peptides vaso-
actifs. L'enzyme de conversion de I'angiotensine transforme l'angiotensine-I en
angiotensine-Il et dégrade la bradykinine. L’endopeptidase neutre inactive les

peptides natriurétiques et semble également jouer un rdle dans le métabolisme de la

bradykinine (Burnett, 1999).

Au cours de l'insuffisance cardiaque, l'activation du systétme rénine-
angiotensine antagonise l'action vasodilatatrice et I’ANP et il a &té montré que
I'administration préalable d'un inhibiteur de l'enzyme de conversion de I’angiotensine
restaure les effets cardiovasculaires et rénaux de I’ANP dans des modéles
expérimentaux (Chen et al 1999). La conception de médicaments dotés a la fois
d’une action inhibitrice sur la synthése de I'ATy et sur 'endopeptidase neutre,
‘préservant ainsi l'activité biologique des peptides natriurétiques parait donc
séduisante. L'inhibition isolée de l'endopeptidase neutre par l'administration de
candoxatril 150 mg x 2 chez des patients en insuffisance cardiaque de gravité
moyenne augmente la concentration plasmatique d’ANP, diminue celle de
l'aldostérone et réduit les pressions auriculaires et capillaires pulmonaires
(Northridge et al, 1999). Cet effet parait maintenu apres 10 jours de traitement avec

une réduction significative des pressions de remplissage du ventricule gauche.
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Dans un modele expérimental d'insuffisance cardiaque (hamster syrien

cardiomyopathique), l'administration intraveineuse d'un inhibiteur de l'enzyme de
conversion de l'angiotensine (1’énalaprilate), d'un inhibiteur de l'endopeptidase
neutre et d'un inhibiteur mixte ont été compares (Trippodo et al, 1993). L'inhibiteur
de l'enzyme de conversion de I’angiotensine ou l'inhibiteur de l'endopeptidase neutre
ont un effet hémodynamique modeste. Par contre, I'inhibiteur mixte diminue de fagon
significative la pression télédiastolique du ventricule gauche et la pression systolique,
augmente le débit cardiaque et réduit les résistances vasculaires systémiques. La
potentialisation du blocage de l'enzyme de conversion de 1’angiotensine par le
blocage de 'endopeptidase neutre semble donc efficace (Duncan et al, 1999; Marie et
al, 1999; Trippodo et al, 1999). Des essais thérapeutiques ont débuté sur plusieurs
antagonistes mixtes et il faudra suivre avec intérét les résultats cliniques de cette voie
thérapeutique prometteuse.

Il existe d'autres mécanismes hormonaux qui sont aussi impliqués dans
I'insuffisance cardiaque chronique. La cascade dé l'acide arachidonique méne a la
formation des prostaglandines (prostaglandine E, ét prostacycline I) qui protege la
microcirculation glomérulaire pendant la vasoc-onstrictio_n rénale et maintient la
filtration glomérulaire en dilatant les artérioles glomérulaires afférentes (Yu et al,
1997, Yamamoto et al, 1999). Le systéme kallikreine kinine forme la bradykinine
ayant pour résultat la natriurése et la vasodilatation et stimule la production de

prostaglandines (Tschope et al, 1999; Raut et al, 1999). Des concentrations
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d’hormones antidiurétiques (vasopressine) sont également augmentées dans

I'insuffisance cardiaque chronique grave (Fujita et al, 1998).

VI Théorie inflammatoire dans Dinsuffisance
cardiaque

L’émergence d’une théorie inflammatoire dans I'insuffisance cardiaque avec la mise
en ¢évidence du réle des cytokines a été proposée pour complémenter 1’hypothése
neurohormonale. Un certain nombre d’évidences cliniques et expérimentales plaident
en faveur d’un effet défavorable de ces médiateurs de I’inflammation qui pourraient
Jouer un réle dans 1’aggravation de ’insuffisance cardiaque, notamment dans les
stades les plus sévéres (Givertz et Colucci, 1998).

Les cytokines sont des protéines a faible poids moléculaire sécrétées par
différents types de cellules et qui ont une variété d'actions immunitaires et/ou
inflammatoires. Les cytokines impliquées en pathophysiologi¢ de I'IC sont
nombreuses mais les plus importantes sont le facteur oa. de nécrose tumoral (TNF-o),
et l'interleukine-6 (IL-6) (Prabhu et al, 2000; Ridker et al, 2000; Siwik et al, 2000).

Une é€lévation de la concentration plasmatique de TNF-o et de ses récepteurs
solubles I et II a été démontrée chez des patients avec insuffisance cardiaque. Ces
changements se sont avérés étre en corrélation positive avec la sévérité
symptomatique de I'IC chronique chez les patients (Latini et al, 1994; Givertz et

Colucci, 1998; Ridker et al, 2000). De plus, ’augmentation de la concentration
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plasmatique du récepteur soluble II semble étre un facteur de mauvais pronostic a

court terme (Ridker et al, 2000).

Plusieurs évidences expérimentales démontrent un réle possible du TNF-o au
niveau du myocarde (Kurrelmeyer et al, 2000). II a été démontré que le TNF-o
exerce un effet inotrope négatif sur les myocytes cardiaques et que cet effet est lié a
l'activation des récepteurs de type I (Jacobs et al, 1999). Plus récemment, on a
montré que le TNF-o. provoque une réponse hypertrophique sur les myocytes
cardiaques (Ono et al, 1998). Finalement, il a été¢ démontré que I’ARN messager du
TNF-a et la protéine elle-méme sont présents dans les cceurs humains défaillance
(Azzawi et al, 1999). En dehors de l'action hypertrophique potentielle, le TNF-o peut
contribuer & l'expression de la NO synthase inductible, de proto-oncogénes et
favorise 1'apoptose (la mort cellulaire programmée) (Givertz et Colucci, 1998; Torre-

Amione et al, 1999). L’ensemble de ces observations suggére qu'il existe une
surexpression du TNF-o dans les myocytes cardiaques qui peut contribuer a
l'aggravation de I’'IC

Si I'insuffisance cardiaque entraine une production de TNF-o. , cette cytokine
a son tour semble avoir un effet néfaste sur la fonction contractile du cceur. Le
groupe de Mann a implanté des pompes osmotiques chez le rat, en position
intrapéritonéale (Bozkurt et al, 1998). Le rythme de perfusion était réglé de facon a
obtenir des taux systémiques de TNFo comparables 4 ceux rapportés chez des
patients avec insuffisance cardiaque (80-100 U/ml). Les animaux ont été suivis

pendant 15 jours. Les auteurs ont observé une dépression de la fonction ventriculaire
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gauche et une dilatation du ventricule gauche. Ces phénomeénes étaient au moins

en partie réversibles (par I’arrét de la pompe osmotique ou par le traitement par un
antagoniste du TNFa).
Le cceur défaillant est non seulement une cible mais aussi une source de

INFo (Torre-Amione et al, 1999). Bryant et collaborateurs ont développé un modéle

de souris transgénique capable d'exprimer le TNFa.. Ces animaux ont présenté des
symptomes d'insuffisance cardiaque caractérisés par la dilatation et la réduction de la
fraction d’éjection ventriculaire. De plus, la tachypnée et une diminution de l'activité
ont aussi été observées chez ces souris transgéniques (Bryant et al, 1998; Franco et
al, 1999).

Une autre cytokine importante qui a été impliquée dans la pathogénie de IC
est IL-6. Les niveaux €levés d'IL-6 sont présents chez les patients avec IC (Kaneko et
al, 1997; Ono et al, 1998; Ridker et al, 2000). Bien que quelques études aient prouve
que les niveaux IL-6 élevés sont associés & un mauvais pronostic (Carlstedt et al,
1997; Orus et al, 2000), ceci ne s'est pas avéré le cas dans les études sur le
dysfonctionnement ventriculaire gauche (SOLVD) (Torre-Amione et al, 1996).
L’augmentation d’IL-6 est associée avec un plus long séjour d'hospitalisation et une
fonction ventriculaire gauche plus faible (Carlstedt et al, 1997, Oms et al, 2000). De
plus, IL-6 a été impliqué dans le développement de l'ostéoporose qui est conﬁu chez
les patients avec IC (Romas et Martin, 1997).

L'association du niveau de cytokine inflammatoire élevé avec un faible

pronostic d'insuffisance cardiaque (Carlstedt et al, 1997; Orus et al, 2000), ainsi que
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leurs effets nuisibles sur la fonction et structure myocardique (Bozkurt et al, 1998;

Bryant et al, 1998; Franco et al, 1999) suggérent que les cytokines soient S}lsceptibles
d'étre nuisibles dans cette condition. Cependant, il est important de se rappeler que la
fonction primaire de la réponse inflammatoire est de protéger le corps contre les
infections et autres stress auxquels il est exposé. C'est seulement quand la réponse
inflammatoire est suractivée de fagon prolongée qu'elle commence & avoir des effets
nocifs. Il a été proposé que les cytokines exprimées dans le myocarde (tels TNFo et
IL-6) en réponse a des dommages environnementaux puissent étre importantes dans
la réorganisation homéostatique cardiaque (Givertz et Colucci, 1998 ). L'expression a
court terme des cytokines inflammatoires peut fournir au myocarde une réponse
adaptative au stress, tandis que l'expression & long terme de ces molécules peut &tre

mal adaptée en produisant une décompensation cardiaque.

VII L’endothéline dans I'insuffisance cardiaque

L’endothélium, la monocouche cellulaire constituant 1’intima, a longtemps été
considéré comme une barriére passive entre le sang circulant et la paroi vasculaire.
La découverte de la prostacycline en 1976 (Moncada et al, 1976) et du monoxyde
d'azote en 1980 (Furchgott, 1999) comme facteurs vasorelaxants dlorigine
endothéliale a mis en évidence le role fondamental de I'endothélium en physiologie
et en pathologie cardiovasculaire. L’endothélium sécréte des autacoides impliqués
dans la régulation de la vasomotricité, de la prolifération cellulaire et de l'agrégation

plaquettaire (Moncada et al, 1991; Furchgott, 1999). Cependant, dés 1985, des
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facteurs vasoconstricteurs, produits par I'endothélium ont aussi été découverts

(Hickey et al, 1985). En 1988, un petit peptide de 21 acides aminés, un puissant
vasoconstricteur d'origine endothéliale appelé endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa et
al, 1988), fut identifié. Le rdle potentiel de cette molécule dans de nombreux
processus physiopathologiques a rapidement été étudié et a ouvert la voie a des

perspectives thérapeutiques nouvelles.

VIL.1.1 Structure de ’endothéline

I’ET-1 a ét¢ initialement identifiée & partir de cellules endothéliales aortiques
porcines (Yanagisawa et al, 1988). Chez I'homme, elle appartient a' une famille
comprenant trois isoformes : I'endothéline-1, l’endothéline-2 et I'endothéline-3 (Inoue
et al, 1989; Miyauchi et Masaki, 1999). Chacune provient d’un gene distinct, codant
pour un précurseur spécifique. Les génes de I’ET-1, ET-2 et ET-3 sont situés
respectivement sur les chromosomes 6, 1 et 20. Les endothélines sont constituées de
21 acides aminés, comprenant deux ponts disulfures, et une extrémité C-terminale
identique de 6 acides aminés, nécessaires a leurs activités biologiques. Une analogie
structurale fut retrouvée avec les sarafotoxines, peptides issus du Veniﬁ du serpent

"Actractapis engaddensis." (Miyauchi et Masaki, 1999).

VIL.1.2 Métabolisme de l’endothéliné

La régulation de la synthése des endothélines se fait majoritairement au niveau
transcriptionnel, avec une production de novo en réponse & une stimulation des

cellules endothéliales. Des quantités limitées d'ET-1 peuvent cependant étre stockées
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a l'intérieur des cellules endothéliales (Harrison et al 1995; Russell et Davenport,

1999), mais leur role fonctionnel reste & déterminer. La synthése des endothélines
sera détaillée pour I’ET-1. Le produit initial du géne de I'ET-1 est un prépropeptide
constitué de 212 acides aminés nommé préproET-1. La synthése d'ET-1 survient
alors schématiquement en trois étapes : le clivage enzymatique de la préproET-1
pour former un peptide de 38 acides aminés, la BigET-1. Il a été démontré qu’une
convertase de type subtilisine, la furine, pouvait étre responsable du clivage de la
préproET-1 (Denault et al, 1995). La transformation en produit terminal se fait par
clivage par une métalloprotéase, l'enzyme de conversion de I'endothéline (ECE), et
est nécessaire pour obtenir une activité biologique maximale (Kimura et al, 1989). 11
existe plusieurs isoformes d'enzymes de conversion de l'endothéline (ECE-la, ECE-
1B et ECE-2), dont 'ECE-la,, qui est une forme biologique active exprimée dans de
nombreuses cellules comprenant les cellules endothéliales (Xu et al, 1994; Shimada
et al, 1995). Cet enzyme est inhibé par le phosphoramidon, un inhibiteur non sélectif
de I'enzyme de conversion de I'endothéline, inhibant d'autres métalloprotéases tels
que l'endopeptidase neutre. L'enzyme de conversion de l'endothéline, de fagon
paralléle a l'enzyme de conversion de l'angiotensine, constitue une cible
pharmacologique potentielle.

Une fois synthétisée, I'ET-1 va étre sécrétée de fagon prédominante au poble
basal de la cellule endothéliale (Wagner et al, 1992). Elle aura par conséquent une
action prédominante locale sur les cellules musculaires lisses adjacentes. L'ET-1

semble donc plutét un médiateur paracrine qu'une hormone endocrine. La demi-vie
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de PET-1 dans le sang est courte, inférieure a 5 minutes, avec un métabolisme 1ié &

la fois a l'internalisation du complexe endothéline-récepteur et 4 une clairance rénale
et pulmonaire (Dupuis et al, 1996).

De nombreux facteurs augmentent sa synthése : substances vasoactives
-(adrénaline, ATy, cortisol, vasopressine), facteurs de croissance, cytokines,
lipopolysaccharides, lipoprotéines de faible densité (LDL) oxydées, stimuli
physicochimiques et certains médicaments tels que la cyclosporine, ainsi que la
cocaine. Par ailleurs, d'autres substances inhibent cette synthése : monoxyde d'azote,
prostacycline et ANP. Le monoxyde d'azote du fait de son action. inhibitrice sur la
synthése mais également sur l'effet biologique de I'ET- 1 est donc un puissant

modulateur du systéme de ’'ET- 1 (Figure 7).

VIL.1.3 Les récepteurs de I’endothéline

Les endothélines se lient a des récepteurs couplés a des protéines G. Deux de ces
récepteurs ont été clonés : ET, et ETp présentant entre eux une homologie de
structure de l'ordre de 60%. II existe au moins deux sous-types de récepteurs pour
chacun (ETay, ETaz et ETg;, ETgy). Ces répepteurs se distinguent par des différences
d'affinité des isoformes d'endothélines. Sur les préparations vasculaires exprimant le
récepteur de type ETa répondent aux trois endothélines selon I’ordre de puissance
des agonistes suivant : ET-1 > ET-2 >> ET-3, alors que dans le cas du récepteur ETg
les trois agonistes sont équipotents. Au niveau vasculaire, le récepteur ET, est

exprimé de fagon prédominante sur les cellules musculaires lisses (Hosoda et al,
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1991) tandis que le récepteur ETp est exprimé & la fois sur les cellules

endothéliales et les cellules musculaires lisses. L'effet principal de la stimulation des
recepteurs ET, est une vasoconstriction quel qué soit le territoire vasculaire. La
stimulation des récepteurs ETp des cellules endothéliales module la vasoconstriction
de TET-1 en induisant un relargage des substances vasodilatatrices d'origine
endothéliale telles que le monoxyde d'azote et la prostacycline, tandis que la
stimulation des récepteurs ETg des cellules musculaires lisses peut induire une
vasoconstriction (Figure 8).

Plusieurs dizaines d'antagonistes des récepteurs de l'endothéline ont été
développés et utilisés comme outils pharmacologiques pour caractériser les
récepteurs de ’endothéline et déterminer leurs roles fonctionnels dans différents
modeles in vitro et in vivo. Ainsi, le BQ 123 est un antagoniste peptidique et sélectif
pour le récepteur ET4. C’est I’antagoniste le plus utilisé et le plus cité dans le
domaine de la recherche sur 1’endothéline. Par contre, due au propriété peptidique, le
BQ 123 est instable, facilement dégradé par les enzymes protéolytiques et donc sa
biodisponibilité par voie orale est trés limitée. A I’opposé, le LU 135252 est un
antagoniste non peptidique dont actif oralement. Ce produit peﬁt nous permettre de
réaliser des études chroniques comme nous faisons dans le modéle dé Pinfarctus du
myocarde chez le rat. Il est important & préciser que la sélectivité du LU 135252 n’est
pas tres grande, étant seulement 100 fois plus sélectif pour le récepteur ETy,
I'utilisation de ce composé a des fortes concentrations pourrait influencer 1’activité

fonctionnelle du récepteur ETs. Le ABT 627 est I’énantiomére actif du A-127722, un



N

11

t

antagoniste sélectif d’ET 4 qui est actif oralement avec une longue durée d’action,

serait plus facile a manipuler comparé au LU 135252. Le BQ 788 est I’antagoniste
sélectif ETg le plus utilisé dans différentes études in vitro et in vivo; €tant peu
soluble dans I’eau ce composé a des limites pour les études in vivo. A cause de sa
nature non peptidique et parce qu’il est plus sélectif pour le récepteur ETg que le BQ
788, le composé A 192621 de la compagnie Abbott possede des avantages pratiques
pour les essais cliniques. Il existe plusieurs antagonistes non sélectifs de
I’endothéline, le bosentan, le SB 209670 et le LU 420627 sont parmi ceux-ci. Tous
les trois sont des composés non peptidique. Le bosentan est le plus utilise et
beaucoup de nouvelles découvertes dans le domaine de I’endothéline ont été réalisées
avec ce composé. Le SB 209670 a une affinité relative plus grande que le bosentan.
Par contre, I’avantage d’utiliser le LU 420627 est que ce composé¢ a une affinité
équipotente pour les deux récepteurs comparés aux deux autres. Les principales

molécules sont notées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéristique des récepteurs des endothélines

Récepteurs

ETxa

ETg

Sélectivité

Nombre d’acides aminés
Affinité des agonistes

Affinité des antagonistes
sélectifs (K;; nM)

BQ 123
LU 135252
ABT 627

BQ 788
A 192621

Affinité des antagonistes
non-sélectifs (K;; nM)

Bosentan
SB 209670
. LU 420627

427

ET-12ET-2>>ET-3

2
1.4
0.034 (ICs0)

1300 (ICs)
6300

6.5
0.43

442

ET-1=ET-2=ET-3

1800
140
63.3 (ICs0)

1.2 (ICs0)
4.5

343
14.7

818 (ETa)
100 (ETa)
1861 (ET4)

1083 (ETg)

1400 (ETg)

43 (ETa)
38 (ETn)
3 (ETa)
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VII.1.4 Mécanisme d’action de I’endothéline

Dans la plupart des cellules, ¢’est une augmentation prolongée de calcium
cytosolique qui médie les effets des endothélines (Sokolovsky, 1991). Comme pour
les autres hormones mobilisant le calcium, ’augmentation du taux de calcium
cytosolique observée sous l'influence de 1’endothéline est la conséquence de
Iactivation conjointe d’au moins deux systémes membranaires. Ainsi, la stimulation
de la phospholipase C par les endothélines (relayés par le récepteur ET4 ou ETg)
conduit a ’apparition de deux seconds messagers, I’inositol 1, 4, 5 triphosphate (IP5)
soluble et le diacylglycérol, une molécule qui reste dans la membrane plasmique et
active la protéine kinase C. L’IP; se lie 4 des récepteurs-canaux calciques dans le
réticulum endoplasmique/sarcoplasmique, provoquant une libération tres rapide de
calcium dans le cytosol. Le signal calcique stimulé par 1’endothéline pourrait étre
régulé par un mécanisme de ““feed back™* négatif impliquant la protéine kinase C. En
fait, expérimentalement, I’incubation de cellules mésangiales ou de fibroblastes avec
des phorbol d’esters, activateurs de protéine kinase C, atténue I’augmentation de
calcium intracellulaire provoquée par 'ET-1 (Takuwa et al, 1989). Notons également
que l’oxyde nitrique pourrait aussi antagoniser l’augmentation de calcium
intracellulaire provoqué par 'ET-1 (Lopez et al, 1991).

Le maintien de la réponse cellulaire est assuré par une augmentation de
I'influx de calcium a travers des canaux calciques de la membrane plasmique. Les
premicéres observations publiées par 1’équipe de Masaki laissaient supposer que dans
les muscles lisses vasculaires, ’ET-1 était un agoniste des canaﬁx calciques_voltagé

dépendant de type L (Yanagisawa et al, 1988). Cependant, aujourd’hui de
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nombreuses données démontrent que I'influx de calcium provoqué par 'ET-1 est

observé en présence d’inhibiteurs de ces canaux calciques de type L, et que d’autres
canaux, les receptor-operated calcium channels seraient également cibles des
endothélines (Chand et al, 1990 ; Stanimirovic et al, 1994).

1l faut également mentionner que 'ET-1 diminue le taux d’AMP cyclique
dans les fibroblastes en culture (Takuwa et al, 1989) ou dans les myocytes isoles
(Hilal-Dandan et al, 2000). Cependant, les conséquences physiologiques qui leur sont
associées restent a déterminer. De plus, I’activation de I’échangeur Na'/H™ dans les
cellules endothéliales de capillaires cérébraux se produit par un mécanisme non
élucidé, indépendamment d’une augmentation de calcium et d’une activation de la
protéine kinase (Vigne et al, 1991). Egalement, dans les myocytes isolés a partir de
rats nouveau-nés, lendothéline active D’échangeur Na/H', provoque une
augmentation du volume des cellules, induit ’expression des proto-oncogénes c-fos
et c-myc, ainsi que des génes codant pour les protéines contractiles (Kramer et al,
1991) suggérant un réle majeur de ces peptides dans la réponse hypertrophique.
Enfin, bien que leurs récepteurs ne possédent pas Dactivité tyrosine Kinase
intrinséque, les endothélines stimulent la phosphorylation de plusieurs protéines sur
des résidus tyrosine. L’une de ces protéines pourrait étre 'isoforme vy de la
phospholipase C, I'isoforme couplée a certains facteurs de croissance (Zachary et al,
1993).

Par ailleurs, 'ET-1 stimule la phospholipase A, (Damron et al, 1993; Wu-

Wong et al, 1996), avec une libération en cascade de thromboxane A, de
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prostacycline, et la phospholipase D (Eskildsen-Helmond et al, 1996; Clerk A et

al, 1997). Elle interagit également avec les canaux potassiques ATP-dépendants

(Kobayashi et al, 1996; Watanuki et al, 1997)

VIIL.2 Effets physiologiques
VIIL.2.1 Réle en cours de développement

L’ET-1 a un r6le important dans le développement du cceur et des vaisseaux. En
effet, les anomalies induites chez les souris "knock-out" pour le géne codant pour la
préproET-1 sont létales par anomalies du développement cardio-vasculaire et
craniofacial (Kurihara et al 1995). Ces anomalies de développement ont éte
retrouvées dans des études précliniques avec les antagonistes des récepteurs ETa,
mettant en évidence le rdle important de la stimulation de ce récepteur lors du
développement du cceur et des gros vaisseaux. Du fait de ces propriétés, les

médicaments antagonistes de I'ET-1 risquent de présenter des effets tératogenes.

VIL2.2 Role a I’age adulte

Deux types d'étude permettent d’évaluer les effets cardio-vasculaires de I'ET-1 :
d'une part son administration directe et, d'autre part, par I’administration de ses
antagonistes. On peut bloquer l'action de l'endothéline endogeéne de deux fagons : soit
en agissant au niveau du récepteur de l'endothéline, soit en bloquant l'action de
lenzyme de conversion de l'endothéline empéchant la transformation de la big-

endothéline-1 inactive en endothéline.



57
L'administration d'ET-1 par voie veineuse chez ['homme produit une

¢lévation de la pression artérielle par augmentation des résistances artérielles
périphériques. Cet effet a deux caractéristiques : il est lent, mais prolongé, alors que
la demi-vie de 'ET-1 est trés courte (inférieure a 5 minutes). L'étude des effets de
I'ET-1 chez I'homme est facilitée par les modeles de mesure de débit au niveau des
avant-bras avec administration des molécules par voie artérielle humérale. Ces
modeles expérimentaux permettent d'étudier l'effet de cette molécule au niveau local,
en évitant d'obtenir des concentrations ayant un effet systémique. L'administration
d'ET-1 induit une vasoconstriction dose-dépendante qui survient progressivement
dans ce modéle (Haynes et al 1994). Cette vasoconstriction est abolie en présence de
BQ-123, un antagoniste ET 4 alors que I'administration de BQ-123 seul entraine une
importante vasodilatation (Haynes et al 1994; Berrazueta et al, 1997). Ces données
suggerent que la vasoconstriction induite par 'ET-1 est principalement due a une
stimulation des récepteurs ET4 situés au niveau des cellules musculaires lisses. Elles
mettent surtout en évidence le role important de I'ET-1 dans le maintien du tonus
vasculaire basal, confirmé par l'effet hypotenseur obtenu lors de l'administration
systémique d'un antagoniste mixte ETa/ETp (TAK-O44) chez des sujets sains
(Haynes et al, 1996). L'administration de BQ-788, un inhibiteur sélectif ETg
s'accompagne d’une vasoconstriction chez des sujets sains (Love et al, 2000). La
résultante de la stimulation des récepteurs ETy endothéliaux et musculaires est donc

une relaxation musculaire lisse, relayée probablement par I'endothélium (Verhaar et
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al, 1998). Cette composante peut étre altérée dans certaines circonstances telle

I'insuffisance cardiaque.

Le phosphoramidon, inhibiteur des métalloprotéases, prévient la
vasoconstriction induite par la big-endothéline. Infusé seul il provoque une
vasodilatation au niveau de l'avant-bras chez le volontaire sain (Haynes et Webb,
1994).

L'ensemble de ces données souligne le role important de I’ET-1 dans le
maintien du tonus vasculaire basal et dans la régulation de la pression artérielle chez

I'homme.

VIL.3 Endothéline-1 et pathologie cardio-vasculaire

La concentration plasmatique d’ET-1 est augmentée dans de nombreux processus
pathologiques soit par augmentation de sa production ou par diminution de sa
clairance. Différents mécanismes peuvent étre impliqués dans son réle en pathologie
cardio-vasculaire. Elle posséde un effet vasoconstricteur direct et indirect par
l'augmentation du tonus sympathique. Elle potentialise la contraction musculaire
lisse & différents vasoconstricteurs (ATy, noradrénaline, vasopressine et sérotonine).
De plus, elle posséde un effet mitogénique, augmentant la prolifération cellulaire et
clle est responsable d'une hypertrophie vasculaire et myocardique. L'implication de
I'ET-1 dans différents processus pathologiques et 1'intérét potentiel de ses inhibiteurs
ont ét¢ étudiés dans de nombreuses pathologies, particuliérement dans l'insuffisance

cardiaque et I'hypertension artérielle.
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VIL3.1 Insuffisance cardiaque

L'insuffisance cardiaque est une pathologie fréquente pour laquelle la mortalité et la
morbidité restent importantes malgré le traitement par inhibiteurs de l'enzyme de
conversion de l'angiotensine. Etant donné ses propriétés proches de celles de 1'ATy,
I'endothéline est appelée a jouer un rdle important dans I'insuffisance cardiaque.

Bien que l'endothéline plasmatique ne représente qu'une part infime de la
quantité¢ d'endothéline présente dans l'organisme, la concentration plasmatique
d'endothéline est augmentée dans !'insuffisance cardiaque quelle que soit I'étiologie
(Rodeheffer et al, 1992 ; Wei et al, 1994).

Chez l'insuffisant cardiaque la concentration est environ deux a trois fois
supérieures par rapport au sujet sain. L'augmentation de la concentration plasmatique
d'endothéline-1 est proportionnelle a la gravité de l'insuffisance cardiaque comme
pour les autres neurohormones (Cody et al, 1992; Rodeheffer et al, 1992). Le taux
plasmatique d'endothéline-1 est corrélé au stade NYHA (New York Heart
Association) et au volume télédiastolique du ventricule gauche (Pacher et al, 1996).
(Selon la NYHA, la classification de I'IC est divisée en quatre classes : classe I,
absence de symptomes; classe II, symptdmes survenant pendant une activité
habituelle; classe III, symptomes survenant pendant une activité requérant des efforts
plus légers; classe IV, symptdmes survenant au repos). Tout particuliérement la
concentration plasmatique d'endothéline-1 est bien corrélée avec les résistances
vasculaires pulmonaires (Cody et al, 1992) et est inversement corrélée & la fraction
d'éjection et au débit cardiaque (Krum et al, 1995). Sa concentration plasmatique est

¢galement inversement corrélée a la consommation maximale en oxygéne a l'effort
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(VO2max) (Krum et al, 1995). De méme, la production cardiaque d'endothéline est

augmentée dans l'insuffisance cardiaque (Cody et al, 1992; Rodeheffer et al, 1992).
Comme dans le postinfarctus, I'élévation de l'endothéline-1 plasmatique est un
facteur de gravité (Stewart et al, 1991) et est liée au pronostic de l'insuffisance
cardiaque (Pacher et al, 1996; Frey et al, 2000).

Les formes circulantes détectées sont constituées principalement du
précurseur de I'ET-1, la bigET-1 (Frey et al, 2000 ); ces données étant en faveur
d'une augmentation de la synthése d'ET-1 ou par la diminution de la capacité
d’élémimer d’ET-1 de la circulation sanguine (sa clairance) (Dupuis et al, 1998). De
plus, la concentration de bigET-1 est étroitement corrélée & la survie et semble
constituer un meilleur paramétre pronostique que les mesures hémodynamiques, la
concentration d’ ANP et I'activité rénine plasmatique (Pacher et al, 1996).

L'augmentation de la synthése d'ET-1 est liée probablement a I'hypoxie
tissulaire. Avec l'activation neurohormonale, comme l'activation du systeme rénine-
angiotensine et du systtme sympathique, 1’endothéline-1 semble contribuer aux
modifications vasculaires pulmonaires et systémiques qui caractérisent l'insuffisance
cardiaque.

Dans linsuffisance cardiaque, on pourrait croire que les récepteurs
continuellement exposés & des taux élevés d'endothéline-1 voient leur nombre
diminuer (down-regulation). Des données expérimentales montrent au contraire que
la densité des récepteurs a l'endothéline est augmentée suggérant que l'endothéline

puisse jouer un réle dans le maintien des performances cardiaques (Ponicke et al,
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1998). Les récepteurs ET, cardiaques ne sont pas altérés dans l'insuffisance

cardiaque terminale et gardent une fonction normale (Kiowski et al, 1995; Ponicke et
al, 1998).

De nombreux antagonistes des récepteurs de I’endothéline sont en cours de
développement, le plus avancé actuellement est le bosentan (un inhibiteur mixte) qui
est en phase 3 dans I’étude REACH-1 (Mylona et Cleland, 1999). Plusieurs autres
produits sont en phase 2 que ce soit des antagonistes mixtes ou sélectifs des
récepteurs ETA. Chez des insuffisants cardiaques en stade NYHA III, 'administration
intraveineuse de bosentan a entrainé non seulement une réduction de la pression
artérielle systolique, de la pression artérielle pulmonaire et des résistances
vasculaires pulmonaires, mais aussi une augmentation de l'index cardiaque d'environ
14%. Cet effet bénéfique est obtenu sans tachycardie réflexe du fait de l'absence de
stimulation neurchormonale (pas d'augmentation des taux sériques de noradrénaline
ou d'angiotensine-1I) (Kiowski et al, 1995). Ces données ont €té confirmées par une
étude incluant des patients insuffisants cardiaques traités par bosentan par voie orale
pendant 2 semaines (Sutsch et al,1998).

Le blocage du systéme de l'endothéline pourrait également ralentir la
progression de la maladie. Chez le lapin devenu insuffisant cardiaque par
tachycardie, l'administration d'un inhibiteur spécifique des récepteurs ETa dés le
debut de la tachycardie entraine, par comparaison au placebo, une moindre dilatation
ventriculaire et une meilleure fraction de raccourcissement (Spinale et al, 1997). Ce

ralentissement de la progression de la maladie s'accompagnerait d'un effet favorable
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sur le pronostic. II a été montré récemment chez le rat insuffisant cardiaque par

ligature coronaire qu'un inhibiteur sélectif des récepteﬁrs ET4 améliore le pronostic a
long terme (Sakai et al, 1996). Cette amélioration du pronostic s'accompagne d'une
amélioration hémodynamique avec un effet favorable sur le remodelage ventriculaire
(Mulder et al, 1997).

De plus, dans le méme modéle de rat insuffisant cardiaque (par ligature
coronaire), l'administration de bosentan (antagoniste ETA/ETg; & la dose de 100
mg/kg/jour) par la voie orale, débuté 7 jours post-infarctus, entraine une
augmentation de la survie des rats infarctés au cours d'un traitement chronique
(survie de 65% versus 43% dans le groupe témoin & 9 mois) (Mulder et al, 1997). Ce
gain de survie est comparable A celui obtenu dans le méme modile avec les
inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine.

Chez 'homme, I'administration locale (par voie humérale) de BQ-123 ou de
phosphoramidon chez des patients insuffisants cardiaques traités par inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine entraine une vasodilatation (Love et al,
1996). Les mémes auteurs ont montré que l'administration locale d'ET-1 chez
l'insuffisant cardiaque entralne une vasoconstriction moindre que celle des sujets
sains, l'effet étant supérieur a la normal lors de I'administration de sarafotoxine S6c¢
(agonist ETg) (Love et al, 1996). Ces données seraient expliquées par une régulation
a la baisse "down-regulation” des récepteurs de type ETa, et un "up-regulalion" des
récepteurs ETp au niveau vasculaire dans l'insuffisance cardiaque associée a une

dysfonction endothéliale affectant la réponse relaxante relayée par la stimulation des
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récepteurs ETp (Dagassan et al, 1996). Au niveau myocardique, la réponse

fonctionnelle des récepteurs ET4 semble conservée (Ponicke et al, 1998).

Les thérapies inhibant le systtme de I'ET-1 apparaissent donc trés
intéressantes dans 'insuffisance cardiaque. Les antagonistes de I'ET-1 sont
actuellement privilégiés, du fait de I'absence d'inhibiteurs spécifiques de 1'enzjme de
conversion de l'endothéline. Des essais thérapeutiques sont en cours afin de
déterminer si les effets bénéfiques obtenus a court terme avec les antagonistes de
l'endothéline seront confirmés en termes d'efﬁcaéité et de tolérance lors de

traitements a long terme dans l'insuffisance cardiaque sévére.

VIL.3.2 Hypertension artérielle

Contrairement a l'insuffisance cardiaque, le role du systéme des endothélines reste
controvers¢ dans l'hypertension artérielle. Les concentrations sériques d'ET-1 ne sont
pas augmentées dans la majorité des modéles expérimentaux d'hypertension artérielle
chez l'animal, ou dans I'hypertension artérielle essentielle humaine, et la réponse
vasoconstrictrice des vaisseaux résistifs a I'ET-1 est diminude. Cependant, les
concentrations tissulaires peuvent étre augmentées dans certains modéles
expérimentaux (Brunner, 1998) et les concentrations sériques d'ET-1 sont élevées
dans I’hypertension artérielle maligne, la prééclampsie et l'hypertension artérielle
associée a une insuffisance rénale (Shichiri et al, 1990; Florijn et al, 1991).
L'administration d'ET-1 est responsable d'une vasoconstriction et d'une élévgtion de
la tension artérielle chez I’animal comme chez ’homme, et cet effet est additif lors

de l'administration conjointe d'angiotensine-1I (Yoshida et al, 1992).
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L'administration d'antagonistes de I’ET-1 & des rats hypertendus réduit la

pression artérielle de fagon trés variable selon le modéle utilisé et la molécule testée
(Brunner, 1998) tandis que des résultats favorables et additifs aux inhibiteurs de
I'enzyme de conversion de l'angiotensine ont été obtenus dans un modéle canin
d'hypertension (Donckier et al, 1991; 1997).

Chez 'homme, I'administration par la voie orale de bosentan 4 la posologie de
500 ou de 2000 mg/jour pendant 4 semaines chez des patients hypertendus s'est
révélée aussi efficace que l'administration d'énalapril en termes de réduction de la
pression artérielle diastolique (Krum et al, 1998). Cette réduction tensionnelle a été
obtenue sans stimulation du systtme rénine-angiotensine ou du systme ,
sympathique. Dans cette étude, les effets indésirables du bosentan & la posologie de
2000 mg/jour étaient de 43% versus 37% dans le groupe placebo. Ces effets sont
principalement la céphalée, des oedémes des membres inférieurs, et plus rarement la

cytolyse hépatique.

VIL3.3 Coronaropathies

Une augmentation de la concentration sérique d'ET-1 a été retrouvée a la phase aigué
de l'infarctus, de l'angine de poitrine instable et de I’angioplastie transluminale
(Stewart et al, 1991; Ray et al, 1992; Ameli et al, 1993). De plus, I'immunoréactivité
de ’ET-1 tissulaire est augmentée dans les lésions athéroscléreuses associées & un
angine de poitrine instable comparativement a celles associées a un angine stable
(Zeiher et al, 1995). Comme dans l'insuffisance cardiaque, la concentration d'ET-1

plasmatique est un marqueur pronostique post-infarctus, la mortalité a 1 an étant
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étroitement corrélée a la concentration sérique d'ET-1 mesurée au 3e jour dun

infarctus du myocarde (Omland et al, 1994). L'effet vasoconstricteur. d'ET-1 décrit
précédemment est retrouvé au niveau coronarien chez 'homme (Pernow et al, 1996).
L’administration d’antagonistes de I’endothéline diminue ’étendue de I’infarctus
dans un modele canin d’infarctus du myocarde (Grove;r et al, 1993), ces données
¢tant cependant controversées du fait de résultats discordants avec d'autres études.
L'ensemble de ces données est en faveur d'un role actif de I'ET-1 a la fois
dans la génération de l'athérosclérose et dans les événements cliniques coronariens, y

compris dans les phénoménes de resténose aprés angioplastie.

VIL34 Hypertension artérielle pulmonaire

L'hypertension artérielle pulmonaire est caractérisée par une augmentation des
résistances vasculaires pulmonaires pouvant étre responsables d’une hypertrophie
ventriculaire droite en réponse & la surcharge prolongée en pression. Les étiologies
les plus communes sont l'hypoxie des pathologies pulmonaires chroniques, la
maladie thromboembolique veineuse, l'insuffisance cardiaque ou les cardiopathies
congenitales. L'hypertension artérielle pulmonaire primaire est une pathologie rare et
grave, pour laquelle aucune cause n’a été clairement identifiée.

L’hypertension artérielle pulmonaire est associée a Ihypertrophie de la
vascularisation pulmonaire aux dépens des cellules musculaires lisses, et plus
tardivement & une prolifération intimale. Une dysfonction endothéliale fut observée

dans les modéles expérimentaux et semble avoir un rdle important dans la
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physiopathologie de I'hypertension artérielle pulmonaire primaire ou secondaire

(conséquence de I’insuffisance cardiaque).

Contrairement a I'hypertension artérielle systémique, l'augmentation de la
concentration d'ET-1 plasmatique est clairement établie dans I'hypertension artérielle
pulmonaire humaine (Stewart et al, 1991; Druml] et al, 1993; Langleben et al, 1993).
Comme dans I'insuffisance cardiaque, cette augmentation semble principalement liée
4 une augmentation de la synthése d’ET-1 (Stewart et al, 1991), bien que le poumon
soit & la fois un site de production et de clairance des endothélines.

L'ET-1 posséde une action vasorelaxante & faible dose sur la circulation
pulmonaire normale par stimulation des récepteurs ETp l'effet vasoconstricteur
n'étant obtenu que pour des concentrations élevées. Dans I'hypertension artérielle
pulmonaire, cet effet vasorelaxant est aboli, alors que l'effet vasoconstricteur est
augmente, relayé a la fois par les récepteurs ET, et ETg (Eddahibi et al, 1993; 1995).
En plus de ces effets vasomoteurs, I'ET-1 posséde une action mitogénique au niveau
des cellules musculaires lisses humaines (Zamora et al, 1993). Du fait de son action &
la fois sur la vasomotricité et la prolifération des cellules .musculaires lisses
artérielles pulmonaires et de son augmentation de synthése locale, ’ET-1 est apparue
comme un agent potentiellement important dans la physiopathologie de
I'hypertension artérielle pulmonaire.

Dans des modeles animaux d’hypertension artérielle pulmonaire induite par la
monocrotaline ou par 1’hypoxie, l'administration d'antagonistes ET, ou mixtes

entraine une diminution & la fois de I'hypertension artérielle pulmonaire mais
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également des lésions anatomiques. Ces résultats semblent prometteurs et

l'antagonisme du systtme des endothélines représente une nouvelle approche
thérapeutique de l'hypertension artérielle pulmonaire actuellement en cours

d'évaluation chez I'homme.



Chapitre 2 .
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I. Phénoméne de cicatrisation de la zone

infarctée aprés infarctus du myocarde.

Apres un infarctus, les mécanismes compensatoires a court et a long termes
sont activés pour compenser la perte de la structure cardiaque. Ces mécanismes
compensatoires induisent des changements structuraux qui ne sont pas cependant
limités a la zone infarctée, mais également au myocarde sain. Durant la phase aigué
de I'infarctus, le remodelage de la zone infarctée est activé, comprenant I’expansion
de la zone infarctée, la réparation tissulaire et le processus de cicatrisation (Hochman
et Bulkley, 1982). Plus tard, la cicatrice est stabilisée mais la dilatation ventriculaire
peut se produire davantage en raison de I'hypertrophie excentrique du myocarde
restant (Braunwald et Pfeffer, 1991).

La plupart des études thérapeutiques expérimentales pbst-infarctus ont porté
sur le remodelage cardiaque au niveau du myocarde sain. Cependant, les données
récentes chez I’animal et chez les humains démontrent I'importance de la zone
infarctée elle-méme comme cible potentielle pour l'intervention thérapeutique post-
infarctus (Cannon et al, 1985; Jugdutt et al, 1989; Frimm et al, 1996). Contrairement
a la pensée générale laquelle préconise que la cicatrice est juste un tissu mort, il
semble que le processus de cicatrisation s'avére étre actif et bien contrdlé. En outre,
les interventions dans le processus de cicatrisation semblent affecter la fonction
cardiaque (Jugdutt, 1993). Par conséquent, il est possible que les changements de la
structure de la zone infarctée peuvent étre d'une importance maj eure pour l'entretien

de la fonction cardiaque.
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Bien que nous sachions que la fonction et la structure cardiaques soient

etroitement liées et que toutes les deux changent aprés un infarctus, il reste beaucoup
a connaitre sur la fagon dont ces changements interagissent pour causer la réduction
de la fonction cardiaque post-infarctus. Aussi, il n'est pas clair quelle composante
structurale devrait €tre visée par les traitements pharmacologiques pertinents post-
infarctus.

Récemment, I'ET-1 tissulaire a été démontrée en grande concentration dans la
zone infarctée (Oie et al, 1997). De plus, un plus grand nombre de récepteurs de
I'endothéline et de ’enzyme de conversion de I’endothéline est observé dans les
fibroblastes cardiaques et les cellules inflammatoires lors du processus de
cicatrisation (Tonnessen et al, 1998; Kobayashi et al, 1999). Ces observations
suggérent un role de 'ET-1 dans le processus de cicatrisation de la zone infarctée.
Par conséquent, dans ce travail nous explorons le réle potentiel de ’ET-1 lors de la
réparation tissulaire post-IM. Notre hypothése est la suivante: le systéme endothéline
est essentiel pour la réparation tissulaire, et le blocage de ce systéme lors de la
période active de guérison empéche ou retarde ce processus de cicatrisation et ainsi
modifie le remodelage cardiaque et sa fonction ventriculaire. L’infarctus du
myocarde est induit par ligation de I’artére coronaire interventriculaire descendante
et Pinhibition chronique du récepteur ET,4 de I’endothéline débute 20 heures apres

opération de I’infarctus afin d’intervenir dans le remodelage de la zone infarctée.
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Abstract

Background Endothelin A (ET.) receptor antagonists have been shown to
improve ventricular remodelling and survival in rats when started 10 days
postinfarction. Whether starting them earlier would have a more or less beneficial
effect is uncertain.

Methods Rats surviving an acute myocardial infarction (MI) for 24 hours
(n=403) were assigned to saline or the ET4 receptor antagonist LU 127043 or its
active enantiomer LU 135252 for 4 weeks.

Results Chronic LU treatment had no effect on survival with 46% of LU rats and
47% of saline-treated rats with large MI surviving to the end of the study. LU
treatment led to scar thinning, further left ventricular (LV) dilatation, an increase in
LV end diastolic pressure and an increase in wet lung weight, P<.05. Despite this
detrimental effect on LV function, LU led to a significant decrease in right
ventricular (RV) systolic (50 = 2 to 44 = 2 mm Hg, P<.05 versus saline) and right
atrial pressures. LU treatment also prevented the increase in pulmonary ET-1 found
in saline-treated rats with large MI but did not modify the increase in cardiac ET-1 in
hearts with large MI.

Conclusions The early use of the ET4 receptor antagonists LU 127043 or its
active enantiomer LU 135252 postinfarction in the rat leads to impaired scar healing,
to LV dilatation and dysfunction. This is accompanied by a decrease in RV systolic

and right atrial pressures and a decrease in pulmonary but not cardiac ET-1 levels. Tt
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would thus appear that the early use of ET, receptor antagonists postinfarction

may be detrimental.

Introduction

Endothelin-1 (ET-1) is an endothelial-derived powerful vasoconstrictor substance’
that also has positive chronotropic and inotropic myocardial effects. Its long-term
effects include stimulation of myocardial and vascular smooth muscle hypertrophy,
interstitial fibrosis, and myocardial cell injury.’ In acute myocardial infarction MD),
ET-1 levels increase markedly and their elevation is associated with MI size and a
poor prognosis.* In chronic congestive heart failure, systemic and cardiac ET-1 levels
increase significantly.’ In heart failure, the non-specific ET, + ETp receptor
antagonist Bosentan and selective ET, receptor antagonists have generally been
shown to have beneficial acute and long-term hemodynamic effects, although there
have been exceptions.®!?

Most commonly heart failure occurs as the result of a MI.'* In large MI, during
the first few postinfarction days, there can be stretching of the scar (scar expansion)'*
which leads to ventricular dilatation and further reduction of the pumping ability of
the heart. Later, the scar is stabilized but further ventricular dilatation can occur as a
result of eccentric hypertrophy of the remaining myocardium.'* This dilatation of the
ventricle has been shown to be closely related to the long-term prognosis of patients

postinfarction.'* Results of experimental studies done by one group using the specific

ETx receptor antagonist BQ-123 suggest that ET4 receptor blockade is beneficial in
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this situation when started 10 days postinfarction.*'® More recently, another group

has found that the use of an ET, receptor antagonist could cause excessive
ventricular dilatation when started within 24 hours of an ML" Clearly, more work is
necessary in the area of ET-receptor antagonism and postinfarction evolution to help
clarify the importance of the timing of initiation of ET-receptor antagonists. In this
study, we investigated the effects of the specific ET4 receptor antagonists LU
127043" and its active enantiomer LU 135252"7 started within 24 hours of an acute

MI in rats and continued for 4 weeks thereafter.

Methods

Animals

Male Wistar rats (Charles Rivers, St-Constant, Quebec, Canada) 7 weeks of age
weighing 200 to 250 g, were selected. The use and care of laboratory animals was
according to the Canadian Council for Animal Care and were approved by the

Animal Care Committee of the Montreal Heart Institute.

MI Operation Procedure
MI was induced by ligating the left anterior coronary artery as described

previously.'® There was a high peri-infarction mortality with 41% dying within 24

hours of the operative procedure.
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Treatment Interventions

On the day following the operation (approximately 20 hours postoperation),
surviving animals were randomized into three groups as follows: 1) operated rats +
0.9% saline; 2) operated rats + LU 127043 or its active enantiomer LU 135252, with
the treatment stopped for 2 days before the hemodynamic measurements; and 3)
operated rats + LU 135252 given continuously until the time of sacrifice (Fig 1). LU
135252 and LU 127043 are essentially the same selective ET4 receptor antagonist
[(+)-(5)-2-(4, 6-dimethoxy-pyrimidin-2-yloxy)-3-methoxy-3, 3-diphenyl-propionic
acid] produced by Knoll AG (Ludwigshafen, Germahy), LU 135252 being the active
enantiomer of LU 127043.'"%'7 All rats received twice daily gavage with
60 mg/kg/day of LU 135252 or vehicle (0.9% saline), except for rats receiving LU
127043 at 100 mg/kg/day in the drinking water. Results witfl LU 127043 and

LU135252 were similar and thus considered together.

The Chronic Hemodynamic Effects of LU

The hemodynamic studies evaluating the chronic effects of LU were done 4 weeks
postinfarction. Rats were anesthetized with a gas mixture containing 100% oxygen
and halothane reduced from 2% to 0.5-0.8% 15 minutes before left and right heart
hemodynamic recordings were measured by a microtip pressure transducer catheter
(model SPR-407, 2F, Millar Instrument, Houston, TX) as previously described.?®

Rats that died after 72 hours but prior to the hemodynamic study had morphologic
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assessment of MI size but were not used for other measurements except for

survival. Those dying between 24 and 72 hours were assumed to have had a large

MI

Passive Pressure-Volume Relationship and Ventricular Remodelling

A first group of rats (n=73) were used to assess LV remodelling. First, the passive
pressure-volume relationship of these hearts were assessed as previously described,'®
and the heart filled with saline to a pressure of 15 mm Hg, sealed and fixed in
formalin. The heart was then cut halfway (middle) between the base and apex and
slices prepared for histologic study, as previously described.’® A large MI was
defined as involving > 45% of LV circumference, and a sham or small infarction as
involving < 20%. Hearts with a moderate infarction (>20% to <45%), were excluded
as there were too few of them for meaningful analyses. The surface of the scar cross-
section was obtained by planimetry and divided by scar length in order to obtain an

assessment of average scar thickness.

Assessment of Cardiac Hypertrophy

A second group of rats (n=155) was used to assess the degree of cardiac hypertrophy
and endothelin and atrial natriuretic peptide (ANP) levels. After the hemodynamic
protocol was completed, 6 mL of blood was collected via the right jugular vein. The
lungs were removed and perfused with saline to remove any residual blood, the heart

was then rapidly excised and divided into right and left atria, right ventricle, left
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ventricle (including septum), and the scarred area. Each tissue was then weighed

individually. The scarred area surface was determined by planimetry. Rats were
divided into sham or small MI, or large MI according to whether they had a scar to
body weight ratio <0.1 mg/g or >0.2 mg/g. This was based on a relationship between
the scar to body weight ratio and LVEDP. Rats with a large MI based on a scar to
body weight ratio >0.2 mg/g had hemodynamic values similar to those with a large

MI based on a < 45% scar circumference (data not shown).

Assessment of Plasma and Tissue Endothelin Levels

The plasma endothelin concentration and the endothelin concentration of the lungs,
the right ventricle, the viable portion of the left ventricle and the scar were
determined by previously established methods.'” PreproET-1 mRNA levels in the
viable portion of the LV were measured using a ribonuclease protection assay (RPA)
kit from Ambion Inc. (Austin, TX) (RPA II). Samples were then electrophoresed on
a vertical Novex system for 2 hours at 150 volts, transferred on a positively charged
nylon membrane where they were crossslinked by high energy ultra-violet radiation.
The biotin moiety on the protected probes was revealed using standard streptavidin
alkaline phosphatase coupled with CDP-Star (BrightStar BioDetectKit; Ambion
Inc.). The resulting chemiluminescent reaction was exposed on BioMax Kodak films
(Rochester, NY) for 1 to 4 hours. A low molecular weight RNA ladder (0.15-1.7 kb;
Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) incorporated on every gel enabled us to

accurately identify expected bands at 499 and 313 bases, for preproET-1 and B-actin,
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respectively. The intensity of preproET-1 bands was quantified by densitometry

(GS-700, Biorad, Mississauga, Ontario, Canada) and normalized relative to the p-

actin density.

Assessment of Cardiac Prepro ANP mRNA and Plasma Angiotensin II Levels

Plasma angiotensin II levels were measured as previously described.'® Cardiac
prepro ANP mRNA was measured as previously described.”® The mRNA level of
prepro ANF was normalized to the level of 28S rRNA to correct for potential

differences in the amount of RNA loaded and/or transferred.

Immunocytochemical Analysis

A polyclonal antiserum against human ET-1 was obtained from Peninsula
Laboratories. The avidin-biotin-peroxidase complex method was used. Negative
controls were performed by replacing nonimmune serum for the primary antibody, or

by omitting steps in the avidin-biotin-peroxidase complex procedure.

Statistical Analysis

All values were expressed as mean = SEM. Results were compared by using a two-
tailed student's 7 test for unpaired data and by analysis of variance followed by
Dunnett’s test when appropriate. Statistical significance was assumed at P<0S5.
Kaplan-Meier survival curves over the whole follow-up were constructed and the

curves compared by the generalized Savage (Mantel-Cox) test.
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Results

Effects of ET4 Receptor Antagonists on Survival

The survival of sham-operated or small MI rats, whether saline- or LU-treated, was
excellent. Overall mortality in rats with large MI was similar in the two treatment
groups, with approximately 47% of rats treated with saline surviving and 46% of rats

treated with LU surviving the 4-week study (Fig 2).

The Chronic Hemodynamic Effects of LU

No difference in the hemodynamic characteristics of rats with sham operation or
small MI were noted between the various treatment groups (Table 1). However, in
rats with large MI, RV systolic pressure was significantly decreased in the LU group
in which the medication was continued until sacrifice (P<.05) as compared with the
saline-treated group (Table 1). This occurred despite a significant increase in left
ventricular end diastolic pressure (LVEDP) in the LU stop group as compared to the
saline large MI group. A tendency towards an increase in LVEDP was noted in the
LU continuous group. The decrease in RVEDP in the LU continuous group did not
reach statistical significance but the decrease in right atrial pressure did. The
decrease in these variables in the LU stop group was directionally similar but not

statistically significant.
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Passive Diastolic Pressure-Volume Relationship

Treatment with LU had no effect on the passive diastolic pressure-volume
relationship of sham or small MI rat hearts. As expected, a large MI caused this
relationship to be shifted fo the right as compared to the sham or small MI groups
(Fig 3). The large MI hearts treated with LU had the greatest rightward shift (P< .05)

indicating greater ventricular dilatation despite similar MI size.

Cardiac Remodelling and Morphologic Studies

The characteristics of cardiac chamber and scar weight as well as scar surface and
lung weight are presented in Table 2. In the sham-operated or small MI groups,
treatment with LU had no effect on any of these variables. As compared to saline-
treated rats with large MI, LU-treated hearts had a significant increase in both RA
and LA weight to body ratio, and their wet lung weight to body weight ratio was also
increased suggesting greater pulmonary congestion.

In rats that were sham-operated or had small infarctions, no difference in any of
the measured morphologic variables between saline and LU-treated groups were
identified (Table 3). As compared to saline-treated rats with large MI, LU-treated rats
with large MI had a greater increase in epicardial circumference and greater thinning
of the scar as reflected by a decrease in cross-sectional scar surface to scar length.

Infarct size and other variables were no different between the two MI groups.



Endothelin Concentrations

Plasma ET-1 concentrations were similar in sham-operated or small MI rats
regardless of treatment (Table 4). Rats with large MI treated with saline had an
elevated plasma ET-1, however, levels were even greater in LU-treated rats with a
large MI.

Sham or small MI rats treated with LU had slightly higher pulmonary ET-1 levels
than saline-treated sham or small MI rats (Table 4). Rats with large MI treated with
saline had the greatest increase in ET-1. LU rats treated with a large MI had no
elevation in pulmonary ET-1 levels.

ET-1 and PreproET-1 mRNA levels in the viable portion of the LV of sham-
operated or small MI hearts were similar regardless of treatment [0.20 + 0.3
preproET-1/B-actin mRNA (n=6) for saline-treated, and 0.23 + 0.06 preproET-1/-
actin mRNA (n=6)] (Table 4, Fig 4). The increase in LV ET-1 and preproET-1
mRNA levels in hearts of saline-treated rats with large MI was significant (1.31 =
0.17 preproET-1/B-actin mRNA, n=5, P<02) and similar to that of hearts of LU-
treated rats with large MI (0.96 + 0.17 preproET-1/B-actin mRNA, n=6). RV ET-1
levels were similar to those of the LV in all four groups. The highest levels of tissue
ET-1 levels were, however, found in the scar of hearts with a large MI regardless of

treatment group.
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Cardiac Prepro ANP mRNA and Plasma Angiotensin II

Cardiac prepro ANP mRNA expression was increased in the RV and LV of both
groups with large MI (Fig 5), the increase in LU-treated hearts being greatest.

Plasma angiotensin II decreased in LU 135252 continuously treated rats with
sham or small MI as compared to the saline group (Fig 5). Plasma angiotensin II was
increased similarly in saline and LU 135252 continuously treated rats treated with

large MI, but increased even more when LU 135252 was stopped.

Immunocytochemical Analysis

ET-1 immunoreactivity was found to be very low in the myocardium of sham-
operated controls (Fig 6). However, ET-1 immunoreactivity was markedly increased
in the viable myocardium of failing hearts with large MI. This was true for rats

receiving saline or LU.

Discussion

This study demonstrates that the early and sustained use of the orally active ET4
receptor antagonists LU 127043 and its active enantiomer LU 135252 postinfarction
in the rat results in detrimental healing of the scar. This in turn leads to excessive
ventricular dilatation, and LV dysfunction. These changes are accompanied by an
increase in cardiac prepro ANP mRNA levels and, when LU is stopped, an increase
in plasma angiotensin II. The early and sustained use of orally active ET4 receptor

antagonists was, however, associated with beneficial effects on pulmonary pressures
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and prevented the increase in pulmonary ET-1 levels found with a large MI.

Despite this, there was no improvement in RV or left and right atrial hypertrophy.
The end result was no change in survival. Taken together, these findings suggest that
ETa receptor antagonists should not be started early postinfarction as they may lead
to detrimental ventricular remodelling which in turn could counter the iaotential
beneficial effects that these drugs may have when used long-term in this model of
heart failure.'” Tt would nevertheless appear that these agents may be useful in
attenuating the pulmonary hypertension associated with LV dysfunction.

One of the major findings of this study is that ET, blockade started within 24
hours of an acute MI impairs scar healing contributes to excessive ventricular
dilatation and dysfunction. The early use of an ET4 receptor antagonist postinfarction
caused the scar to be thinner suggesting that collagen deposition was impaired.
Considering the known stimulating effect of ET-1 on fibroblasts,’ the large number
of ET, receptors on fibroblasts,® the increase in circulating and cardiac ET-1 levels
and the marked increase in cardiac preproET-1 mRNA in heart failure,” it should
come as no surprise that ETa receptor antagonists would have this effect. One
interesting finding from this study is that the scar had greater ET-1 levels as
compared with the rest of the myocardium. This finding is compatible with an
important role for ET-1 in maintaining scar integrity. Because starting ET4 receptor
antagonists 7 to 10 days postinfarction in this model has been found not to affect the

scar, to improve LV remodelling and to prolong survival,'® it would appear that once
p g p g pp
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the scar is healed and stable, ET4 receptor antagonists no longer have detrimental

effects on the scar or ventricular remodelling.

The only study showing prolonged survival with the non-specific ET receptor
antagonist Bosentan also started the drug 1 week postinfarction.® That study,
combined with the results of Sakai et al,'® support the possibility that starting
endothelin antagonists after the scar is healed is particularly beneficial. Nevertheless,
results by Fraccarollo et al’ raise the possibility that non-specific ET receptor
blockade may have superior effects on scar healing and thus potentially more
favorable effects on postinfarction LV remodelling. They found that starting
Bosentan 3 hours postinfarction had no detrimental effects on LV remodelling 8 days
later and improved remodelling slightly by 8 weeks postinfarction. Why non-specific
blockade should be better than specific ET, antagonists for scar healing is not
obvious as fibroblasts also have ETg receptors.3° However, as ETg receptors also
stimulate nitric oxide release, and nitric oxide has antiproliferative effects, this
mechanism remains a possibility.

The dose of Bosentan used appears to be important for optimal hemodynamic and
remodelling effects and for survival.® This raises the possibility that the use of larger
doses of LU may have yielded different results than those found in our study.
However, the goal of this study was to evaluate the effects of specific ET4 receptor
antagonists on postinfarction LV remodelling and larger doses would have reduced
the receptor specificity of LU.'!" In pilot studies, we went to great lengths to be

certain that the doses of LU used not only blocked the vasoconstrictor effects of ET-
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1, but also preserved its receptor selectivity. Nevertheless, our therapeutic regimen

of LU was active as it led to significant alterations in plasma and pulmonary ET-1
levels, plasma angiotensin II, LV prepro ANP mRNA levels, LV remodelling and
pulmonary pressures.

ETa blockade decreased pulmonary pressures despite causing an increase in
LVEDP in rats with a large MI. Thus, the decrease in pulmonary vascular resistance
caused by chronic ET, blockade is likely greater than that reflected by the decrease
in pulmonary systolic pressures, assuming that cardiac output was similgr in both
groups. Studies by Sakai et al’ suggest that ET, antagonist induced decreases in
pulmonary pressures are largely the result of changes in the pulmonary vasculature
itself. They found that a decrease in pulmonary pressures was present even after the
ETx receptor antagonist was stopped. That ETa blockade should have particularly
impressive effects on pulmonary pressures is compatible with an important
pathophysiologic role of endothelin in the development of pulmonary hypertension in
heart failure.’

Despite causing LV dilatation and no change in systemic arterial pressure, ET4
blockade was not accompanied by greater LV hypertrophy. This suggests that the
known stimulatory effect of ET-1 on myocardial hypertrophy was at least partially
suppressed by ET4 blockade. However, it would appear that this antihypertrophic
effect of ETa blockade was not sufficient to prevent the development of significant
RV and atrial hypertrophy. This is all the more surprising as RV systolic and right

atrial pressures were decreased and RVEDP also tended to decrease. We are at a loss
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to explain this finding, except for the possibility that the increase in LVEDP

produced by LU treatment activated other systems, such as angiotensin II, that
preferentially stimulated hypertrophy. Reflex stimulation of vasoconstrictor systems
would also help explain the lack of decrease in systemic arterial pressures that
occurred despite the use of a known vasodilatory substance. Another possibility is
that the decrease in right sided pressures was too modest to be translated to a
measurable reduction in RV hypertrophy.

In this study, LU was found to suppress angiotensin II plasma levels in sham to
small MI rats. Unfortunately this beneficial effect was lost in rats with large MI and,
in LU-treated rats with large MI when LU was stopped, angiotensin II levels were at
their highest, a finding compatible with more severe LV dysfunction.
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| L'hypertension et la fibrose pulmonaire
secondaire a ’infarctus du myocarde

L'hypertension et la fibrose pulmonaire sont des complications fréquentes dans
I'insuffisance cardiaque congestive. Plusieurs évidences rapportées suggérent que
IET-1 puisse étre un candidat intéressant c01"nme facteur pathogéne dans le tissu
pulmonaire.

En plus des effets sur le ceeur en défaillance induisant la congestion et
Phypertension artérielle pulmonaire secondaire, I'ET-1 pourrait également jouer un
réle direct pro-congestif dans la circulation pﬁlmonaire en augmentant la
permeabilité des capillaires pulmonaires (Poulat et Couture, 1998) et la filtration des
liquides transcapillaires ayant pour résultat I’cedéme des voies aériennes (Horgan et
al, 1991).

A part du réle vasoconstricteur des vaisseaux pulmonaires (Horgan et al,
1991), menant a I’augmentation ultérieure de pression des vaisseaux et possiblement
a I'hypertension artérielle pulmonaire, I'ET-1 pourrait jouer un réle important dans
la progression de la fibrose pulmonaire (Hocher et al, 2000). Lorsque synthétisée et
libérée par plusieurs types de cellules résidentes dans le poumon, telle les
macrophages alvéolaires, et fibroblastes, I'ET-1 peut agir comme médiateur par ses
propriétés chemotactiles et mitogénes & la synthése de céllagéne.

La production accrue d’ET-1 et le changement de I’expression des récepteurs
de I’endothéline dans les poumons lors de I’insuffisance cardiaque congestive
pourraient donc contribuer & I’hypertension et la fibrose pulmonaire, Plusieurs

¢tudes in vivo ont démontré que le traitement avec des antagonistes de I’'ET
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empéche l'hypertrophie vasculaire du muscle lisse dans le modele de rat de

DOCA-salt de I'hypertension artérielle et aprés I’infusion de l'angiotensine II
(Moreau, 1998; Schiffrin, 1998). De méme, ’administration des antagonistes de
I’ET-1 réduit I'ampleur de la fibrose dans les poumons des rats bléomycine-traités
(Park et al, 1997). Collectivement, ces observations suggérent que les antagonistes
du récepteur ET-1 peuvent améliorer 1’hypertension pulmonaire par l'intermédiaire
de la modulation de remodelage vasculaire et de l'expression des protéines de la
matrice extracellulaire. A cet égard, la présente étude examine si le développement
de I’hypertension pulmonaire est associé au remodelage vasculaire pulmonaire et
aux changements du phénotype moléculaire de la fibrose. Deuxiémement, le role
potentiel d'ET-1 dans ces événements pathophysiologique's a 6té examiné par
lintermédiaire de |’administration de I'antagoniste ‘d'u récepteur ETa de

Iendothéline (LU135252), 20 heures post-IM pendant une période de 4 semaines.
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II. LU135252, an endothelin, receptor antagonist
did not prevent pulmonary vascular

remodeling or lung fibrosis in a rat model of
myocardial infarction

Quang Trinh Nguyen', Federico Colombo', Jean L. Roulean?,

Jocelyn Dupuisl, and Angelino Calderone’!
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The early intervention with endotheling (ET4) receptor antagonists
following coronary artery ligation has been shown to reduce the
development of pulmonary hypertension, despite a lack of improvement in

left ventricular function.

. The present study examined the conmtribution of pulmonary vascular

remodeling and the progression of lung fibrosis in the development of
pulmonary hypertension and the subsequent role of endothelin-1 in these

processes in a rat model of myocardial infarction (MI).

. The administration of 60 mg kg™ per day of the specific ETa receptor

antagonist LU135253  ((+)-(S)-2-(4,6-dimethoxy-pyrimidin-2-yloxy)-3-
methoxy-3,3-diphenyl-propionic acid) 24 hr following coronary artery
ligation failed to improve left ventricular contractile indices, but reduced
the extent of pulmonary hypertension, as reflected by the significant

decrease in right ventricular systolic pressure.

. The medial wall thickness of small pulmonary arteries (50-200 um) was

significantly increased 4 weeks following MI, albeit LU135253 treatment

did not ameliorate this pattern of vascular remodeling.

. The steady-state mRNA levels of collagen, fibronectin, transforming

growth factor-y, and -B3 were significantly increased in the lungs of MI

rats. The treatment with LU135252 did not alter this pattern of gene

expression.
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6. Thus, these data demonstrate pulmonary vascular remodeling and the

increased expression of extracellular matrix proteins represent underlying
mechanisms implicated in the development of pulmonary hypertension in
the MI rat.

7. Despite the amelioration of the pulmonary hypertensive state, ET,
receptor blockade was insufficient to reverse pulmonary vascular

remodeling, or the development of lung fibrosis in the MI rat.

Key words: coronary ligation, endothelin-1, ET, receptor, pulmonary hypertension,
pulmonary vascular remodeling, extracellular matrix proteins, transforming growth

factor-3

Abbreviations
ETa; endothelin-A receptor
ET-1; endothelin-1

LUM35253; (+)-(8)-2-(4,6-dimethoxy-pyrimidin-2-yloxy)-3-methoxy-3,3 -diphenyl-

propionic acid
MI; myocardial infarction
PH; pulmonary hypertension

TGF-B; transforming growth factor-p
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Introduction

A common pathophysiological feature of pulmonary hypertension (PH),
regardless the etiology, is an increase in the circulating levels of endothelin-1 (ET-1)
(Hay, 1999; MacLean, 1999; Stewart, 1993). In left ventricular failure, the most
prevalent cause of secondary PH, elevated plasma ET-1 levels were found to relate
directly with the severity of PH (Cody et al., 1992). Recent studies have confirmed
the contribution of ET-1 in the development of left ventricular dysfunction and PH in
the myocardial infarct (MI) rat model. The treatment with an ET receptor antagonist
1 week post-MI reduced mortality, improved cardiac function, and PH (Sakai et al.,
1996a). By contrast, the early administration (24-48 hr post-MI), did not have any
beneficial effect or exacerbated the contractile dysfunction of the left ventricle, albeit
an amelioration of PH was still evident (Sakai et al, 1996b; Nguyen et al., 1998). The
apparent paradox with regard to the therapeutic efficacy of ET antagonists on left
ventricular contractile function has been attributed to the suggested role of ET-1 in
early scar formation and stabilization (Nguyen et al., 1998). Nonetheless, regardless
the time frame of ET-1 receptor antagonist administration, the beneficial effect on

PH persists in the MI rat model.

The underlying mechanism(s) attributed to the beneficial effect of ET-1
receptor antagonist treatment on the development of PH in the MI rat remains
unresolved. Pulmonary vascular remodeling and the progression of fibrosis represent
pathophysiological events implicated in the genesis and/or maintenance of PH (Prie

et al., 1997; Zhang and Phan, 1996). Indeed, several in vivo studies have shown the
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LU135252. A dose of 60 mg kg™ per day of LU135252 was administered twice

daily by gavage 24 hr following coronary-ligation or sham-operation for a peripd of
4 weeks. LU135252 is a novel nonpeptidic selective ET, receptor antagonist with
high oral bioavailability and a long half-life (Miinter et al., 1996). This dose and
regimen has been previously shown to inhibit the increased expression of lung ET-1
protein levels and myocardial ET-1 mRNA levels, and decrease right ventricular

systolic pressure in the MI rat (Nguyen et al, 1998; Pi

card et al., 1997). Likewise, in

Qi iy

the monocrotaline-induced model of pulmonary hypertension, the administration of
50 mg g per day of LU135252 by gavage ameliorated right ventricular systolic

pressure and hypertrophy (Prié et al., 1997).

In the present study, the criteria used to categorize a large MI is a scar to
body weight ratio > 0.2 mg/g, as previously described, and validated (Nguyen et al.,
1998). The use and care of laboratory animals was according to the Canadian

Council for Animal Care and approved by the Animal Care Committee of the

Montreal Heart Institute.
Hemodynamic Measurements

The hemodynamic profile of each rat was examined at 4 weeks post-
infarction, as previously described (Nguyen et al, 1998). Briefly, rats were
anesthetized with a gas mixture containing 100% oxygen and halothane reduced

from 2% to 0.5-0.8% 15 minutes before left and right heart hemodynamics were
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measured by a microtip pressure transducer catheter. (model SPR-407, 2F, Millar

instrument, Houston Texas).
Northern Hybridization

Following hemodynamic measurements, total lung RNA was isolated by a
modification of guanidine thiocyanate-phenol-chloroform extraction method, as
previously described (Calderone et al., 1998). Total RNA (20 pg) was denatured with
formaldehyde and formamide, and separated by size electrophoresis on a 1.3%
agarose/4% formaldehyde gel, and subsequently transferred to nylon membranes
(Genescreen Plus; Dupont-NEN) by vacuum blotting (model 785;Bio-Rad
Laboratories).

A 0.985-kb fragment of rat TGF-B; (American Type Culture Collection
(ATCC); Rockville, Maryland), a 1.2-kb fragment of mouse TGF-B; (ATCC), a 0.6-
kb fragment of rat fibronectin (courtesy of Dr. R.O. Hynes), and a 0.3-kb fragrrient of
prepro-collagen-al (type 1;ATCC) were labeled with **P-dCTP (NEN) to a specific
activity of 1-2x10° cpm/ng cDNA by the random hexamer (Pharmacia) priming
method and hybridized to nylon membranes (Dupont-NEN) for 18-24 hrs at 42°C, as
previously described (Calderone et al., 1998). The filters exposed to the cDNA
probes were washed twice (15 minutes, room temperature) with 300 mmol/L
NaCl/30 mmol/L trisodium citrate and 0.1% SDS and twice (15 minutes, 45°C) with
30 mmol/L NaCl/3 mmol/L trisodium citrate and 0.1% SDS. Nylon membranes were

subsequently exposed to Kodak XAR film with an intensifying screen at -70°C, and
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films were scanned with a laser densitometer (Chemilmager 4000 1 v4.04

software; Alphan Innotech corporation). All levels of mRNA reported in this paper

are normalized to the level of 28S rRNA.
Lung vascular morphometry

The pattern of pulmonary arterial bed remodeling was examined in a separate
series of experiments. The scar/bw ratio of the MI rats + 0.9% saline was 0.3140.03

(n=7), and the MI rats + LU135252 was 0.32+0.03 (n=5). The pulmonary artery was
injected at 50 cm HpO pressure with a hot barium-gelatin mixture (60°C) for 3 min,

and the airways were distended with 10% formaldehyde solution at a pressure of 36
cm HpO. The lungs were immersed in an inflated state in 10% formaldehyde solution
for at least 2 days. For morphometric analysis, three sections were obtained from
each rat lung (from the upper, median and lower parts), stained with hematoxylin and
eosin, and microscopically assessed for medial wall thickness of pulmonary arteries.
The measurements of luminal diameter and medial thickness on eitheir side (mq and

mp) were made along the shortest diameter. Measurements were made at random on

10 muscular arteries (size ranges 50-100, 101-150 and >150 pm in external diameter)
per lung section. For each artery, the medial wall thickness was related to the
external diameter (d, luminal diameter + media on either side) and expressed as

percent wall thickness (%WT) =1 (m}+m9)/2d tx 100 (Prie et al., 1997).
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Data Analysis. Data are represented as the mean + S.E.M. Statistical analysis

was performed by Student’s unpaired t test (two-tailed), and by analysis of variance

followed by Dunnett’s test when appropriate. A value of p<0.05 was considered

statistically significant.

Results

Morphologic and hemodynamic alterations in the myocardium of MI Rats:

The effect of the ET 4 receptor antagonist LU135252.

The ligation of the anterior descending coronary artery resulted in myocyte
cell loss, as reflected by the significant decrease in left ventricular weight and scar
formation in the MI group, as compared to sham (Table 1). A concomitant
hypertrophic response was observed in the right ventricle, and lung wet weight was
significantly increased in the MI rat group (Table 1). Left ventricular dysfunction
was observed in the MI rat group, as reflected by the decrease in left ventricular
systolic pressure, dP/dt index, and an increase in left ventricular end-diastolic
pressure (Table 2). Moreover, PH was evident in the MI rat group, as reflected by the
significant increase of right ventricular systolic pressure (Table 2). Long-term

therapy of the MI rat group with the ET 5 receptor antagonist LU135252 resulted in a

significant reduction of right ventricular systolic pressure in the MI rats, without a

concomitant change in ventricular hypertrophy, lung wet weight, scar size or left

ventricular contractile function (Table 2).
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Pulmonary artery remodeling in the MI Rats

Morphometric changes of the pulmonary arteries are shown in table 3. The
external diameter of the caliber of arteries examined was similar in all sham and MI
rats with or without LU135252 treatment. The luminal diameter of 50-100 pm
pulmonary arteries was significantly decreased in the MI rats, as compared to sham.
By contrast, in the 101-150, and 151-200 pum caliber arteries, a non-significant
decrease in luminal diameter was observed in the MI rats, as compared to sham. The
treatment with LU135252 did not reverse the decrease in luminal diameter observed
in the MI rats. Medial wall thickness was significantly increased in all the caliber of
arteries examined in the MI rats, as compared to sham, regardless the arterial caliber.

LU135252 treatment did not reverse this pattern of remodeling.
A molecular phenotype of pulmonary fibrosis

To assess whether the MI rats were associated with the development of lung
fibrosis, the steady-state mRNA levels of the extracellular matrix proteins collagen
and fibronectin were assessed. In the lungs of the MI rats, the steady-state mRNA
levels of prepro-collagen-ol and fibronectin were increased 3.7+1.0-fold increase
(p<0.05 versus sham;n=6) and 2.9+0.2-fold increase (p<0.05 versus sham;n=6)
respectively, in the lungs of MI rats, as compared to sham rats (Figure 1). The
transforming growth factor-B (TGF-B) family has been impli(;ated as a local
autocrine/paracrine factor involved in the progressionjand/or maintenance of fibrosis.

Consistent with this premise, the increased mRNA expression of the extracellular
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matrix proteins was associated with a concomitant significant increase in the

steady-state mRNA levels of TGF-B; (3.74£0.8-fold increase; p<0.05 versus
sham;n=6) and TGF-B; (2.7+0.7-fold increase; p<(.05 versus sham;n=6) in the lungs
of the MI rats, as compared to the sham rats (Figure 1). Long-term therapy of sham
rats with the ET A receptor antagonist LU135252 did not alter the expression of these
transcripts, as compared to sham (Figure 1). In the MI rat group, LU135252
treatment did not prevent the increased expression of either collagen (3.0+0.8-fold
increase; p<0.05 versus sham+LU135252;n=6), fibronectin (2.4+0.6-fold increase;
p<0.05 versus sham + LU135252; n=6), TGF-B; (4+0.8-fold increase; p<0.05 versus
sham + LU135252; n=6), or TGF-B3 (3.240.8-fold increase; p<0.05 versus sham +

LU135252; n=6) mRNAs, as compared to untreated MI rats (Figure 1).

Discussion

The development of PH, secondary to MI in the rat, was associated with
pulmonary artery remodeling, and a pattern of gene expression consistent with the
presence of fibrosis. The long-term administration of the ET, receptor antagonist
LU135252 did not reverse these phenotypic events in the lungs, despite a significant
reduction of right ventricular systolic pressure. Collectively, these data suggest ET-1,
acting at least partially via the ETa receptor, may in part contribute to the
development of PH. However, the absence of a beneficial effect of LU135252 on

either pulmonary vascular remodeling or the fibrotic pattern of gene expression in the
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lungs of the MI rat, suggests ET-1 activation of the ET4 receptor was not

implicated in the progression of these pathophysiological events.

Data from several studies support the concept that ET-1, acting via the ET,
receptor, is implicated in the development of PH. Evidence to support this premise
includes increased expression of ET-1 in the lungs of various models of PH, and the
identification of ET, receptors on the pulmonary arterial vasculature (Soma et al.,
1999; Nguyen et al., 1998; Park et al., 1997; Sakai et al., 1996b; Nakamichi et al.,
1992). Consistent with this concept, the administration of structurally distinct ET,
receptor antagonists were shown to reverse the increase in pulmonary artery pressure,
and the associated hypertrophic response of the right ventricle in hypoxia- and
monocrotaline-induced models of PH (Prié et al., 1997;Dicarlo et al., 1995). In the
lungs of the MI rat, ET-1 peptide levels were found elevated, and the long-term
treatment with LU135252 completely suppressed the increased expression (Sakai et
al., 1996b; Nguyen et al., 1998). These latter findings are consistent with a role of the
ETa receptor in the synthesis of endothelin-1 (Barton et al., 1998): Moreover,
coincident with LU135252 treatment, a significant reduction in right ventricular
systolic pressure was observed in the MI rats. Likewise, the treatment of MI rats with
the structurally distinct ET, receptor antagonist BQ-123 was found to ameliorate
right ventricular systolic pressure when administered 24 hr post-infarction (Sakai
1996b). By contrast, neither LU135252 nor BQ—1.23 treatment ameliorated left

ventricular contractile indices, or attenuated scar size in the MI rats (Sakai 1996b).
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Collectively, these data suggest that ET-1 may have a pathophysiological role in

the development of PH in the MI rat

Although, both LU135252 and BQ-123 ameliorated right ventricular systolic
pressure in the MI, BQ-123 rather than LU135252 caused a significant decrease in
right ventricular hypertrophy in the MI rats (Sakai et al., 1996b). The reason for this
dichotomy between two ET, antagonists on right ventricular hypertrophy in the MI
rat remains presently unknown. An important caveat which may in part explain these
latter findings is that the reduction of right ventricular pressures with BQ-123 was
greater than LU135252, and in this regard, the decrease by LU135252 may not have
been sufficient to have any measurable effect on the hypertrophic response. This
difference may be in part explained by the pharmacological profiles of these two
antagonists. It has been demonstrated BQ-123 has a greater selectivity (500-2000-
fold) for the ET, receptor versus the ETy receptor (Battistini and Dussault, 1998). By
contrast, LU135252 has a 140-fold greater selectivity for ET4 than ETp (Battistini
and Dussault, 1998). Consequently, LU135252 treatment may have elicited some
antagonism of the ETp receptor sufficient to counteract the beneficial effect of
exclusively blocking ET4 receptors. The ETg receptor is found predominantly on
endothelial cells, and is coupled to the synthesis of nitric oxide and prostacyclin, two
important vasodilatory substances (Love and McMurray, 1996). Thus, any
antagonism of the ETp receptor by LU135252 would diminish the beneficial
vasodilatory effect, thereby partially offsetting the decrease in right ventricular

pressures mediated by ET4 antagonism leading to less effective diminution of right
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ventricular hypertrophy. Moreover, nitric oxide has been shown to exert an

antihypertrophic action on cardiac myocyte growth (Calderone et al., 1998). Thus,
the concomitant blockade of endothelial ETp receptors in the myocardium could
diminish the local growth-inhibiting action of nitric oxide, an effect less feasible with
the highly selective ET4 antagonist (Battistini and Dussault, 1998). Nonetheless,
despite this difference, the ability of two structurally distinct ET, receptor
antagonists (LU135252 and BQ-123) to ameliorate right Ventr.icular systolic pressure
supports the involvement of ET-1 in the vdevelopment of PH in ~‘the Ml rat.

It has been suggested that endothelin-1 may be involved in the development
of pulmonary and systemic hypertension, and subsequent vascular bed remodeling.
In the DOCA-salt rat model of hypertension, ETA receptor blockade markedly
reduced elevated blood pressure, and improved vascular remodeling (Schiffrin,
1998). Likewise, in an angiotensin Il-infused experimental rat model of
hypertension, the treatment with the ET, antagonist LU135252 reduced blood
pressure and attenuated vascular hypertrophy (Moreau et al., 1997). In the hypoxia-
induced model of PH, BQ-123 treatment reversed the increase in pulmonary artery
pressure and medial wall thickness of 50-100 pm caliber pulmonary arteries (DiCarlo
et al., 1995). Consistent with these in vivo findings, the exogenous administration of
ET-1 to cultured vascular smooth muscles cells promoted proliferation and
hypertrophy, via the recruitment of the small GTP-binding protein ras (Hafizi et al.,
1999; Schieffer et al., 1997). Interestingly, in human vascular smooth muscle cells,

ET-1 had no direct effect on growth, but potentiated the growth response to platelet-
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derived growth factor (Yang et al., 1999). This latter effect was blocked by the

ET4 receptor antagonist LU135252. In the present study, the development of PH in
the MI rat was associated with the concomitant remodeling of the pulmonary arterial
bed. A significant decrease in luminal diameter in the 50-100 caliber arteries was
observed, whereas a similar tendency, but non-significant effect was observed in the
101-150 and 151-200 pm caliber arteries. In all groups of caliber arteries examined,
medial wall thickness was significantly increased in the MI rat, as compared to the
sham-operated rat. However, despite the beneficial effect on right ventricular systolic
pressure, pulmonary vascular remodeling was not attenuated in the MI rat following
LU135252 therapy. Likewise, in the monocrotaline-induced model of PH, LU135252
treatment improved right ventricular systolic pressure, but did not reverse pulmonary
artery remodeling (Prié et al., 1997). Thus, it is possible that alternative vascular
smooth muscle mitogens, such as angiotensin II, and platelet-derived growth factor
may be instrumental in pulmonary artery remodeling in the MI rat model, as well as
the monocrotaline rat model of PH (Yang et al., 1999; Moreau et al., 1997).

Lung fibrosis represent a common pathophysiological feature of various
pulmonary diseases (Zhang and Phan, 1996; Kovacs et al., 1994), and both in vivo
and in vitro studies have characterized ET-1 as a profibrotic factor. In the bleomycin-
induced rat model of pulmonary fibrosis, immunoreactive ET-1 levels were
increased, and the treatment with the non-selective ET receptor antagonist bosentan,
reduced the extent of fibrosis (Park et al., 1997). In vascular smooth muscle cells,

and fibroblasts, ET-1 administration led to the synthesis of collagen, and further
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decreased collagenase activity in fibroblasts (Rizvi and Myers, 1997; Guarda et

al,, 1993). Lastly, in pulmonary bronchial epithelial cells, and cultured rabbit
synoviocytes, ET-1 increased fibronectin gene expression via activation of the ETy
receptor (Gutierrez et al,, 1996; Marini et al.,, 1996). In the present study, the
presence of PH in the MI rat was associated with an increase in the steady-state lung
mRNA levels of collagen and fibronectin. The long-term therapy with LU135252 did
not reverse the increased expression of these extracellular matrix proteins.
Consequently, these data are, to the best of our knowledge, the first to highlight a
molecular phenotype of fibrosis in the lungs of the MI rat, which may in part
contribute to the development of PH. The inability of LU135252 to block this
molecular fibrotic phenotype suggests the ETa receptor is not involved in this
process, at least in the lungs of the MI rat. By contrast, it is possible that there may
exist a certain degree of redundancy in this process, such that despite the blockade of
the ET4 receptor, alternative local and/or hormonal factors may initiate the
development of extracellular matrix remodeling.

In vitro studies have demonstrated that the exogenous administration of the
transforming growth factor-p (TGF-B) isoforms to lung fibroblasts increased
collagen expression, with TGF-f3 the most potent profibrotic agent (Eickelberg et al.,

1999; Coker et al., 1997). Consistent with the in vitro effects of TGF-p, an increased

expression of TGF-f isoforms, as well as a direct role of TGF-B; in the development
of lung fibrosis has been documented (Nakao et al., 1999; Coker et al., 1997; Sime et

al., 1997). In the lungs of the MI rats, the steady-state mRNA levels of TGF-B; and



121
TGF-B3 were increased, as compared to sham rats. The long-term therapy of MI

rats with LU135252 did not prevent the increased expression of either TGF-B; or

TGF-B; mRNA, thereby suggesting ET-1 activation of the ET4 receptor was not
involved in their regulation. Nonetheless, the concomitant increased mRNA
expression of extracellular matrix proteins and TGF-B isoforms is consistent with a
role of these peptide growth factors in the progression and/or maintenance of lung
fibrosis in the MI rat. The cellular origin of the increased expression of the TGF-p
isoforms, and the hormonal and/or local factors implicated in their expression remain
to be determined.

In conclusion, the long-term therapy of MI rats with the ET,a selectivelz
antagonist LU135252 caused a significant reduction in right ventricular systolic
pressure, suggesting ET-1, acting at least partially via the ET4 receptor, contributes
in part to the development of PH. However, neither pulmonary artery remodeling nor
the increased expression of lung collagen and fibronectin mRNAs were prevented by
long-term LU135252 treatment in the MI rat. Lastly, the prdﬁbrotic agents, TGF-p,;
and TGF-B3 mRNAs were increased in the MI rats, and these peptide growth factors
may play an instrumental role in the progression and/or maintenance of fibrosis in
the lung of MI rats.
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I Caractérisation du modeéle infarctus du
myocarde chez le rat

L’infarctus du myocarde aigué chez le rat est un des modéles le plus utilisé
pour étudier les différents aspects impliqués dans la physiopathologie
cardiovasculaire. Suite a l'infarctus du myocarde, de nombreux changements au
niveau cardiaque et de la circulation vasculaire peuvent se produire. Ces
changements peuvent impliquer la morphologie et le fonctionnement cellulaire. De
plus, les changements neurohormonaux et biochimiques varient en fonction du temps
du déroulement de I'infarctus. En résumé, il y a beaucoup de variables dans ce
modele lesquelles peuvent rendre difficile 'interprétation des résultats. Cette section
a pour but de caractériser le modéle d’infarctus du myocarde chez le rat afin de
mieux comprendre ['implication du traitement chronique de [I’antagoniste de
I’endothéline.

I.1  Préparation du modéle d’infarctus chez le rat

La préparation du modéle est relativement simple. Différentes approches
chirurgicales et des variations du régime anesthésique ont été utilisées. Diverses
espéces de rats (généralement le Sprague-Dawley) peuvent étre utilisées pour ce
modele. Par contre, il faut noter qu'il est difficile et non approprié d'extrapoler des
résultats de source animale d'une espéce a l'autre. La plupart des investigateurs ont
utilisé des rats pesant approximativement 200 & 250 grammes. Des animaux de cette
taille sont considérés comme de jeunes adultes et ont une phase de croissance

relativement lente. Les rats plus 4gés peuvent étre utilisés si le vieillissement est
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objectif de I'étude; cependant, les animaux Agés cofitent plus chers et pourraient

avoir une mortalité chirurgicale plus élevée.

La sévérit¢ du dysfonctionnement myocardique réalisée dans ce modéle est
directement liée a la taille de I'infarctus (Pfeffer et Braunwald, 1990) et celle-ci est
déterminée par le site de la ligature artérielle coronaire. Les occlusions plus.
proximales produisent des infarctus plus étendus et plus sévéres. Malheureusement,
le taux de mortalité aprés 24 heures est également étroitement lié a la taille de
l'infarctus (Opitz et al, 1995). Si I’on veut étudier des formes d’infarctus plus graves,
un taux de mortalité aigué de 40% a 50% devrait étre prévu. La mortalité a long
terme est également liée a la taille de l'infarctus (Pfeffer et al, 1985).

Un certain nombre de régimes anesthésiques sont acceptables. Des agents
inhalés tels que I'éther, le methoxyflurane, I'isoflurane ou ’halothane ont été utilisés ;
ils ont I'avantage d'avoir une courte durée d'action et la profondeur de l'anesthésie est
mieux contrdlable pendant la chirurgie. Par contre, il est plus facile d’utiliser les
agents injectables puisqu'ils ne sont pas volatils et n'exigent pas autant de
surveillance de la profondeur de l'anesthésie. Des barbituriques ou la combinaison du
kétamine/xylazine sont souvent injectées par voie intrapéritonéale ou
intramusculaire. Ces agents peuvent induire un état chirurgical dans un délai de 5 a
10 minutes. Les barbituriques a courte action sont préférables aux drogues a longue
action.

Avec une certaine pratique, le rat peut étre intubé via la trachée par

endotrachéotomie et mécaniquement ventilé. Ce procédé augmente considérablement
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le taux de survie apres 24 heures des rats opérés. Aprés l'intubation, le thorax est

rasé et nettoy€ avec une solution d'iode et d’alcool. Le coeur est exposé au niveau du
sternum médian, par une incision intercostale gauche. Il est souvent difficile ae
visualiser I'artére coronaire antérieure descendante gauche, en raison de son petit
calibre et aussi parce qu'elle n'est généralement pas située & la surface épicardique.

L’oreillette gauche est doucement rétractée et une petite suture est pratiquée
autour de la partie proximale de l'artére, approximativement 1 & 2 millimétres en
distal du sillon auriculo-ventriculaire. Si l'artére n'est pas clairement vue, la suture
peut étre placée "aveuglément" dans le sillon interventriculaire sur la surface
antérieure du ceeur. Une structure veineuse plus foncée est souvent paralléle & l'artére
et peut €tre utilisée comme repere. Le serrage de la suture devrait produire le
blanchissement et une dyskinésie de la région anteroapicale en une minute. Si un
¢lectrocardiogramme est pratiqué, D’élévation du segment ST sera également
observée. Une fois l'opération terminée, la peau est fermée, le pneumothorax est
¢vacué et le rat reprend souvent la respiration spontanée presque immédiatement.
Avec de l'expérience, le processus entier nécessite environ 5 minutes.

Quelques investigateurs utilisent la lidocaine prophylactique avant et/ou aprés
une ligature coronaire. Cette pratique n'a pas été systématiquement examinée comme
méthode pour réduire la mortalité périoperative. Dans une étude récente, Opitz et
collaborateurs ont observé qu'il y a deux périodes arythmogéniques aprés la ligature
coronaire chez le rat (Opitz et al, 1995). La premiére période se produit juste aprés la

ligature et dure approximativement 30 minutes. La deuxiéme période, qui est
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responsable de la majeure partie de la mortalité (total 65%), se produit entre 1,5

et 9,0 heures apres la ligature. Ainsi, un agent anti-arythmique serait probablement.
nécessaire pour réduire les déces liés a 1’arythmie. Presque tous les animaux qui
survivent les 24 premiéres heures vivront pour au moins 6 semaines. Les
antibiotiques ne sont habituellement pas nécessaires si le procédé est exécuté dans
des conditions stériles, car le rat est relativement résistant 4 l'infection. La plupart des
investigateurs n'ont pas 1’habitude d’administrer des narcotiques post-opératoires en
raison du souci que ces agents peuvent causer la dépression cardiaque et augmenter
ainsi la mortalité attribuable & l'insuffisance cardiaque aigué et au choc

cardiogénique.

L2  Les avantages et limitations du modéle d’infarctus du
myocarde chez le rat

L’infarctus du myocarde est la principale cause clinique de IIC systoliquel
congestive. Le stress imposé au niveau du myocarde sain semble avoir la propriété
d'une surcharge combinée de pression et de volume qui ne peut &tre bien simulée par
les modeles de surcharge individuelle de pression ou de volume. Le rat possede
plusieurs caractéristiques d'un modéle d’infarctus souhaitable. Comme chez
I'humain, cette espéce présente une microcirculation collatérale relativement peu
développée. Par conséquent, la ligature des artéres épicardiques importantes a
comme conséquence la nécrose transmurale. La transmuralité de Iinfarctus est la
principale cause de remodelage cardiaque. Dans les autres especes telle que le chien,

la circulation collatérale abondante rend difficile la production d'un infarctus
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transmural (Maxwell et al, 1987). Dans la plupart des études qui utilisent des

modéles canins, I’infarctus est relativement petit avec une distriBution transmurale
variable qui est souvent accompagné d’anomalies hémodynamiques modestes
(Jugdutt et al, 1992). Un autre avantage principal d'utiliser le rat comme modele
expérimental est qu'il est relativement peu cofiteux comparé aux animaux de plus
grande taille. De plus, le processus global de la nécrose myocardique, de la
cicatrisation, et du remodelage cardiaque est plus rapide chez le rat que chez des
animaux de plus grande taille. Ceci a I'avantage évident de diminuer la période de
suivi et le cofit de la plupart des études chroniques. En effet, le cofit des études
¢valuant la survie peut étre prohibitif chez les animaux de grande taille. La survie
moyenne d'une année pour des rats avec IM non traités s'étend de 10% a 90%, selon
la taille de l'infarctus (Pfeffer et al, 1985).

L'utilisation du rat comme modéle expérimental a aussi quelques
inconvénients. Le plus évident est que sa petite taille corporelle limite quelques types
d'investigations. Par exemple, des quantités limitées de tissus étudiés et du sang
peuvent étre obtenus a partir d’un seul animal. Il y a également des contraintes sur la
capacité d'exécuter des mesures hémodynamiques chez le rat. En raison de sa petite
taille, les enregistrements avec une précision élevée exigént généralement I'utilisation
des capteurs de pression miniatures souvent trés dispendieux et une dextérité
modérée de la part de I’expérimentateur. Heureusement, ce matériel est maintenant
disponible et I'instrumentation peut étre apprise rapidement. En dépit de sa petite

taille et des fréquences cardiaques rapides (en général 300-500 battements/min),
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beaucoup d'investigateurs ont réussi a exécuter des analyses hémodynamiques

sophistiquées chez le rat. La mesure directe de la pression intravasculaire et
intracardiaque ainsi que le débit cardiaque ont été enregistrés chez les rats
anesthésiés et conscients. En outre, ’image du cceur de rat peut étre projetée sur
I'écran pour une analyse globale. L'utilisation des capteurs d'ultrasons & haute
fréquence a permis a un certain nombre d'investigateurs d'obtenir des images
échocardiographiques de bonne qualité du cceur de rat in situ (Litvﬁn et al, 1994).
Cette approche peut nous permetire de réaliser des études séquentielles sur chaque rat
et de suivre les effets thérapeutiques des interventions pharmacologiques. L'avantage
significatif de cette technique non invasive est qu'elle permet de confirmer la taille
de linfarctus et la sévérité¢ du dysfonctionnement ventriculaire avant Ia
randomisation du traitement.

D'autres inconvénients s'associent aux différences physiologiques cellulaires
du myocarde entre les rats et les humains ou d'autres animaux. D'abord chez le rat, le
potentiel d'action des myocytes ventriculaires a une forme distincte comparée aux
plus grands animaux. Le potentiel d'action chez le rat est relativement bref,
principalement en raison d'un plateau plus court du potentiel d'action. La différence
de configuration du potentiel d'action aura des effets importants sur les fonctions
€lectriques et mécaniques du cceur. En second lieu, le ceeur de rat se caractérise par
une forte dépendance a 1’égard du réticulum sarcoplasmique comme source de
calcium pour activer les myofilaments. L'inhibition de la fonction du réticulum

sarcoplasmique avec le ryanodine cause une réduction de 80% & 90% de la force
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contractile myocardique chez le rat. Un traitement semblable peut avoir comme

conséquence un déclin de seulement 20% a 30% de la force contractile dans le
myocarde du lapin ou du cobaye (Ferrier et al, 1995). Ainsi, un petit changement de
la fonction du réticulum sarcoplasmique myocardique de rat peut avoir des effets
beaucoup plus grands sur le couplage d'excitation-contraction qu'un changement
semblable chez une autre espéce. Finalement, le ventricule de rat contient des
quantités variables des isoformes de la myosine (V1 et V3). La distribution des
isoformes est modifiée avec le développement de I'hypertrophie cardiaque ou 1I’IC.
Un réarrangement de 1'isoforme & prédominance rapide V1 a I'isoforme V3 plus lente
peut contribuer & certaines des anomalies contractilés et hémodynamiques chez les
rats avec une surcharge cardiaque (Michel et al, 1988 ; Drexler et al, 1989). Chez la
plupart des grands animaux adultes, ces variations ne sont pas observées pendant
I'évolution vers I'hypertrophie cardiaque ou I’IC, car leurs ventricules se composent

principalement de 'isoforme basale V3.

L3 Le remodelage du ventricule gauche aprés Dinfarctus du
myocarde

Il y a des changements importants de la géométrie du ventricule gauche suite a une

nécrose transmurale myocardique. Ces changements, collectivement désignés sous le

nom de "remodelage cardiaque" ont été attribués a I'expansion de la région infarcie,

le glissement et le rallongement des myocytes (Weisman et al, 1985; Olivetti et al,

1990). L'hypertrophie excentrique des myocytes sains aprés IM est le résultat de
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I’augmentation des sarcomeres en série. Le contrble de la croissance des

myocytes apres IM est complexe et associé probablement aux conditions de charge et
aux divers facteurs neurohormonaux et trophiques. Pour les IM impliquant moins que
20% de la circonférence du ventricule gauche, 'hypertrophie réactive du myocarde
reésiduel semble €tre adéquate pour restaurer la masse myocardique fonctionnelle et
peut normaliser la contrainte pariétale imposée sur la paroi des ventricules. Les rats
avec un petit infarctus présentent essentiellement des paramétres hémodynamique
normaux et un remodelage minimal du ventricule gauche (Pfeffer et al, 1979). A
mesure que la taille de l'infarctus augmente, 1'hypertrophie n’est plus suffisante pour
compenser la perte des myocytes et une dilatation du ventricule gauche s'ensuit.
Ainsi, T'hypertrophie insatisfaisante du myocarde sain peut contribuer a la

dysfonction ventriculaire et au remodelage cardiaque ultérieur (Figure 1).
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I.4 Le dysfonctionnement du ventricule gauche

Dans ce modele d’IC, plusieurs études sur la fonction du ventricule gauche ont été
rapportées. Le travail de Pfeffer et collegues (Pfeffer et al, 1979) vers la fin des
années 70 a démontré une forte corrélation entre la taille de l'infarctus et le degré du
dysfonctionnement ventriculaire. Ils ont démontré, comme de nombreux
investigateurs antérieurement, que les rats avec un gros infarctus antérieur ont une
pression systolique du ventricule gauche diminuée, un abaissement des +dP/dt et -
dP/dt (représentant respectivement 1’indice de la contraction et de la relaxation
ventriculaire) et une augmentation de la pression de remplissage ventriculaire (ou
pression a la fin de diastole, LVEDP). Ils ont également démontré la présence de la
dilatation du ventricule gauche caractérisée par un décalage vers la droite de la
courbe de pression-volume passive du ventricule gauche (Pfeffer et al, 1979; Fletcher
et al, 1981 ; Pfeffer et al, 1987). Ce décalage vers la droite est accompagné par une
augmentation de la rigidité ventriculaire due a I’augmentation probable de la fibrose
interstitielle.

Dans ce modele de I’infarctus du myocarde, les gros infarctus (40-50% de la
masse contractile ventriculaire gauche) démontrent des signes de décompensation de
la fonction de pompe ventriculaire gauche se traduisant par une diminution de la
pression artérielle en aval et par une augmentation de pression en amont de la pompe.
Ces infarctus de grande taille ont un effet immédiat et prolongé sur la fonction de
pompe ventriculaire gauche qui diminue ainsi le débit cardiaque. Cette diminution du

débit cardiaque diminue la plénitude de la circulation artérielle. Pour compenser & la
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diminution du tonus basal périphérique, les mécanismes neurohormonaux sont

activés pour rétablir la fonction circulatoire artérielle adéquate. Parmi celles-ci, le
systéme  rénine-angiotensine-aldostérone, le systéme nerveux sympathique,
I’arginine-vasopressine et les endothélines sont les facteurs vasoconstricteurs
principaux activés pour augmenter la résistance vasculaire. De plus, dans les
infarctus de grande taille, le pilier antérieur de la valve mitrale peut étre également
infarci conduisant a une insuffisance de la valve mitrale & chaque systole. Ainsi, les
phénomeénes de diminution de débit cardiaque et de I'insuffisance mitrale aboutissent
& une augmentation sensible des pressions dans les cavités cardiaques situ€es en
amont du ventricule gauche : l'oreillette gauche, le ventricule droit et I'oreillette
droite. Cette augmentation de pression qui conduit alors & la congestion et a
I'hypertension pulmonaires ainsi qu’a une hypertrophie ventriculaire droite et
biauriculaire, traduit le degré d’incompétence du ventriculaire gauche.

La cinétique des changements de la taille et de la fonction du ventricule
gauche aprés un IM a été examinée. Raya et collaborateurs ont rapporté des relations
de la fonction hémodynamique et de la courbe de pression/volume du ventricule
gauche a divers temps aprés un IM (Raya et al, 1988). Ils ont constaté que les
anomalies hémodynamiques marquées se produisent dans un délai de 3 heures apres
la ligature coronaire. Par la suite, il y a une diminution progressive de la contraction
ventriculaire (+dP/dt) tandis que la pression a la fin de diastole est augmentee. Au
début, la relation pression-volume du ventricule gauche est décalée vers la gauche de

l'axe de pression du rat témoin, mais avec le temps la dilatation devient évidente
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(décalée vers la droite). A partie du 5° jour post-MI Litwin et collégues ont

pratiqué des échocardiogrammes séquentiels chez les rats apres la ligature coronaire
(Litwin et al, 1994). Cette technique a l'avantage de permettre des études
longitudinales chez le méme rat plutot que d'extrapoler des études transversales. Une
semaine apres I'IM, il y a une dilatation significative du ventricule gauche, la
fonction systolique globale est nettement diminuée et les conditions de remplissage
diastolique sont plus élevées. A 6 semaines post-IM, il y a encore un agrandissement
du ventricule gauche, une détérioration de la fonction globale du ventricule gauche et
une diminution de I’épaisseur du mur postérieur de la portion saine.

Dans ce modele de D’infarctus expérimental, il existe a la fois une
augmentation de postcharge systolique liée 4 1’akinésie de la cicatrice fibreuse de
I'infarctus et une augmentation de précharge diastolique secondaire a la dilatation

ventriculaire gauche induite par I’expansion de la cicatrice de 1’infarctus.

I.5 L’activation neurohormonale

L'ampleur de I’activation neurohormonale chez le rat avec IM est probablement en
parallele avec le degré de dysfonctionnement ventriculaire. Par exemple, chez les rats
avec des infarctus modérés, I’activation du systéme rénine-angiotensine intrarénal a
€t¢ mise en évidence sans augmentation de la concentration plasmatique d’ATy
(Schunkert et al, 1992). En revanche, les rats avec de gros infarctus et
dysfonctionnement sévére du ventricule gauche ont une activité de rénine

plasmatique augmentée et une élévation de la concentration circulante d’ATy
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(Schunkert et al, 1993). De plus, ’ARNm pour I’angiotensinogene et 1’enzyme

de conversion de I’angiotensine sont augmentés dans l;infarctus du myocarde
(Lindpaintner et al, 1993). Les récepteurs AT, et AT, sont également augmentés
(Reiss K et al, 1993; Sun Y et Weber, 1994). Essentiellement, toutes les composantes
du systéme rénine-angiotensine semblent s'activer dans ce modéle de I’infarctus du
myocarde. De méme, le systéme endothéline est aussi activé chez les rats avec I'IC
di a l'infarctus du myocarde chronique (Sakai et al, 1996 ; Mulder et al, 1997 ;
Nguyen et al, 1998). Des résultats consistants de plusieurs laboratoires ont montré
que, par rapport au groupe témoin, la concentration d'endothéline-1 plasmatique est
plus grande, le niveau du message ARNm de la preproendothéline-1 et le niveau du
peptide d'ET-1 sont aussi nettement augmentés dans le cceur des rats avec IC, tandis
que l'expression du message de I'enzyme de conversion de I’endotheline-1 n'a pas
différé entre les groupes. L'intensit¢ d'ET-1 marquée par la méthode
d’immunoréactivité dans les cardiomyocytes est nettement plus forte chez les rats
avec IC que chez les rats témoins. De plus, les niveaux de messager ARNm et de
protéines des récepteurs d'ETA et dETg du cceur sont sensiblement plus élevés chez
les rats avec IC (Tonnessen et al, 1997; Oie et al, 1998; Picard et al, 1998 :

Kobayashi et al, 1999).

1.6  Expression des génes

De nombreux investigateurs ont examiné l'expression de différents génes au niveau
du cceur en défaillance avec I’infarctus du myocarde. Pour un certain nombre de

geénes, 'ARN messager est augmenté & divers temps aprés IM, y compris les
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oncogeénes c-myc, c-jun (Reiss et al, 1993), ANP (Michel et al, 1988; Drexler et

al, 1989), et les grands systtmes tels que: rénine-angiotensine-aldostérone,
endothéline, et adrénergique. Il est a noter que l'expression de certains génes peut
changer avec le temps aprés un IM. Par exemple, la diminution d’ARNm de la
calcium ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA-2) (Calderone et al, 1995;
Gidh-Jain et al, 1998; Shaoet al, 1999; Ravens et al, 20005 et I’augmentation de
I’échangeur de Na'-Ca’ (Yoshiyama et al, 1997; Tajima et al, 1999; Ravens et al,
2000) sont observées t6t apres un IM et reviennent ensuite a la normale plusieurs
semaines plus tard. Un phénoméne semblable fut observé avec I’angiotensinogéne,

tandis que I’expression d’ARNm de I’ ANP semble étre constamment suractivée.
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|3 Discussion

L’ensemble des résultats présentés dans cette thése de doctorat a permis de
tirer deux observations générales : 1) le traitement précoce de I’antagonist ET, de
I’endothéline chez le rat post-infarctus est nuisible pour le remodelage du ventricule
gauche; 2) malgré ces effets délétéres, son utilisation pourrait devenir un nouveau
traitement pour prévenir I’hypertension pulmonaire secondaire a ’infarctus du

myocarde.

L1  Le traitement de ’insuffisance cardiaque par les antagonistes
de ’endothéline

Les myocytes cardiaques (chez 'nomme et chez les animaux) ainsi que les cellules
endothéliales vasculaires produisent de I'ET-1. L’ET-1 augmente considérablement
la contractilité des muscles lisses vasculaires et des muscles cardiaques (Rubaﬁyi et
Polokoff, 1994). En plus de ces effets immédiats, les effets a long terme incluent
I'hypertrophie myocardique et les dommages celluléires des myocytes cardiaques. Il
a ét¢ démontré que des concentrations plasmatiques d’ET-1 sont élevées chez
'homme avec une IC, dans des modéles animaux expérimentaux ainsi que chez les
patients avec infarctus du myocarde aigu. Sakai et al ont rapporté que la production
d'ET-1 est considérablement augmentée dans le myocarde sain des rats avec IC
(Sakai et al, 1996) et que cette concentration est environ trois fois supérieures dans la
partie infarcie comparée a la partie saine du ventricule gauche.

L'application aigué de BQ123, I’antagoniste sélectif du récepteur ET4 de

I’endothéline, diminue la contractilité myocardique des rats avec IM mais pas chez
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les rats normaux, suggérant que I'ET-1 myocardique joue un réle important dans

le maintien de la contractilité cardiaque post IM. Par conséquent, la surexpression du
systtme d’ET peut étre salutaire en fournissant un support inotropique pour le
myocarde en défaillance dans lequel la réponse P-adrénergique est fréquemment
atténuée. Cependant, a long terme, il est important de déterminer si cette
surexpression est adaptative ou maladaptive (salutaire ou nocive). Il semble que la
stimulation prolongée du systéme endothéline a probablement des effets maladaptifs
importants sur la fonction et la structure myocardique, menant de ce fait aux
événements mortels. En fait, il semble que la surexpression du systéme endothéline
myocardique aggrave la progression d’IC, parce que le traitement a long terme (12
semaines, ou le traitement débute 10 jours post-IM) avec I'antagoniste BQ123 a
considérablement amélioré le taux de survie des rats avec IC causée par I’infarctus
du myocarde (Sakai et al, 1996). Cet effet bénéfique est accompagné dune
amélioration significative de la dysfonction ventriculaire gauche et de la prévention
de remodelage ventriculaire défavorable (une augmentation de la masse ventriculaire
saine et l'agrandissement de la cavité ventriculaire). Dans un autre modele d’IC
provoquee par la cardiomyopathie, Sakai et collaborateurs ont également démontré
que la production d'ET-1 est considérablement augmentée au niveau du cceur en
défaillance, et que 1’antagoniste du récepteur ET4 a considérablement amélioré la
survie chez les hamsters avec IC (Yamauchi-Kohno et al, 1999). Mulder et al ont
rapporté que le bosentan, l'antagoniste mixte des récepteurs ETA/ETg (commencé le

traitement 7 jours post-IM), a également amélioré le taux de survie des rats avec IC
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provoquée par infarctus du myocarde (Mulder et al, 1997). Fraccarollo et autres

ont également montré que le bosentan a significativement réduit le remodelage
ventriculaire défavorable chez les rats avec IC (Fraccarollo et al, 1997). Ces résultats
suggerent que la surexpression chronique du systtme endothéline myocardique est
néfaste et représente une cible importante pour les interventions thérapeutiques dans
I’IC.

Par contre, il semble que les effets bénéfiques sur la fonction cardiaque, avec
les antagonistes de I’ET post IM, sont valables seulement lorsque 1’initiation du
traitement est retardée. En effet, les traitements avec les antagonistes sélectifs (BQ
123) ou nonsélectifs (Bosentan) s’ils débutent 10 ou 7 jours fespectivement post-IM
causent des effets favorables. A I’opposé, I’initiation précoce (dans les premiéres 24
heures post-IM) du traitement avec différents antagonistes ETa, tels le A 127722
(Pfeffer et al, 1997), le EMD 94246 (Hu et al, 1998) ou le LU 135252 (N guyen et al,
1998), produit des effets délétéres sur le remodelage et la fonction cardiaque. II est
possible que ’altération du processus de cicatrisation de la zone infarctée post-IM
soit responsable de ces effets néfastes (Nguyen et al, 1998). Les mécanismes
impliqués seront discutés dans la section portant sur le réle de I’endothéline dans le

processus de cicatrisation post-IM.
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L2 Les mécanismes expliquant les effets bénéfiques de
I’antagoniste de I'endothéline dans I’IC

Depuis la découverte de ’endothéline par Yanagisawa (1988), de nombreux
recherches de grandes valeurs ont permis d’identifier son role importarit dans la
physio-pathologie cardiovasculaire. Plusieurs antagonistes sélectifs et non sélectifs
de I’endothéline ont été synthétisés et utilisés comme outils pharmacologiques pour
démontrer son role délétére dans I’infarctus du myocarde. Plusieurs mécanismes
peuvent étre considérés pour expliquer les effets bénéfiques de I’antagoniste de
I'endothéline dans I’IC:

Parce que I’ET-1 a des effets cardiotoxiques directs sur les myocytes
cardiaques, les concentrations exogénes de I’ET-1 stimulent ’augmentation de la
créatine kinase myocardique de fagon dose dépendante (Prasad, 1991). Une
augmentation de la production d'ET-1 dans le cceur des rats avec IC peut mener aux
dommages myocardiques et contribuer a la progression de I’IC. Ainsi, les effets
bénéfiques du traitement chronique avec les antagonistes de 1'endothéline peuvent
€tre attribués a la protection contre les effets cardiotoxiques directs d'ET-1.

LET-1 a aussi des effets hypertrophiques sur les myocytes cardiaques
(Rubanyi et Polokoff, 1994). Il est également probable qu’une surexpression du
systeme ET au niveau cardiaque contribue & I'hypertrophie excessive du myocarde
chez des rats avec IC. Les changements hypertrophiques excessifs du cceur en
défaillance sont considérés comme défavorables et maladaptifs. Ainsli, un antagoniste -

de I'endothéline peut empécher la progression de I'hypertrophie du myocarde.
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La stimulation inotropique & long terme (contractilit¢é myocardique

accrue) par I'ET-1 chez les rats infarctés peut contribuer a la progression vers I'IC.
Cette hypothése est en accord avec des observations chez 'homme montrant que la
stimulation inotropique du cceur en défaillance a long terme, par des agents
cardiostimulants (inotropiques) tels que les agonistes [-adrénergiques et les
inhibiteurs de phosphodiestérase, est nocive en raison de l'augmentation prolongée de
l'utilisation d'énergie myocardique. De plus, I’administration chronique de ces agents
augmente la mortalité a long terme chez les patients avec IC. Par conséquent, il est
probable qu’une réduction de la contractilité myocardique induite par I’antagoniste
de I'ET-1 peut diminuer l'utilisation d'énergie myocardique, et de ce fait améliorer le
statut métabolique du myocarde.

L’hypertension artérielle pulmonaire est une manifestation clinique
secondaire & I'IM. La diminution de la de surcharge pulmonaire peut aider a ralentir
la progression vers I'IC chronique dans ce modele. Il a été montré que la synthese
d’ET-1 est augmentée dans le poumon des rats avec IM. De plus, le traitement avec
des antagonistes ET4, le LU 135252 (Nguyen et al, 1998) ou le BQ 123 (Sakai et al,
1996), chez les rats avec IM réduit I’hypertension artérielle pulmonaire sans
significativement affecter la fonction du ventricule gauche.

Il est aussi possible que les effets bénéfiques de I’antagoniste ET4 chez les
rats post-IM sont partiellement attribuables & la réduction de la précharge du
ventricule gauche. L’inhibition de 'effet vasoconstricteur induit par I'ET-1 sur les

artéres systémiques réduirait la résistance systémique, et ainsi la surcharge au ceeur.
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L’insuffisance  cardiaque chronique est caractérisée par un

dysfonctionnement endothélial. Ceci peut amener a un déséquilibre entre les facteurs
vasodilatateurs et vasoconstricteurs en faveur de ces derniéres. Une diminution de la
capacité vasodilatatrice dépendante de l'endothélium peut contribuer a diminuer la
perfusion myocardique, a4 augmenter la résistance vasculaire périphérique et a
I’'augmentation de charge de travail cardiaque chez les patients avec I'IC (Drexler,
1999). Dans ce modeéle d’IC induit par I’infarctus du myocarde, il a été¢ démontré que
les traitements chroniques avec les antagonistes de 'ET augmentent la relaxation et
améliorent la fonction endothéliale des artéres de conduction (Bauersachs et al, 2000;
Thorin et al, 2000). Les mécanismes possibles expliquant ces effets bénefiques
incluent les actions salutaires directes sur le systéme vasculaire en diminuant la
production des radicaux libres ou par les effets indirects secondaires a une
amélioration du remodelage ventriculaire gauche. La fonction ventriculaire gauche
améliorée augmenterait 'écoulement sanguin et la force de cisaillement sur la surface
endothéliale des artéres ayant pour résultat 'amélioration de la fonction endothéliale.
L’IC est caractérisée par I’activation de plusieurs systémes neurohormonaux
tels que l'insuline, les catécholamines, I’angiotensine, 1’endothéline, les composantes
de cascade fibrinolytique ainsi que les cytokines. Il est trés probable qu’il existe une
interaction complexe entre ces facteurs qui peuvent activer différentes voies de
signalisation. Par conséquent, il est important de prendre en considération ce
phénomeéne au moment de interprétation des résultats des études in vivo. Par

exemple, plusieurs évidences expérimentales et cliniques ont démontré qu’il y a une
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interaction entre les deux plus puissants vasoconstricteurs connus, soit I'’ATy et

I’ET-1.

L'identification de I’élément c-jun, une séquence consensus de la régulation
de l'expression des génes, dans la région de la régulation du gene de
preproendothelin-1 (ppET-1) et de I'enzyme de conversion de I’endothéline a été
rapportée (Rossi et al, 1999). De plus, la possibilité de sa régulation au niveau
transcriptionnel par I'ATy a été soulevée (Rossi et al, 1999). Cette hypothese est
confirmée par la constatation que la stimulation avec I’ATny sur les cellules
vasculaires du muscle lisse en culture (VSMCs) et les cellules endothéliales (ECs)
induit l'expression du géne ppET-1 et de la synthese d'ET-1.

De plus, PET-1 endogéne produit par la stimulation exogene de ’ATy s'est
avérée a contribuer a la réponse hypertrophique des cardiomyocytes et de ce fait &
I'hypertrophie cardiaque. En outre, I'ET-1 exerce des effets multiples sur le systeme
RAAS tel que l'inhibition dose dépendante de la synthése de rénine, et la stimulation
de la sécrétion d'aldostérone. Le traitement chronique avec le captopril, 'inhibiteur
de I’enzyme de conversion, réduit 1’expression et la concentration plasmatique de
I’endothéline chez les rats avec IM (Spinale et al, 1997; Krombach et al, 1998).

Par conséquent, un blocage chronique du systéme de l’endothéline dans le
modeéle d'IC pourrait ainsi diminuer 1’activation en paralléle du systéme RAAS. Cette
hypothése est documentée par le récent rapport de Sakai et collaborateurs démontrant
que le BQ 123, en plus de réduire ’expression myocardique de préproET-1 en

améliorant les paramétres hémodynamiques et la survie, ce produit diminue
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¢galement la surexpression des composantes du systtme RAAS telles que

I'enzyme de conversion de I’angiotensine et le récepteur AT; de I’ATy (Sakai et al,

2000) (Figure 1).
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I.3  Processus de cicatrisation apreés I'infarctus du myocarde

Contrairement aux observations montrant ’effet bénéfique d’un blocage
chronique avec l’antagoniste de l’endothéline chez le rat post IM, nous avons
démontré que le traitement précoce avec I’antagoniste ET 4 de ’endothéline dans ce
modele reduit I’épaisseur de la cicatrice et augmente I’expansion de la zone infarctée,
dont les effets délétéres interferent avec le bon fonctionnement cardiaque. Il existe un
paradoxe entre nos résultats et ceux de Sakai et al (1996) et Mulder et al (1998). Une
analyse plus en profondeur nous a permis d’identifier une différence importante entre
notre stratégie de traitement et celles utilisées par d’autres groupes. Cette différence
de stratégie de traitement se trouve au niveau de la préservation ou de la non-
préservation du processus de cicatrisation post IM. Pour élucider les mécanismes
impliqués, il est important de comprendre le déroulement du processus de
cicatrisation post IM.

En général, le processus de cicatrisation suite a 'infarctus du myocarde imite
les processus de cicatrisation observés dans d'autres tissus, comme la peau.
Cependant, le processus de cicatrisation cardiaque a quelques dispositifs uniques. Un
de ces dispositifs est que les myocytes adultes sont des cellules terminalement
différenciées qui ont perdu, au moins en grande partie, la capacité de se diviser et de
se regenerer (Soonpaa et al, 1995). Une cicatrisation cardiaque adéquate est donc
principalement déterminée par les facteurs qui contrdlent la formation du tissu de
granulation. Les facteurs qui déterminent la régénération des myocytes ou la division

cellulaire semblent étre d'une importance mineure. La deuxiéme caractéristique est la



153
contraction rythmique du myocarde sain (région non-infarcie) qui impose un

chargement continuel sur la zone infarctée. Les changements architecturaux
étroitement régulés qui s'adaptent & la dysfonction cardiaque aprés l'infarctus du
myocarde constituent le troisiéme dispositif.

En général, quatre phases peuvent étre distinguées pendant le processus de
cicatrisation cardiaque. La premiére phase se caractérise par la mort des myocytes.
Le relargage de protéines de liaison des acides gras (FABP, fatty acid binding
protein), la troponine T, la créatine kinase, et ’enzyme oxaloacétique glutamique
transaminase (SGOT) plasmatique sont de puissants marqueurs de la mort des
myocytes (Cleutjens et al, 1999). Des niveaux élevés plasmatiques de ces
composantes peuvent €tre utilisés ainsi pour une détection précoce de la mort de
cellules myocytaires. La mort des myocytes, aprés 'occlusion d’une artére coronaire,
peut se produire par deux voies, probablement interdépendantes, qui sont la nécrose
des myocytes, caractérisée par le gonflement des cellules, et I'apoptose des myocytes,
caractérisée par un rétrécissement des cellules. Le pic de l'apoptose des myocytes a
¢té enregistré 6 a 8 heures aprés un infarctus chez 'homme et le rat. L'apoptose est
une source importante de perte des myocytes aprés infarctus chez 1’animal
(Haunstetter et Izumo, 1998) et ’homme (Olivetti et al, 1997). Du fait que l'apoptose
est un processus €troitement régulé, il est donc possible de mener des interventions
précoces pour limiter la perte des myocytes aprés un événement 1schémique. Un
exemple de telles interventions chez les rats est I'utilisation des inhibiteurs des

caspases, enzymes protéolytiques impliquées dans la voie d'apoptose (Yaoita et al,
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1998). Les inhibiteurs de caspases peuvent réduire ainsi la mort apoptotique des

cellules apres un infarctus et donc limiter les dommages ischémiques au coeur.
Récemment, 'ET-1 a été démontré comme facteur protecteur contre ’apoptose
cardiaque relayée par [isoprotérénole (un agoniste béta adrénergique). De plus, le
récepteur ETa semble impliqué dans ce phénoméne puisque 1’antagoniste sélectif
ETa (FR 139317) et non l'antagoniste sélectif ETg (BQ 788) bloque [!’effet
protecteur de ’apoptose de ’endothéline-1 (Araki et al, 2000). Il est possible que le
traitement précoce avec le LU 135252 (antagoniste sélectif d’ET4) dans notre modéle
IM aggrave [’apoptose myocardique produisant une plus grande perte des myocytes.
La majorité¢ des cellules apoptotiques apres l'infarctus ne peuvent pas étre
phagocytées par les cellules voisines et la nécrose secondaire se produit de 12 heures
a 4 jours apres linfarctus (Haunstetter et Izumo, 1998). Ce type de mort des
myocytes €voque une premiére réponse inflammatoire, laquelle correspond a la
deuxiéme phase du processus de cicatrisation cardiaque. Un des premiers dispositifs
de cette réponse inflammatoire est I’activation du systéme de compléments et le
relargage de plusieurs cytokines, comme les interleukines IL-6 et IL-8, qui se
produisent & moins de 12 a 16 heures aprés le début de lischémie chez l'homme
(Sturk et al, 1992; Lagrand et al, 1997, Matsumori et al, 1997). Aprés la mort des
myocytes, l’activation du systéme de compléments et le relargage précoce des
cytokines ont été suggérés comme marqueurs précoces de la mort des myocytes et
peuvent étre utilisés comme cibles potentielles pour les interventions thérapeutiques

afin de limiter la perte des myocytes.
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Moins de 6 a 8 heures aprés le début de Dinfarctus, les cellules

polymorphonucléaires (PMN) comprenant surtout des neutrophiles passent dans la
zone atteinte de I’infarctus. On observe un nombre maximal des granulocytes a
moins de 24-48 heures aprés infarctus. Une des fonctions de ces granulocytes est de
retirer les myocytes morts de la zone infarctée. L'infiltration des granulocytes est
suivie par l'assaut de d'autres cellules inflammatoires, comme les lymphocytes, les
cellules plasmatiques et les macrophages.

Deux a trois jours aprés un infarctus, de nouvelles protéines de la matrice
extracellulaire sont déposées, d'abord dans la zone péri-infarcie, et plus tard dans la
zone centrale du tissu infarci. Ceci marque le début de la troisiéme phase du
processus de la cicatrisation cardiaque. La formation du tissu de granulation
augmente la résistance intrinséque de la zone infarctée et empéche la rupture
cardiaque.

Le dépdt de fibrine est suivi du dépot de d'autres protéines de la matrice
extracellulaire, comme la fibronectine et le tenascin chez les rats (Willems et al,
1996; Ulrich et al, 1997). Quelques jours aprés un infarctus, les myofibroblastes
entourent la zone infarctée. Ces myofibroblastes produisent des collagénes
interstitiels, et, chez les rats, des quantités élevées de collagéne du type III peuvent
€tre trouvées dans les 2 ou 3 jours aprés ligature,dé l'artére coronaire gauche. Le pic
de la production de collagéne du type III est :suiv.i pa} le développement d’un autre
pic plus lent et plus faible en intensité de collagéne du type I. Le .'collagéne de type I

apporte la résistance intrinséque a la zone infarctée, seulement si ces fibres sont bien
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orientées (Cleutjens et al, 1995). La rotation de collagéne d’un cceur normal

d'adulte peut prendre approximativement 120 jours; elle se produit beaucoup plus
rapidement lors de la phase précoce du processus de cicatrisation cardiaque (Bishop
et al, 1995).

Concomitant avec l'activation de la synthése de collagéne, la dégradation de
collagéne est activée. On peut observer des signes d'ultrastructure de la dégradation
des fibrilles de collagéne 40 minutes aprés l'occlusion coronaire dans un modéle de
porc (Cleutjens, 1996). L’activité collagénolytique représentée par l'activation des
métalloproteinases spécifiques de la matrice extracellulaire qui clivent les collagénes
interstitiels, est augmentée en premiére semaine aprés l'infarctus chez le rat
(Cleutjens JP et al, 1995; Tyagi et al, 1996). L'activité collagénolytique accrue peut
avoir comme conséquence la perte de support structural de la zone infarctée, la
déformation architecturale des tissus, la réduction de rigidité cardiaque,
l'amincissement de la paroi ventriculaire et la rupture méme du myocarde.

Le tissu de granulation se caractérise également par l_a présence de plusieurs
vaisseaux sanguins. Quelques jours aprés l'infarctus, de nouveaux vaisseaux sanguins
commencent a apparaitre dans la zone infarctée. Ces nouveaux vaisseaux sanguins
sont dérivés des vaisseaux sanguins pré-existants ou des cellules endothéliales qui
passent de la zone péri-infarcie vers la zone infarctée. Ce processus de
néovascularization est tres efficace. Chez les rats, dans un délai de 1 semaine aprés

un infarctus, le flux coronaire basal est presque normalisé, alors que le flux coronaire
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a la dilatation maximale est presque normalisé & 35 jours aprés infarctus dans le

ventricule gauche en entier chez le rat (Nelissen-Vrancken et al, 1996).

Le tissu de granulation de 2-3 semaines dans la zone infarctée est caractérisé
comme un tissu riche en macrophages, en vaisseaux sanguins, et fibroblastes,
contenant les collagénes interstitiels croisés. Ultérieurement, ces cellules, excepté la
majorité des myofibroblastes (Willems et al, 1994) commencent & disparaitre de la
zone infarctée, qui est la caractéristique principale de la quatriéme période du
processus de cicatrisation cardiaque, la période de la formation du tissu de la
cicatrice. Dans cette période, les cellules disparaissent probablement par l'apoptose
(Desmouliere et al, 1995), et les collagénes deviennent presque totalement bien
orientés. Le tissu ainsi formé de cicatrice a une nature permanente en raison du
manque de régénération des myocytes. Le processus de cicatrisation cardiaque apres
infarctus décrit ci-dessus est aussi valable pour les humains. Le processué de
cicatrisation cardiaque est accéléré chez les plus petits animaux comme les rats et les

souris comparés a I’homme.

I.4  Rdle de I’endothéline dans le processus de cicatrisation post
infarctus

Dans notre étude, nous avons démontré que l'antagonisme sélectif du récepteur ETy
de I’endothéline (LU 135252) commencé dans un délai de 24 heures apres infarctus
du myocarde altére la formation de la cicatrice et contribue ainsi a la dilatation et au
dysfonctionnement ventriculaire excessif. Cependant, parce que la cicatrice ne

semble pas se modifier quand le blocage est commencé une fois que la cicatrice est
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bien €établie (Sakai et al, 1996), ce probléme semble se produire seulement durant

la phase aigué durant le processus de cicatrisation post IM, possiblement pendant la
premiére semaine aprés I’induction de I’infarctus ou I'expansion de la zone infarctée
est a son paroxysme.

Aprés I'infarctus du myocarde, la réparation tissulaire incluant 1’exsudation,
l'inflammation et la fibrogénése se produisent dans la zone infarctée. Pendant ce
processus de réparation, le dépdt de collagéne dans la zone infarctée augmente la
résistance a la distorsion et réduit I'expansion de la zone infarctée (Cleutjens et al,
1995), limitant ainsi des changements topographiques du ventricule. Dans la présente
€tude, nous avons démontré qu'un blocage précoce du récepteur ET4 de I’endothéline
pendant la phase aigué de I’infarctus produit une cicatrice plus mince qui est associée
a une plus grande expansion de la zone infarctée. Puisque Fishbein et collaborateurs
avaient démontré que I’infiltration des fibroblastes et le dépdt de collagéne ne sont
pas observés jusqu'au troisiéme jour aprés 1’infarctus (Fishbein et al, 1980), suggére
qu’il y a une période ot la zone infarctée est particuliérement vulnérable 3 la force de
distorsion ainsi qu'a ’amincissement et a I’expansion de la cicatrice. En
conséquence, il y a au moins deux possibilités pour expliquer les effets observés dans
la présente étude : 1) le blocage précoce du récepteur ETa pourrait diminuer ou
affaiblir la phase aigué¢ de linflammation, limitant ainsi Pactivité des cellules
inflammatoires et linfiltration des fibroblastes, favorisant de ce fait l'expansion
précoce du myocarde fraichement nécrosé avant que le dépdt de collagéne

commence; 2) le blocage d’ET, peut retarder le dépot de collagéne pendant la phase
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fibrogénique de la réparation tissulaire et ainsi prolonger la phase aigué

vulnérable a 1a déformation ventriculaire.

L.4.1 L’inflammation aigué post IM

L'ischémie myocardique stimule la réponse inflammatoire aigué dans laquelle le
développement de I’cedeme et Iinfiltration des cellules inflammatoires ultérieures est
une composante importante de la réparation tissulaire normale (Reimer et al, 1993).
L'intervention pharmacologique pendant la phase aigué de l'infarctus, avec des
glucocorticostéroides (Kloner et al, 1978; Hammerman et al, 1983) et des agents.
anti-inflammatoires non stéroidiens tels que l'antagoniste du récepteur B; de la
bradykinine (Frimm et al, 1996) et l'inhibiteur de la cyclooxygénase (Hammerman et
al, 1983), a été associée a la réduction de la formation de collagéne dans la zone
infarctée et a une cicatrice plus mince. Il est donc possible qu'une réduction de
"cedéme tissulaire et l'infiltration diminuée des cellules inflammatoires dans la zone
infarctée puissent étre le résultat d’un blocage précoce d’ET,, contribuant donc a
I’amincissement et 4 une plus grande expansion de la cicatrice et de ce fait 4 une
dilatation ventriculaire accrue avant que le dép6t de collagéne ne commence. En
conformité avec cette hypothése, on a précédemment démontré que I’ET-1 joue un
r6le chemotactile pour les neutrophiles humains (Elferink et al, 1994; Wright et al,
1994) et peut stimuler les leucocytes polymorphonucléaires chez le lapin (Hart-
Favaloro et al, 1998). En outre, 'induction de I'expression de ppET-1 dans la zone
infarctée est significativement augmentée dés le premier jour suivant l’infa_lrctus du

myocarde (Oie et al, 1997). Cette augmentation est suivie par I’infiltration
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significative des fibroblastes et du dépot de collagéne dans la zone infarctée.

Récemment, il a été montré que le LU 135252 (antagoniste sélectif ET4) donné dans
un modele d'ischémie et de réperfusion chez les porcs a réduit l'accufnulation des
neutrophiles dans cette zone ischémique (Gonon et al, 1998).

Durant les premiéres heures aprés un IM, pendant que la lyse des myocytes
nécrosés s’est produite, la structure squelettique en collagéne ne serait pas
immédiatement affectée par 1’ischémie et peut fournir une résistance a l'expansion de
la zone infarctée. De plus, dans I’infarctus du myocarde, la matrice métalloproteinase
(MMP) myocardique a été démontrée pour jouer un réle important dans la régulation
de la géométrie ventriculaire et 1’alignement des myocytes (Celentano et Frishman,
1997). Une dégradation de collagéne myocardique peu;( se produire avec
I'augmentation de l'activité collagénolytique et peut donc avoir des conséquences
défavorables sur l'architecture et la fonction du myocarde. L'équilibre entre MMP et
TIMP (inhibiteurs tissulaires des métalloproteinases) semble jouer un réle important
en contrblant ’homéostasie de la matrice extracellulaire (Celentano et Ffishman,
1997).

Dans le ventricule gauche infarcté, Cleutjens et collaborateurs ont constaté que le
message ARNm codant pour le TIMP est augmenté 6 heures apres l'infarctus et
atteint un plateau au deuxiéme jour (Cleutjens et al, 1995). D;ailleurs, on a
précédemment signalé que le LU 135252 a diminué I’expression d’ARNm de TIMP
hépatique chez les rats avec une fibrose biliaire (Cho et al, 2000) et le FR 139317, un

autre antagoniste sélectif du récepteur ET,, a atténué les augmentations de
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I’expression au niveau glomérulaire de MMP-2 et TIMP-1 (Ebihara et al, 1997).

Ces résultats suggérent que I’ET-1 endogéne peut ralentir la dégradation fibrillaire de
collagéne par son action sur I'équilibre entre MMP et TIMP. Par conséquent, il est
possible qu'un blocage précoce avec I’antagoniste ETa chez les rats post IM peut
détruire I’équilibre précaire entre le MMP et le TIMP en favorisant I’augmentation
de l'activité collagénolytique. Ce déséquilibre a comme conséquence une dégradation
accrue des fibres de collagéne et ceci peut mener 4 la perte d'intégrité structurale du
myocarde infarcté, y compris le phénoméne de glissage des myocytes et

I’amincissement de la cicatrice.

1.42  La phase fibrogénique de la réparation tissulaire.

Les évidences de plusieurs laboratoires suggérent que le dépot de collagéne apres
infarctus est important pour la structure et la fonction ventriculaire (Weber et Brilla,
1991). La cadence et la quantité de dépot de collagéne dans la zone infarctée pendant
la réparation tissulaire pourraient influencer le remodelage ventriculaire (Cleutjens et
al, 1995). Chez le rat avec IM, le collagéne dans la zone infarctée est augment€ trois
fois durant la premiére semaine et cette augmentation atteint un plateau entre 7 et 14
jours (Cleutjens et al, 1995). De plus, plusieurs évidences expérimentales convergent
sur le role potentiel de 'ET-1 comme médiateur principal dans le processus de
cicatrisation aprés infarctus. La concentration tissulaire de ’ET-1 est augmentée et
est plus grande dans la zone infarctée par répport a la zone saine (Oie et al, 1997;
Nguyen et al, 1998). La présence du grand nombre des récepteurs ET, et ETg de

PET-1 et la localisation par immunoréactivité de I'ET-1 dans les fibroblastes
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cardiaques ont été montrées pendant la formation de la cicatrice apres IM (Oie et

al, 1997; Tonnessen et al, 1997). D'ailleurs, 'ET-1 a ét¢ montrée pour étre
mitogénique. Elle stimule la prolifération des fibroblastes et la synthése de collagene,
et peut exercer des propriétés proinflammatoires in vitro. Vu ces derniers effets, il
n’est pas surprenant qu'un blocage précoce de 'ETa puisse retarder le dépot de
collagéne pendant la phase fibrogénique de la réparation dans la zone d'infarctus.
A part du dépdt de collagéne qui augmente la force de résistance a ’expansion de la
zone infarctée, cette résistance pourrait également étre augmentée davantage par la
conversion des fibroblastes en myofibroblastes cardiaques qui peuvent se contracter
et limiter ainsi l'expansion de l'infarctus. Dans une étude préliminaire, Martin et
collaborateurs ont étudié l'effet d'un inhibiteur hautement sélectif de 'enzyme de
conversion de I’endothéline-1 (FR 901533) sur le remodelage cardiaque chez les rats
suivant l'infarctus du myocarde (Martin et al, 1999). Ces chercheurs ont démontré
que l'alpha actine du muscle lisse, un repére de ’activation des myofibroblastes a cte
diminué dans la zone infarctée chez les rats traités avec I'inhibiteur de PECE-1 par
rapport au controle. Ceci suggére que I'ET-1 est essentiel pour l'activation des
myofibroblates. Ainsi, le blocage précoce avec I’antagoniste ET, pourrait diminuer
I’activité des myofibroblastes et retarder le dépdt de collagéne dans la zone infarctée.
Wexler (1979), en utilisant un autre modéle d’infarctus du myocarde induit par
I'isoprénaline, a démontré que le traitement chronique avec le spironolactone
(antagoniste de I’aldostérone) retarde le processus de cicatrisation durant la phase de

réparation tissulaire (jours 7 et 8). De plus, les rats traités au spironolactone ont une
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mortalité plus élevée comparée au contréle. En outre, Silvestre et collaborateurs

ont récemment démontré que l'infarctus du myocarde est associé a une augmentation
locale de la production d'aldostérone myocardique (Silvestre et al, 1999). Ces
résultats suggerent que l'aldostérone myocardique peut stimuler le dépdt de collagene
et favoriser le processus de cicatrisation cardiaque. L’ET-1 a été directement
impliquée dans la production d'aldostérone dans la zone adrénocorticale glomérulaire
(Rebuffat et al, 1999 ; Rossi et al, 1999). Par conséquent, de concert avec le systeme
RAAS, I'ET-1 pourrait jouer un role de médiateur dans le processus de cicatrisation
cardiaque chez les rats post IM.

Le processus de cicatrisation myocardique post IM est un événement
multifactoriel qui exige la participation ou l'activation de divers types de cellules. La
formation du tissu de cicatrice, lequel doit étre formé pour renforcer la zone
infarctée, ne pourrait exister sans la formation d’une néovascularisation nécessaire a
son développement. Par conséquent, ['apport de sang dans la zone infarctée doit étre
¢galement restaurée par le phénomene de l'angiogenése vasculaire myocardique. Une
hypothése intéressante est que le développement de nouveaux vaisseaux par
I'angiogenése ou le remodelage des vaisseaux collatéraux préexistants pourrait
compenser l'occlusion d'une artére coronaire épicardique, améliorant le remodelage
cardiaque aprés I'IM aigué. Théoriquement, le développement vasculaire dans la
région myocardique nécrosée peut étre salutaire pour plusieurs raisons. D'abord,
quand les vaisseaux collatéraux abondants sont présents dans la région nécrosee

immédiatement aprés l'occlusion totale de lartére coronaire épicardique, une
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réduction substantielle ou méme une prévention de la nécrose myocardique

pourrait étre salutaire (Schaper et al, 1971). En second lieu, le développement des
vaisseaux collatéraux dans la zone péri-infarctée peut améliorer la perfusion locale et
augmente donc la fonction du myocarde sain. Ceci peut améliorer la fonction et le
remodelage ventriculaire gauche, les deux causes déterminantes principales du
pronostic. Troisiémement, le processus de cicatrisation de la zone nécrotique ne peut
pas étre adéquat si les fibroblastes ne regoivent pas un support métabolique suffisant.
Si le processus de cicatrisation est amélioré, une réduction de remodelage cardiaque,
de formation d'anévrisme et de rupture ventriculaire gauche peut étre prévue. Ces
changements peuvent améliorer le pronostic a court et a long termes.

L’angiogénése correspond a I’extension de I’arbre vasculaire. C’est le processus
qui e\st responsable de la formation de nouveaux vaisseaux par bourgeonnement &
partir de vaisseaux préexistants. Au niveau cellulaire, ce processus est caractérisé
tout d’abord par une migration des cellules endothéliales a travers la membrane
basale fragmentée, puis, dans un second temps, par une multiplication locale de ces
cellules pour former de nouveaux tubes endothéliaux branchés sur les vaisseaux
préexistants.  L’angiogénése s’accompagne du recrutement de  cellules
mésenchymateuses avoisinantes et de leur différenciation en péricytes et/ou cellules
musculaires afin d’achever la formation de la structure vasculaire.

Plusieurs facteurs de croissance tels que les facteurs de croissance des
fibroblastes (FGFs), facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires

(VEGF), facteur de croissance de la transformation (TGF), facteurs de croissance



165
dinsuline (IGFs) et facteurs dérivés des plaquettes (PDGF) ont des propriétés

angiogéniques (Goncalves, 2000). Récemment, un certain nombre d'études
expérimentales ont démontré la surexpression au niveau de protéines et de récepteurs
de ces facteurs de croissance dans 'IM. De plus, le traitement avec ces facteurs
angiogéniques peut favoriser le développement des vaisseaux collatéraux au tissu
ischémique dans les modeles de l'occlusion coronaire progressive, et I'IM aigué
(Goncalves, 2000). Les facteurs de croissance angiogénique peuvent réduire la taille
de linfarctus et améliorer la fraction d'éjection ventriculaire gauche dans différents
modeéles IM chez le chien et le rat (Yanagisawa-Miwa et al, 1992; Meng et al, 1999).
La réduction de la taille de l'infarctus a été associée a la vascularité accrue (Meng et
al, 1999), suggérant qu'un mécanisme angiogénique ait €té opérant.

En plus de leurs effets sur l'angiogenése et la cicatrisation myocardique, les
facteurs de croissance ont dautres propriétés (vasodilatateurs NO-dépendent,
neuroprotectifs et myoprotectifs) qui peuvent avoir des effets importants dans le
remodelage cardiaque post IM. Ainsi, ces facteurs de croissance ont pu d'une
maniére primordiale affecter I'évolution, la cicatrisation et le remodelage de I'TM par
leurs effets sur ’hémodynamique systémique, les conditions de charge, la protection
des cardiomyocytes, 1’angiogenése, le développement collatéral, et/ou le processus
de cicatrisation.

Tl a été démontré que le VEGF augmente I’expression d’ARNm de la préproET-1
et de sa sécrétion par les cellules endothéliales aortiques bovines (Matsuura et al,

1997). De méme, dans les cellules vasculaires du muscle lisse de rat (Matsuura et al,
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1998) et d’ostéoblastes (Kozawa et al, 2000), 'ET-1 augmente l'expression et

stimule la sécrétion de VEGF. De plus I'augmentation de la sécrétion de VEGF
induite par P'ET-1 est supprimée par I’antagoniste sélectif du récepteur ETa, BQ-485,
et non par I’antagoniste sélectif ETs, BQ 788. Dans le modéle d'IM, I’augmentation
précoce de I’expression de VEGF a été rapportée (L1 et al, 1996) et elle peut servir de
signal 4 l'angiogenése compensatoire pour augmenter la perméabilité des tissus
myocardiques et ainsi améliorer les effets de I'hypertrophie post IM. Il est possible
qu’un blocage précoce d'ET4 puisse diminuer la formation de VEGF et ainsi altérer
I’angiogenese myocardique post IM.

Indépendamment des changements du nombre de cellules ou de la différentiation
cellulaire, I'angiogenése et la formation de cicatrice exigent également la migration et
I'orientation correcte des cellules inflammatoires pour préserver une fonction
cardiaque optimale. Récemment, il a été démontré que les génes de polarité de tissu
(frizzled 2, fz2) peuvent étre des régulateurs du contréle architectural lors du
processus de cicatrisation cardiaque. L'hybridation in situ a indiqué que le géne {z2
est fortement exprimé dans les myofibroblastes pendant leur migration vers la zone
infarctée (Blankesteijn et al, 1997). Quand ces cellules deviennent stationnaires et
bien alignées dans la cicatrice nouvellement formée, l'expression du géne fz2 est
diminuée. Les propriétés contractiles de ces myofibroblastes peuvent aider a
empécher la dilatation de la zone infarctée. D'ailleurs, le gene “dishevelled 1
(dvll), connu pour fonctionner comme molécule de transduction de signal des

récepteurs de frizzled, montre une configuration semblable d'expression comme pour
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le géne fz2 (Blankesteijn et al, 1997). Par conséquent, les mutations du géne fz2

peuvent altérer I’alignement des myofibroblastes dans la zone infarctée, et de ce fait
conduisent & la dilatation et l'anévrisme ventriculaire aprés I'infarctus. Le role de

I’endothéline est a déterminer dans ce phénomene (Figure 2).
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1.5 Blocage sélectif ET, versus non-sélectif ETA/ETg post IM :
résultats préliminaires

Considérant les résultats avec le BQ 123 de Sakai (1996) et ceux avec le bosentan
(antagoniste ETA/ETg) lesquels démontrent des effets bénéfiques moins
spectaculaires que le BQ 123, mais néanmoins une réduction significative de la
dilatation ventriculaire et une amélioration de la fonction ventriculaire lorsque le
traitement a débuté a 3 heures (Fraccarollo et al, 1997) ou une semaine (Mulder et al,
1997) post IM. Considérant que l'utilisation précoce (3 heures-20 heures) de
I’antagoniste ET» de I’endothéline provoque une plus grande dilatation ventriculaire
(Hu et al, 1998; Nguyen et al, 1998) avec aucun changement ou détérioration de la
fonction ventriculaire dus a l’altération de la formation de la cicatrice et a
I’expansion marquée de la cicatrice (Nguyen et al, 1998). L’ensemble des résultats
souléve les possibilités suivantes: 1) I’antagonisme ETp pourrait procurer unc
certaine protection contre I’expansion de la zone infarctée durant la phase précoce de
'IM, 2) les effets néfastes de l'utilisation précoce (<24 heures) d'antagonistes de
’ET-1 post IM sont limités aux antagonistes sélectifs du récepteur ETa et; 3) le
blocage plus équilibré des récepteurs ETa et ETy aurait comme conséquence des
effets encore plus bénéfiques que ceux avec le bosentan, qui a toutefois une
sélectivité plus grande pour le récepteur ETa (43 : 1).

Dans le but de vérifier cette hypothése, nous avons entamé une étude chronique
de 100 jours chez les rats avec infarctus du myocarde. Le protocole de cette étude
compare I’effet d’un blocage précoce (commence le traitement <24 heures post IM)

versus un blocage plus tardif (10 jours post IM) avec un antagoniste mixte, e LU
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420627, sur les parametres hémodynamiques, le remodelage cicatricielle et

ventriculaire ainsi que la survie.

Nos résultats démontrent que [utilisation précoce de |’antagoniste mixte
ETA/ETg meéne & une altération a la fois dans la zone infarctée caractérisée par
"amincissement et I’expansion de la cicatrice, et aussi dans la zone saine du
myocarde caractérisée par une plus grande dilatation ventriculaire. Par contre, avec
I'utilisation plus tardive, lorsque le processus de cicatrisation est sur le point d’étre
bien établie, l’antagoniste non-sélectif mene seulement a la modification du
remodelage des myocytes sains induisant une plus grande dilatation ventriculaire.
Parce que le taux de mortalité des rats traités avec I’antagoniste non sélectif est €leve,
indépendamment du temps d’initiation du traitement, il semble donc que le blocage
non sélectif est néfaste dans ce modele d’IC.

L’ensemble de nos résultats démontre que Daltération du processus de
cicatrisation n’est pas seulement limitée au blocage du récepteur ET4. Il n’est pas
¢vident de réconcilier les résultats de nos études avec ceux de Fraccarollo (1997).
Dans leur €tude, ils ont trouvé que le bosentan commencé 3 heures post IM, a eu des
effets bénéfiques modestes sur le remodelage ventriculaire aprés 8 semaines de
traitement. Parce que le bosentan a une affinité trés inférieure sur le récepteur ETp
par rapport au LU 420627 (K; = 343 nM et 6 nM respectivement), il est possible que
l'antagonisme partiel du récepteur ETp soit protecteur en raison des effets

différentiels sur divers types de cellules, alors qu'un antagonisme plus complet est
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nuisible. Alternativement, ces différences peuvent étre le résultat des différences

subtiles mais importantes dans les protocoles.

Il a été démontré dans deux préparations de cellules endothéliales diftérentes,
dérivées du rat et de I'humain, qu’une accélération de la mobilité de ces cellules
endothéliales est possible en réponse a la stimulation de 'ET-1 (Noiri et al, 1997).
Par l'application des agonistes et des antagonistes spécifiques des récepteurs de
l'endothéline, il a été possible d'impliquer le récepteur ETg dans la réponse observée
(Goligorsky et al, 1999). Par contre, I’effet sur la mobilité de ’ET-1 est relayée par la
production endogéne de NO. En effet, le L-NAME bloqueur non sélectif de la
synthése de NO, a empéché la migration des cellules endothéliales induite par
I’application exogéne de 'ET-1. De plus, l'application de l'antisens de !’isoforme
eNOS sur les cellules endothéliales supprime le réle migrateur produit par PET-1
(Goligorsky et al, 1999). Par conséquent, le NO et I’endothéline par I'intermédiaire
du récepteur ETy semblent jouer un rdle important dans la motilité des cellules
endothéliales et ainsi dans I’angiogéneése. Il est possible que I’altération du processus
de cicatrisation post IM, observée dans notre étude avec I’antagoniste mixte (LU
420627), soit le résultat d’un blocage complet du récepteur ETg, diminuant ainsi la
formation de NO et I’angiogénése vasculaire myocardique.

De plus, notre étude chronique chez les rats IC avec ’antagoniste mixte, LU
420262, montre une plus grande augmentation de la concentration myocardique du
collagéne o comparé au controle. Cet effet est associé a une détérioration du

remodelage ventriculaire et une chute dramatique du taux de survie des rats IM. A
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I'opposé, il a été démontré que I’antagoniste sélectif ET 4 réduit significativement

la fibrose cardiaque et améliore le taux de survie dans ce méme modele (Mulder et al,
1998; Sakai et al, 1996). Ces observations suggérent que I’augmentation de la fibrose
observée dans notre étude pourrait étre liée & la diminution de la formation ou de la
biodisponibilit¢ de NO par le blocage chronique et complet du récepteur ETp.
Plusieurs études expérimentales démontrent que le NO joue un rdle modulateur
important dans la genése de fibrose cardiaque. L’inhibition chronique de la formation
de NO par I’inhibiteur de NO synthase est associée a 1’augmentation tissulaire de
TGF-B1 et la fibrose cardiaque (Tomita et al, 1998a). Une étude préliminaire a
démontré que I’inhibition chronique de NO induit I’infiltration des monocytzss et la
formation des myofibroblastes dans le cceur de rat (Tomita et al, 1998b). De plus, il a
été démontré que le NO réduit I’expression de molécules d’adhésions et les cytokines
proinflammatoire des cellules endothéliales (Moncada, 1997).

L’augmentation de I’activité du facteur EDHF a été rapportée dans les artéres
meésentériques chez le rat avec IM (Malmsjo et al, 1999). Il a été suggéré que cet
augmentation représente un mécanisme compensatoire a la diminution de I’activité
du NO pour préserver la fonction endothéliale et la perfusion tissulaire dans ce
modele d'IM (Malmsjo et al, 1999). De plus, 1’endothéline provoque des
hyperpolarisations des cellules des artéres mésentériques de rat et le récepteur ETg
semble étre responsable de ce phénoméne (Nakashima et al, 1993). Un blocage du

récepteur ETg avec le LU 420 627 chez nos rats avec IM éliminerait le facteur 4
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compensatoire d’EDHF et expliquerait les effets déléteres observés dans notre

étude avec les rats de 100 jours.

Le probléme est actuellement de savoir s’il faut bloquer les deux récepteurs
ET4 et ETg par un antagoniste mixte ou s’il faut bloquer seulement le récepteur ET o
par un antagoniste sélectif du récepteur ET4 dans le traitement de I’insuffisance
cardiaque. Pour I’instant, nous savons que le récepteur ET 4 joue un rdle important
dans le développement et la progression de I'IC. Par contre, nous ne savons pas quel
est le rdle exact du récepteur ETy. Nos résultats préliminaires avec le LU 420627

semblent en faveur au blocage tardif et sélectif du récepteur ET 4.

I.5 Les précisions sur I’étude de remodelage ventriculaire avec le
LU 135252

Plusieurs études chez I’animale et chez I’homme ont démontré que le LU
135252 est un antagoniste sélectif pour le récepteur ET 4 de I’endothéline (d'Uscio et
al, 1997; Barton et al, 1998; Spieker et al, 2000; Berger et al, 2001). La majorité de
ces études chroniques ont utilisé les doses variant entre 50 a 60 mg/kg/jour de LU
135252, Par contre, ce composé a de fortes concentrations peut aussi bloquer le
récepteur ETp (Mulder et al, 1998). Le récepteur ETg est connu pour sa fonctionne
de clairance de I’endothéline-1 (Dupuis et al, 1998). Un blocage de ce récepteur avec
Iantagoniste sélectif d’ETp (BQ 788) augmente la concentration plasmatique de
PET-1 (Dupuis et al, 1998). Dans notre étude sur le remodelage cardiaque, la
concentration plasmatique de 'ET-1 dans le groupe sham et mineur infarcté traité au
LU 135252 n’est pas différente par rapport au groupe controle. Ceci représente une

preuve indirecte que la dose utilisée dans la présente étude n’affecte pas les
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récepteurs ETg. De plus, plusieurs laboratoires confirment nos résultats utilisant

différents antagonistes sélectifs ETo (Hu et al, 1998, Pfeffer et al, 2000). Le LU
135252 utilisé & une plus faible dose (30 mg/kg/jour) chez les rats avec IM produisait
aussi des effets similaires sur I’épaisseur de la cicatrice et sur ’expansion de la zone
infarctée (Galuppo et al, 1999) comme nous avons démontré dans notre étude.
L’ensemble de ces observations suggéere que le récepteur ET 4 pourrait jouer un réle
dominant sur les effets adverses observés post IM.

Pour des raisons pratiques, nous avons jumelé les valeurs hémodynamiques,
morphologiques ainsi que biochimiques du groupe sham et mineur infarcté ensemble
car aucun de ces parametres présente des différences significatives entre les deux
groupes.

Dans les premiers douze jours suivant I'induction de I'infarctus du myocarde,
le taux de survie des rats avec gros infarctus traités au LU 135252 semble étre
meilleur mais non significatif comparée au groupe contréle. Il est possible que le LU
135252 possede un effet cardio-protecteur sur la fonction hémodynamique alterée
suite a I'infarctus du myocarde. Une production élevée d’ET-1 post IM pourrait
exercer une vasoconstriction des artéres coronariennes induisant la mort subite. Un
blocage d’ET4 avec le LU 127043, I’énantiomére actif du LU 135252, réduisait le
taux de mort subite causée par 'injection intraveineuse d’ET-1 chez le rat (Raschack

et al, 1995).



Chapitre 6



Conclusions générales

L’insuffisance cardiaque représente un poids économique important. Clest la
premiere cause d'hospitalisation chez les patients de plus de 65 ans. Nos conceptions
physiopathologiques de la maladie ont été bouleversées ces derniéres années grice
aux progres majeurs de la recherche. Alors qu'auparavant l'insuffisance cardiaque
¢tait considérée comme une condition statique, & déterminants hémodynamiques
purs, essentiellement cardiaques, on sait aujourd’hui que c'est un processus
dynamique, résultant d'interactions complexes et multiples, notamment neuro-
hormonales, touchant tous les organes. Les processus, autrefois appelés
compensateurs, ne le sont en fait qu'au début de la maladie, et deviennent ensuite des
mécanismes délétéres, créant un véritable cercle vicieux. L’insuffisance cardiaque et
sa progression sont essentiellement liées a une réorganisation continue du ceeur,
structurale et fonctionnelle, en réponse a des stimuli hémodynamiques (augmentation
des contraintes) et neuro-hormonaux, endocriniens, paracriniens et autocriniens
(systéme rénine angiotensine, systéme nerveux sympathique, arginine vasopressine,
endothéline, facteurs de croissance et cytokines). Les éléments qui conduisent au
remodelage macrostructural (modification de I'épaisseur pariétale, modification de
forme cavitaire, dilatation ventriculaire) se situent au niveau cellulaire et moléculaire,

de toutes les cellules myocytaires et non myocytaires.

L'essentiel des efforts de recherche réalisés dans le cadre de cette thése a été
dirigé vers le développement et I'application d'un modéle expérimental d’infarctus du
myocarde chez le rat, reproductible et sensible, capable de caractériser le role de

I’endothéline dans I'insuffisance cardiaque chronique et, conséquemment, d'apporter
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une meilleure compréhension sur le traitement de cette maladie. Les principaux
résultats obtenus & l'aide de cette approche expérimentale démontrent que 1)
l'utilisation précoce de I’antagoniste du récepteur ET, de I’endothéline chez le rat
post-infarctus méne a I’altération de la formation de la cicatrice, & l'expansion de la
zone infarctée, a la dilatation du ventricule gauche et au dysfonctionnement
ventriculaire, 2) le remodelage vasculaire pulmonaire et la plus grande expression
des protéines de la matrice extracellulaires représentent les mécanismes
fondamentaux impliqués dans le développement de T'hypertension pulmonaire
secondaire a I'infarctus du myocarde, 3) le blocage du récepteur ET, est insuffisant
pour renverser le remodelage vasculaire pulmonaire, ou le développement de la

fibrose pulmonaire dans ce modéle expérimental.

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thése, en combinaison avec de
nombreuses observations de la littérature, ont contribué a l'avancement des
connaissances sur la physiopathologie de I’insuffisance cardiaque. Ces contributions
sont de deux ordres. D'une part, 1’endothéline semble jouer un role bénéfique & court
terme dans la zone infarctée ; I’antagoniste de I’endothéline augmente ’expansion de
la cicatrice. D’autre part, le blocage mixte (ETA/ETg) a un effet délétére 4 long terme
sur le myocarde non infarci ; I’antagoniste mixte augmente la dilatation ventriculaire
et "hypertrophie et diminue le taux de survie des rats infarctés. Il est donc préférable
dans le traitement de I’infarctus du myocarde de commencer la thérapie avec
"antagoniste sélectif ET,4 de I’endothéline plus tardivement lorsque la zoﬁe infarctée

est cicatrisée.
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L’endothéline joue un réle important dans l'insuffisance cardiaque bien qu’il
reste beaucoup a découvrir quant au mode d'action du systéme des endothélines dans
cette maladie et aux interactions avec les autres -systémes neurohormonaux et
cytokines activées. Antagoniser les effets de l'endothéline semble prometteur avec
des effets hémodynamiques favorables et probablement avec un effet bénéfique sur
le pronostic. Cependant, de nombreuses questions restent en suspens : ses effets
hémodynamiques se maintiennent-ils a long terme ?. Retrouve-t-on chez 'homme un
effet favorable sur le pronostic ?. Quel type de récepteurs de 1’endothéline faudrait-il
cibler ?. Y-a t-il une propriété angiogénique possible de I’endothéline dans la zone
infarctée post-infarctus ? Enfin, ces traitements devront se positionner par rapport
aux inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine et aux béta bloquapts,

leurs effets conjoints lors d’un traitement & long terme nécessite une évaluation.
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