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Sommaire

L'ischémie engendrée par l'occlusion aigué d'une artére coronaire
compromet rapidement la survie du myocarde dans la région privée de circulation
sanguine. La reperfusion du myocarde limite I'étendue des dommages ;
cependant, plusieurs études expérimentales ont démontré que le retour du flot
sanguin dans le tissu ischémique provoque des dommages supplémentaires
importants. Plusieurs travaux visent & établir des moyens thérapeutiques pour
prévenir ces lésions de reperfusion et réduire I'étendue de l'infarctus. Dans une
étude antérieure, I'énoxaparine, une héparine de bas poids moléculaire, a réduit la
taille de l'infarctus de 55% dans un modéle canin d'ischémie (90 min) / reperfusion
(6 hres) et le mécanisme de cette cardioprotection a été corrélé avec une réduction
des lesions de reperfusion et plus précisément avec une diminution de
I'accumulation de plaquettes et de neutrophiles dans le myocarde.

Le but de cette présente étude était de déterminer si la cardioprotection
exercée par I'énoxaparine est transitoire ou permanente. A cette fin, la période de
reperfusion a été prolongée a 72 heures, suivant une occlusion coronarienne de 90
minutes chez le chien. L'étude comportait deux groupes de chiens, soit le groupe
traité ol I'énoxaparine (1.25 mg/kg) était administrée par voie intraveineuse 5
minutes avant le début de la reperfusion et de manié re constante par voie sous-
cutanée jusqu'a la fin de I'expérience et le groupe témoin ot la saline remplagait
I'énoxaparine.

Les débits collatéraux mesurés avec des microsphéres radioactives n'ont

pas eté significativement différents entre le groupe témoin et le groupe traité, ni
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dans les différentes zones du myocarde ni de fagon transmurale (0.084 + 0.02 et
0.100 + 0.02 mL/min/g respectivement). La zone & risque mesurée par la perfusion
de colorant était similaire dans les deux groupes et impliquait environ 43% du
ventricule gauche. Une réduction de l'infarctus mesuré par histochimie (coloration
au chlorure de triphényltétrazolium ; TTZ) et exprimé en fonction de la zone a
risque était réduit de 9.8% entre les deux groupes (témoin ; 52.64 + 3.88 vs traité ;
47.49 + 5.74 %). Toutefois, si I'analyse était effectuée chez les chiens présentant
un debit collatéral transmural supérieur a 0.08 mL/min/g, une réduction significative
(p<0.05) de 32.3 % de la taille de l'infarctus (% de la zone a risque) était observée
dans le groupe traité [témoin (n=6) ; 48.19 + 4.04 vs traité (n=6) ; 32.54 + 4.2].
Cette réduction a été confirmée par une analyse de covariance effectuée entre la
taille de l'infarctus et le débit collatéral transmural.

Aucun marqueur plasmatique de la nécrose myocardique (CK, CK-MB et
troponine 1) n’a démontré une réduction de leur libération chez les chiens traités a
'énoxaparine comparativement aux chiens témoins. Ainsi, dans ce modéle
chirurgical, la réduction de la taille de l'infarctus chez le groupe traité n’a pas été
confirmée avec une diminution de la libération de ces marqueurs de la nécrose.

En conclusion, I'énoxaparine administrée avant le debut de la reperfusion
chez les chiens présentant un débit collatéral significatif ( >0.08 mL/min/g) a
réduit de 32.5 % la taille de l'infarctus (p < 0.05) comparativement au groupe
temoin aprés 72 heures de reperfusion. Ces résultats confirment la nature

soutenue ou permanente de la cardioprotection exercée par I'énoxaparine.
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Introduction

Lorsqu’un thrombus se forme a la surface d’une plaque athéromateuse,
l'occlusion d'une artére coronaire peut survenir et causer une ischémie aigué du
myocarde mettant en péril la survie du tissu dans le territoire cible.

La thrombolyse et I'angioplastie rétablissent la circulation sanguine dans
ces artéres occluses, limitant I'étendue des dommages myocardiques et le taux
de mortalité. Cependant, plusieurs études expérimentales ont démontré que le
retour du flot sanguin dans le tissu ischémique provoque des dommages
supplémentaires au myocarde, limitant sa sauvegarde. La production et la
libération d'agents cytotoxiques par les neutrophiles et les plaquettes recrutés
au site de reperfusion conjointement a une défaillance microcirculatoire seraient
a l'origine des lésions de reperfusion.

Plusieurs travaux ont cherché a élucider la physiopathologie complexe
des lésions de reperfusion dans le but de développer des agents
cardioprotecteurs aptes a prévenir ces lésions et a réduire I'étendue de
l'infarctus. Parmi ceux-ci, une héparine de bas poids moléculaire,
I'énoxaparine, a démontré son efficacité a réduire la taille de I'infarctus dans un
modeéle canin d'ischémie-reperfusion de bréve durée. Cette cardioprotection
était associée a une réduction importante du nombre de plaquettes et de
neutrophiles séquestrés dans le foyer infarci. Ces deux types cellulaires ont été

identifiess comme des intervenants majeurs dans les lésions post-ischémiques



du myocarde.

La présente étude a pour but de déterminer si la cardioprotection
exercée par I'enoxaparine est transitoire ou permanente. A cette fin, la période
de reperfusion a été prolongée a 72 heures par opposition a 6 heures, suivant
une occlusion coronarienne de 90 minutes chez le chien. Nos résultats
indiquent que I'énoxaparine réduit I'étendue de l'infarctus, seulement chez les
animaux présentant un flux collatéral significatif (> 0.08 ml/min/g de myocarde).
Ces resultats indiquent que la cardioprotection exercée par I'énoxaparine est

de caractére soutenu ou permanent.



Partie 1: Revue de littérature
Chapitre 1
Ischémie et reperfusion myocardique
1.1 Introduction
L'ischémie engendrée par l'occlusion aigué d'une artére coronaire
compromet rapidement la survie du myocarde dans la région privée de
circulation sanguine. Toutefois, la capacité du myocarde & résister a la période
ischémique varie d’'une espéce a l'autre, selon I'activité métabolique du cceur et
la présence d’'un flot collatéral responsable d'un gradient ischémique dans la
paroi ventriculaire, la région endocardique étant plus ischémique que la région
épicardique.
Des études expérimentales chez le chien ont largement contribué aux
connaissances actuelles de la physiopathologie de Finfarctus et des Iésions de
reperfusion. Chez cette espéce, la reperfusion du myocarde, suivant une

occlusion d'une durée maximale de 20 minutes, se traduit par une récupération

totale des myocytes compromis 1. Par contre, le prolongement de la période
ischémique au-dela de 20 minutes cause des dommages irréversibles au

myocarde le plus séverement touché par I'ischémie, et favorise I'élargissement
de la taille ultime de [linfarctus a tout le territoire compromis 2.3, La
reperfusion, soit par des moyens pharmacologiques ou chirurgicaux, est

nécessaire & la survie du myocarde. Plusieurs études multicentriques ont
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démontre l'impact tu traitement thrombolytique sur la fonction ventriculaire

gauche et la réduction de la mortalitt & court et moyen terme 4.5, Les
bénefices de la reperfusion sont cependant atténués par un ensemble de

phénoménes qui limitent ou compromettent la sauvegarde des cardiomyocytes

qui n'ont pas subis des dommages irréversibles au moment de la reperfusion 6,
Les atteintes réversibles comprennent des changements cellulaires pouvant
étre renversés lors du retour sanguin, contrairement aux Iésions irréversibles,
trop seéveres qui ne permettent pas la sauvegarde du tissu. Ainsi, cet

endommagement post-ischémique, appelé lésions de reperfusion, contribue de

fagon significative & I'établissement de la taille ultime de l'infarctus 7.

Dans ce chapitre, nous décrirons dans un premier temps les altérations
cellulaires secondaires a lischémie et les différents marqueurs utilisés dans
lidentification de la nécrose cellulaire. Puis, les événements liés a Ia
progression de l'infarctus en insistant sur les principaux facteurs influencant la
taille de [linfarctus. Nous exposerons la physiopathologie des Iésions de
reperfusion dont limplication des radicaux libres, des neutrophiles, des
plaquettes au niveau de la microcirculation dans le développement de celles-ci.
1.2 Ischémie myocardique et infarctus
1.2.1 Changements biochimiques survenant lors de la période

ischémique

Dans des conditions aérobiques normales, les cardiomyocytes utilisent

les acides gras, le glucose ainsi que les acides aminés afin de produire de
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I'énergie (adénosine triphosphate ; ATP et créatine phosphate ; CP) par un

processus de phosphorylation oxydative 8 (figure 1.1).

Le métabolisme des glucides s'effectue via la glycolyse et le cycle de
Krebs et méne a I'oxydation compléte des glucides en CO,, H,O et ATP. Par
contre, lors de l'ischémie, 'oxygéne n'étant plus disponible pour I'acceptation
des électrons produits par la chaine respiratoire, le métabolisme des glucides
résulte alors en la production de lactate. L’augmentation rapide de la
concentration intracellulaire d’acide lactique jumelée & une diminution du pH et

a une accumulation des métabolites, inhibent la glycolyse réduisant la

production d’ATP dans la cellule 9. Une étude a démontré, suite a une période
ischémique de 15 minutes, une réduction de 50% de la concentration d’ATP
sub-endocardique et malgré 72 heures de reperfusion, une diminution de 24%
était toujours observée pour ne revenir & des concentrations normales qu'apres
7 jours. Ce phénoméne a également cours, mais moins sévére, dans la région
sous-épicardique 10,

Figure 1.1: La phosphorylation oxydative et le métabolisme des acides

gras libres (Hillis L.D. et Braunwald E., New England Journal of Medecine,
5 mai 1977)
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Plusieurs enzymes intervenant dans le cycle de Krebs augmentent leur

activitt pendant la période ischémique afin de compenser la diminution

d'énergie 8.11. L’hexokinase enzyme qui catalyse la conversion du glucose en
glucose-6-phosphate, la phosphorylase kinase enzyme qui régit la conversion
de la phosphorylase b (forme inactive) en phosphorylase a (forme active) qui
est responsable de la convertion du glycogéne en glucose-1-phosphate, et la
phosphofructokinase qui catalyse la conversion du fructose-6-phosphate en
fructose-1,-6-diphosphate, voient leur activité accrue suite a une déprivation en

ATP et en créatine kinase ainsi que par une augmentation d'’AMP, d’ADP et de

phosphates inorganiques 8. Toutes ces réactions contribuent a preserver la
viabilité de la cellule. Cependant, elles ne sont biochimiquement actives que
pour une courte période. En effet, peu de temps aprés le début de I'ischémie, il

y a une diminution de la glucolyse et la concentration en acide lactique s’accroit

suite & l'activation de la glycolyse anaérobique ©. L'accumulation de lactate
inhibe certaines enzymes indispensables & Ia glycolyse, telle |Ia
phosphofructokinase, qui entraine I'accumulation de glucose-6-phosphate qui
inhibe I'nexokinase. La phosphorylase kinase est également inhibée, ce qui
freine la dégradation du glycogéne. L’activité catalytique de la glyceraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase est aussi diminuée, limitant la dégradation du 3-
phosphoglycéraldéhyde en 1,3-diphosphoglycerate, interrompant le cycle de
Krebs. Ainsi I'accumulation d’acide lactique inhibe la glycoyse et par le fait

méme, la production d'ATP et ce méme si les substrats sont présents en



grande quantité 9.

Conjointement avec le glucose, les acides gras intracellulaires
constituent le substrat préférentiel pour la production d'énergie de la cellule en
conditions normales. Les acides gras incorporés dans la cellule myocardique
participent & la biosynthése des triglycérides ou des esters acyls contenant le
coenzyme A qui sont transportés du cytosol vers les mitrochondries par la
carnitine palmityl-CoA transférase en vue de leur B-oxydation. La B-oxydation

des acides gras libres inhibe la glycolyse via une augmentation de glucose-6-

phosphate, qui inhibe I'hexokinase et diminue I'utilisation des glucides 8. En
conditions ischémiques, le métabolisme des acides gras est largement modifié :
la B-oxydation des acides gras se trouve diminuée par I'absence d'oxygéne,

'augmentation du rapport NADH/NAD et la réduction de la concentration en

flavoprotéines 11. De plus, une augmentation de I'acyl-CoA via une perte

d’activit¢ de la carnitine palmityl-CoA transférase favorise I'estérification des

acides gras libres en triglycérides 11. Les lipides constituent la source
énergétique la plus concentrée de I'organisme. Le rendement énergétique de
leur catabolisme est approximativement le double de celui de la dégradation du
glucose ou des protéines, c’est-a-dire 38 kj/g de lipides par comparaison & 17
kj/lg de glucides ou de protéines. La réduction de Iactivité B-oxydante des
acides gras est un facteurs important dans la baisse d’énergie observée en
condition anaérobique.

Le déséquilibre entre I'apport et la demande énergétique entraine donc
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une baisse du pH intracellulaire et une accumulation de catabolites comme le

phosphate inorganique. Ces deux conséquences, associées & la déplétion
d'ATP, entrainent une baisse de la contractilité cardiaque ainsi qu'une perte de

lintégrité et des fonctions membranaires dans les regions ischémiques du

myocarde 12,
1.2.2 Altérations cellulaires consécutives a I'ischémie

Plusieurs études décrivent les changements ultrastructuraux des
myocytes résultant d’une période ischémique bréve ou prolongée (figure 1.2).
Ces travaux démontrent bien que les cardiomyocytes de chien privés d'un
apport sanguin pour une période allant jusqu’a 20 minutes, présentent des
changements cellulaires modérés qui peuvent étre renversés lors de Ia
reperfusion 3,13, Les Iésions réversibles quentraine cette courte période
ischémique se caractérisent par une augmentation du volume des tubules et

des mitochondries conjointement avec une dispersion ou une margination de la

chromatine nucléaire 3:13. Le nombre de granules de glycogéne des myocytes

est réduit. A ce stade, quelques minutes de reperfusion du tissu ischémique

rend ces modifications sublétales non détectables 1.

Lorsque l'occlusion se prolonge au-deld de 20 minutes, des lésions
cellulaires plus importantes surviennent dans le tissu ischémique telle que de
F'cedeme intra-cytoplasmique et intra-mitochondriale 2.3.13 Cette
augmentation du volume cellulaire est due & des changements progressifs du

métabolisme menant a la détérioration de la composition, de la structure et de
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la fonction membranaire cellulaire. Ces altérations se traduisent par un

déséquilibre au niveau des fluides et des électrolytes avec une perte de K* et

de Mg* en plus d’une accumulation intracellulaire d’eau, de Na*, de CI, de H*

(acidose), et de Ca* 14. Une augmentation de la perméabilité membranaire

provoque également la libération plasmatique de plusieurs constituants intra-

cytoplasmiques, comme des enzymes, des co-facteurs et des ions 15.16

Quelques marqueurs de la nécrose cellulaire ont ainsi été identifiés dans le
plasma et des méthodes ont été mises au point afin de mesurer ces marqueurs.
Parmis ceux-ci, le dosage des créatines kinases et des troponines
représentent un outil fiable dans le diagnostique de linfarctus aigu du
myocarde. Des corps denses et amorphes composés de lipides et de proteines

dénaturées s'accumulent a l'intérieur de la matrice mitochondriale suite a une
rupture des crétes et membranes externes mitochondriales 2,3. L’endothélium
des vaisseaux coronaires subit également des dommages qui sont plus marqués
dans la région sub-endocardique suite & 60 minutes d’occlusion 17. Des lésions
microvasculaires séveéres et diffuses sont observées aprés 3 heures d'ischémie
18, Elles sont caractérisées principalement par la disparition de vésicules
pinocytiques, l'appariton des foyers d’hémorragie et des dépodts intra et
extravasculaires de fibrine 17.

En absence de reperfusion, il y a apparition de nécrose de coagulation
caractérisée par la perte du noyau, la dissolution ou la condensation des

phospholipides mitochondriales et la disparition des myofilaments des bandes Z
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et I 19, Llinfiltration d'éosinophiles et de polymorphonuciéaires (PMNs)

s’amorce entre 6 et 12 heures d'ischémie 20 et le tissu nécrosé est

progressivement remplacé par du tissu cicatriciel 21, Si il y a reperfusion apres
une periode ischémique qui se prolonge au-dela de 20 minutes, les dommages
ultrastructuraux sont accentués résultant en une supercontraction des cellules
musculaires et conduisant a la rupture du sarcolemme et des myofibrilles des
myocytes. L'examen histologique révéle une hyperplasie ou de I'cedéme
cellulaire excessif avec une rupture et une disparition des mitochondries en plus

d’'une formation de granules denses intramitochondriales constitués de calcium

et de phosphate 13.22,23, |’ensemble de ces événements méne & la nécrose
en bandes de contraction secondaire a un influx massif de calcium

extracellulaire « calcium paradox » & travers la membrane altérée et une

accumulation de calcium intra-mitochondriale 2.3. Les bandes de contraction
apparaissent seulement lorsque les cellules myocardiques deviennent

necrosées en cours de reperfusion et sont dues a un regroupement des

sarcoméres préalablement séparés par une rupture myofibrillaire 2.3,

En resume, les cardiomyocytes démontrent des changements
biochimiques et ultrastructuraux précoses lors de la période ischémique. Sile
débit sanguin coronaire est rapidement rétabli (en deca de 20 minutes), les
myocytes manifestant des lésions réversibles peuvent retrouver une structure et
une fonction normales apres un certain temps. Un prolongement excessif de la

période ischémique entraine des lésions irréversibles qui surviennent lorsque le
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niveau de phosphates & haute énergie atteint un seuil insuffisant au maintient

de lintégrité structurale de la cellule 1. Ces lésions provoquent la mort

cellulaire la cicatrisation du tissu.
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Figure 1.2 : Enumération sommaire des changements ultrastructuraux en

Temps d’occlusion

fonction de la durée de I’'ischémie

20 min. V

6h

[\ 1

Lésions réversibles

Augmentation du volume des tubules et des
mitochondries

Dispersion ou margination de la chromatine nucléaire
Diminution du nombre de granules de glycogéne dans le
cytoplasme

Lésions irréversibles

Oedéme intra-cytoplasmique et intra-mitochondrial
Accumulation de calcium intracellulaire

Acidose cellulaire

Libération d’enzymes tels les CK et les troponines
Rupture des crétes et membranes mitochondriales
Rupture des jonctions endothéliales

Hemorragie interstitielle

Dépbts intra et extravasculaires de fibrine

Nécrose de coagulation
Infiltration de PMNs
Amorce de la fibrose du tissu
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1.3 Les marqueurs plasmatiques de la nécrose cellulaire

La perte de l'intégritt membranaire lors d'atteintes cellulaires méne a ia
libération d’enzymes cytoplasmiques. Parmis celles-ci, deux principaux types de
marqueurs plasmatiques de la nécrose ont été identifiés jusqu’a maintenant : les
créatines kinases, dont 'isoenzyme MB est plus spécifique au myocarde, et les
troponines | et T. Ces marqueurs sont utiles dans I'évaluation des dommages
myocardiques observes suite & une période d’ischémie et de reperfusion.

La créatine kinase (CK) est composée de deux sous-unités, soit la sous-
unité B (cerveau) et la sous-unité M (muscle). Trois différentes combinaisons
sont possibles : CK-BB retrouvée majoritairement dans le cerveau, la prostate et
les poumons; CK-MM retrouvée principalement dans les muscles squelettiques et
le muscle cardiaque; CK-MB qui représente la forme majeure du muscle
cardiaque (15% des CK myocardiques) et retrouvée, & moindre degré, dans le
muscle squelettique (<5%). Plusieurs études démontrent une préférence envers

F'utilisation d'un dosage de l'isomére MB de la CK, ceci étant attribuable a sa

plus grande spécificité pour le muscle cardiaque 24:25. La créatine kinase est
retrouvee dans le cytosol des cellules musculaires ou elle catalyse la
phosphorylation de FATP (réaction 1). Au début d'une activité musculaire
intense, 'ATP emmagasiné dans les muscles actifs est consommé en 6
secondes. Par la suite, un systéme supplémentaire de production rapide de
I'ATP se met en marche, en attendant que les voies métaboliques s’adaptent a

l'augmentation soudaine de la demande en ATP. La réaction qui a lieu alors
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couple 'ADP (produit de I'hydrolyse de I'ATP) avec la créatine phosphate (CP),

un composé a haute énergie emmagasiné dans les muscles. Globalement, il en
résulte un transfert presque instantané d'énergie et d’un groupe phosphate vers
I'ADP qui devient de 'ATP 26,

Réaction 1: Phosphorylation de PATP catalysée par la créatine kinase :

Créatine kinase

:

Créatine phosphate + ADP — créatine + ATP

Une perte d'intégrité de la membrane plasmatique survenant lors de la
nécrose cellulaire, induit le déversement du contenu cytoplasmique dans le milieu
interstitiel et subséquemment, par diffusion, dans I'espace intravasculaire et
lymphatique. Le dosage de ce composé dans le sérum est donc en relation
directe avec la nécrose cellulaire myocardique 27.

La troponine est un constituant des myofibrilles qui joue un réle dans la
contraction du muscle cardiaque. Deux formes de troponine cardiaque peuvent
étre dosées dans le sérum, soit la troponine T associée a des fonctions de
régulation et la troponine | liée a la tropomyosine et responsable de Finhibition de
la contraction musculaire. Lorsque les cardiomyocytes sont endommagés, ces
composantes se détachent des cellules et peuvent diffuser dans la circulation

sanguine. Les troponines T et | sont sensibles et spécifiques pour I'identification



15
des patients présentant des symptomes d'ischémie aigué 28.29. La troponine |

semble toutefois posséder quelques avantages sur la troponine T, car des

anticorps spécifiques & 99% pour la troponine | cardiaque ont été développés

contre une séquence de 26 acides aminés de sa région N-terminale 30,31,
Le dosage plasmatique de ces protéines cytosoliques est utilisé afin de
deéceler la présence d'infarctus, d'évaluer qualitativement sa masse et de

documenter la reperfusion myocardique. Les mesures des troponines cardiaques

| et T 28,29 ainsi que des créatines kinases 27 se sont avérées efficaces dans le
depistage de linfarctus du myocarde et des Iésions plus subtiles du myocarde

comme les myocardites, les lésions de reperfusion et celles causées par une

chirurgie cardiaque 25:32, Les principaux avantages concernant I'utilisation du
dosage de ces marqueurs consistent en leur quantification rapide (moins de 20
minutes) ainsi qu'a leur simplicité d’exécution, car il peut étre effectué a la
maison, dans les salles d’'urgence et les ambulances.

Certaines études qualifient la créatine kinase MB (CK-MB) comme le
meilleur standard dans le diagnostic de I'infarctus du myocarde, attribuable a sa

specificité pour le muscle cardiaque. Sa libération a été corrélée avec les
dommages cellulaires irréversibles 33,34 et I'estimation de Ia taille de I'infarctus

basée sur la libération de CK ou CK-MB s'est avérée fiable 35. Une étude
effectuée chez des patients admis suite & un infarctus aigu de myocarde,

démontre une corrélation significative (r = 0.83) entre la taille de linfarctus

mesurée par le dosage de CK-MB et celle déterminée par autopsie 35. Par
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contre, les CK-MB sont peu spécifiques car elles se retrouvent non seulement

dans les cellules du myocarde, mais aussi au niveau du muscle squelettique.
Une augmentation de ce marqueur peut également étre observée lors d’'un
traumatisme musculaire ou encore suite a une opération chirurgicale. A titre
d'exemple, les taux de CK-MB dosés chez des marathoniens aprés une

competition, atteignent des seuils 26 fois plus élevés que ceux mesurés lors

d'une nécrose myocardique massive 36.

Le dosage des troponines | et T a également été identifie comme
speécifique de la nécrose cardiaque suite a un infarctus du myocarde. Une étude
demontre que les concentrations de troponine | et de troponine T sont
significativement plus élevées chez les patients ayant eu une occlusion

coronarienne comparativement aux sujets sains (respectivement de 72.1 + 15.8

vs 20.4 * 3.2 pg/mL et de 0.21 + 0.6 vs 0.0005 + 0.002 ng/mL) 37.38,

Contrairement aux CK-MB, la troponine | n’est pas exprimée suite & une atteinte

du muscle squelettique chez I'humain 39, Chez des patients présentant des
symptomes d'occlusion coronarienne, le dosage de la troponine T s’est avérée

plus spécifigue que celui des CK-MB dans le diagnostic de [linfarctus du

myocarde 40 et dans la prédiction de la sévérité des dommages myocardiques
41
Le dosage des créatines kinases et des troponines T et | s’est avéré

efficace dans la documentation de la reperfusion myocardique chez le chien et

'humain 32,42 La reperfusion rapide du myocarde chez I'humain produit une



17
élevation de ces marqueurs de fagon précoce comparativement aux patients

reperfusés aprés un délai supérieur a 5.5 heures ou souffrant d'une occlusion

permanente 43. L’efficacité de la reperfusion peut étre estimée en dosant les
marqueurs de la nécrose. Une reperfusion adéquate peut se traduire par une
augmentation de la quantité¢ de CK mesurée dans le sérum, ceci étant témoin

d'une transition rapide du marqueur du myocarde nécrosé vers la circulation

sanguine 44. Par contre, des études expérimentales servant & vérifier cette

hypothése ont démontré des résultats contradictoires. Chez le chien, par
exemple, la reperfusion méne a une diminution 45 aussi bien qu'a une

augmentation 46 de la libération des CK. Cette divergeance entre les
observations peut étre en relation avec importance du réseau de circulation
collatérale présent dans le myocarde 47.

En résumé, les créatines kinases et les troponines sont utiles dans
I'évaluation des dommages myocardiques suivant une période d'ischémie-
reperfusion. Le dosage des CK-MB semble plus specifique du myocarde que les
CK. Cependant, leur présence dans le muscle squelettique diminue leur
efficacite lors de I'évaluation des dommages myocardiques 36. Le dosage des
troponines | et T semble un moyen plus fiable car contrairement aux CK et CK-
MB, elles n'ont pas été détectées suivant des atteintes du muscle squelettique
39
1.4 L’apoptose dans l'infarctus du myocarde

La dualité entre I'apoptose et la nécrose lors d'infarctus du myocarde
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suscite un intérét grandissant. L’apoptose a initialement été caractérisée comme

un phénoméne physiologique compensatoire dans le processus de la mitose, au
cours duquel des signaux internes activent la mort cellulaire programmée.

L'apoptose a ensuite été reconnue comme un processus pouvant également étre

induit par des stimuli externes, autant physiologiques que pathologiques 4849
Morphologiquement, I'apoptose est caractérisée par un processus de pycnose
(rétraction du noyau par condensation de la chromatine et séparation de celle-ci
en corps pycnotiques entourés d'une enveloppe nucléaire intacte), par une
condensation du cytoplasme et un rétrécissement de la cellule qui méne & une
fragmentation nucléaire et cellulaire. Ces corps apoptotiques sont éliminés et
degradés rapidement par les cellules adjacentes par un processus phagocytaire

effectué majoritairement par les macrophages et ceci sans réaction

inflammatoire. 14,90,

La mort cellulaire par nécrose a clairement été associée aux phénoménes
d'ischémie-reperfusion qui est un mode de dégénérescence cellulaire auquel
vient s’ajouter 'apoptose mise en évidence au cours des phases précoses et
tardives suite & une occlusion coronarienne. Les cardiomyocytes possédent la
machinerie génétique nécessaire & l'induction de la mort cellulaire programmée,
ce qui laisse croire que I'apoptose peut étre impliquée au niveau des lésions de
reperfusion. Des travaux dans un modéle expérimental chez le rat démontrent
qu'une occlusion coronarienne de 2 heures active le phénoméne de I'apoptose et

que le nombre de cardiomyocytes entrainés dans la mort cellulaire programmée
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excede de beaucoup celui des cellules nécrosées pour un période allant jusqu'a

6 heures d'ischémie 91. Une seconde étude effectuée par le méme groupe,
démontre que la nécrose cellulaire constitue la cause majeure des dommages
cellulaires secondaires a l'ischémie dans une proportion de 52 fois plus élevée &

celle de I'apoptose pour le ventricule gauche et par 33 fois pour le septum

interventriculaire 92. Ce débat concernant le mécanisme qui contribue le plus &
la mort cellulaire lors de I'ischémie myocardique n'est donc pas résolu et des
etudes a venir devront élucider cette question.

De recentes études suggérent que la reperfusion du muscle cardiaque
induit ou accélére la mort cellulaire programmée. La reperfusion réduit la
progression de |'apoptose dans le tissu ischémique et paradoxalement, accélére

I'apoptose a [lintérieur du tissu non récupérable, c'est-a-dire irréversiblement

atteint, ce qui fut démontré par Fliss chez le rat 93. Une étude semblable

effectuée chez le lapin suggére que l'apoptose peut &tre une consequence

spécifique des |ésions de reperfusion sur les myocytes 4. Une récente étude
utilisant un inhibiteur de caspases, enzymes identifiées dans l'activation de

F'apoptose, a démontré une diminution de la taille de linfarctus d’environ 21%

associée & une réduction de l'apoptose de I'ordre de 72% 55. Ces travaux
suggerent que les lésions de reperfusion peuvent étre partiellement causées par
la mort cellulaire programmeée.

L'identification des événements déclencheurs de I'apoptose dans

lischémie-reperfusion suscite un intérét grandissant. Parmi ces nouvelles
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decouvertes, le systéme du complément semble jouer un réle dans I'apoptose

myocardique suite a la reperfusion. Les composantes C5a et C5b-9 de la voie
terminale du complément sont des médiateurs clefs entrainant des dommages
tissulaires. L'utilisation d'anticorps dirigés contre les composantes Cb5a et C5b-9

inhibent  significativement I'apoptose et la nécrose cellulaire et réduisent

linfiltration par les PMNs 96. D’autres travaux ont identifié le stress oxydatif induit
par l'ischémie et la reperfusion comme facteur capable de déclencher I'apoptose.
Sur des cardiomyocytes de rat, I'induction du stress oxydatif s’est révélé un
événement initiateur de la fragmentation de I'ADN et de I'activation des caspases

57

L’apoptose a été identifiée dans le myocarde suite a I'ischémie 51 et la

reperfusion 94, Cependant, le lien entre la quantité d’apoptose et de nécrose
cellulaire et la taille ultime de I'infarctus n’a pas été déterminé.
1.5 Progression de l’infarctus

L'infarctus ne survient pas instantanément dans tout le territoire 3 risque
suite & l'occlusion compléte d’'une artére coronaire. En effet, I'infarctus du

myocarde se propage de maniére progressive, a 'image d'un front de vague

partant du sub-endocarde vers le sous-épicarde 98. Plusieurs facteurs sont
responsables de I'étendue ultime de la taille de l'infarctus : le débit collatéral, la

taille de la zone a risque ainsi que le métabolisme cellulaire.
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1.5.1 Influence du débit collatéral sur la taille de P’infarctus :

L'occlusion d'une coronaire chez le chien entraine une chute du débit

sanguin de I'ordre de 80 a 90% dans le territoire perfusé par cette artére 99. Le
flot résiduel est appelé flot collatéral. La circulation collatérale permet la
perfusion du tissu ischémique via un réseau d’embranchements secondaires
appelés anastomoses. Sous l'influence du gradient de pression, induit suite a

I'obstruction d'un vaisseau sanguin principal, ces artérioles peuvent devenir

fonctionnelles ou s'ouvrir 60. L’existence de cet apport sanguin est déterminant
dans la séverité de l'infarctus, car la vascularisation du tissu ischémique par ces
arteres permet un apport énergétique capable de retarder ou de prévenir la
nécrose des cardiomyocytes ayant subi une période ischémique. Chez
plusieurs modéles expérimentaux, une grande variabilité de la taille ultime de
l'infarctus a été notée malgré un site d'occlusion coronarien identique. Une
étude du myocarde ischémique chez le chien a démontré une augmentation du
débit collatéral & 24 heures d'occlusion et qui devient plus marquée & 96

heures, suggérant la formation et/ou le recrutement des vaisseaux collatéraux
61, Chez d'autres espéces, comme le porc et le primate, la circulation

collatérale est peu développée 62, constituant un apport négligeable dans la
région ischémique. En absence de reperfusion, la taille de l'infarctus dans ces

modeles se rapproche de la taille de la zone a risque, qui est la région

dépourvue de circulation sanguine lors d’une occlusion coronarienne 63,

Contrairement au chien, I'infarctus chez le lapin apparait premierement dans la
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region médiane du myocarde et progresse graduellement a la fois vers

I'endocarde et I'épicarde 64. A I'opposeé, le cobaye ne présente aucune zone

d’hypoperfusion suite a I'occlusion permanente d’une artére coronaire majeure

en raison du débit collatéral abondant 62. |Le chien se situe entre ces deux

extrémes puisque la taille de I'infarctus constitue environ 55% de la zone &

risque suivant une occlusion coronarienne de 90 minutes 65,
Le débit collatéral est donc extrémement variable, selon les espéces
animales et une relation de proportionnalité inverse a été établie entre Ia taille

de linfarctus et le développement du réseau collatéral lors d’'une occlusion

permanente 61,66, Une étude comparant plusicurs modéles expérimentaux (le
porc, le chien et I'humain), a démontré que les espéces avec circulation
collatérale développée peuvent tolérer un temps d'ischémie allant jusqu'a 4
heures avec récupération compléte de la fonction suivant la reperfusion, tandis
que celles sans circulation collatérale tolérent un maximum d'une heure
d'ischémie 67. Dans ces travaux, l'influence de la reperfusion sur Ia taille de
linfarctus n’a cependant pas été évaluée.

La distribution du réseau de vaisseaux collatéraux n'est pas uniforme dans
toute I'épaisseur du myocarde. Des études réalisées chez le chien ont
démontré qu'il s’existe un gradient de circulation collatérale de I'endocarde vers

I'épicarde, la région sub-endocarde recevant environ 30 a 50% du débit sous-

épicardique 19,98, | a pression de perfusion, la résistance extra-vasculaire, la

taille de la zone a risque ainsi que le calibre, le nombre et la localisation des



23
vaisseaux collatéraux ont été identifiés comme des facteurs déterminants du

débit coronaire lors d’une occlusion aigué chez les chiens 68.
1.5.2 Influence de la taille de la zone a risque :

La superficie de la zone ischémique, nommée zone a risque, représente
egalement un déterminant de la taille ultime de l'infarctus et varie grandement
selon le modéle experimental, ainsi que chez 'humain. Par exemple, lors de
I'évaluation de la taille de la zone a risque par la perfusion de technetium-99m

hexakis-2-méthoxyisobutyl isonitrile (99mTc-MIBI) avant le début de Ila

reperfusion, Christian et al 69 ont mesuré des zones a risque allant de 2 & 73%
du ventricule gauche chez 'humain. Dans cette étude, les régions a risque
inférieures a 20% de la masse ventriculaire gauche ne présentent aucune zone
infarcie. Par contre, plus la region a risque devient étendue, plus la taille de

'infarctus est élevée. D'autres études ont réussi a mesurer des zones

nécrosées a l'intérieur de zones a risque inférieures a 20% 70. Chez le chien,

une forte corrélation a été démontrée entre la taille de la zone a risque et la

taille de linfarctus 71,72, Lors d'une étude ou l'artére interventriculaire était

occluse pendant 1.5, 4 et 24 heures, une corrélation de 85% a été démontrée

entre la taille de l'infarctus et celle de la zone & risque 73.
1.5.3 Influence de la demande métabolique :

La demande métabolique réflete le besoin énergétique du myocarde
nécessaire a son fonctionnnement et constitue un troisiéme facteur déterminant

de la taille de linfarctus et est variable d’'une espéce a l'autre. Une étude
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effectuée chez le chien démontre une réduction rapide des phosphates a

hautes énergie lors d’une occlusion coronarienne 74. La quantité de créatine
phosphate est rapidement diminuée dans les trois premiéres minutes de
I'ischémie et 'ATP intracellulaire est diminuée de 35% a 15 minutes et de plus
de 90% & 40 minutes d'ischémie comparativement aux conditions normales de
perfusion sanguine.

Plusieurs facteurs interviennent dans [I'établissement de la taille de
I'infarctus et ceux-ci sont responsables de la propagation du front de I'onde
partant de I'endocarde vers I'épicarde. La durée de la période ischémique a un
impact direct sur les altérations cellulaires survenant au niveau des myocytes
chez le chien. Une occlusion de l'artére coronaire interventriculaire ou de
I'artére circonflexe d'une durée inférieure a 15 minutes ne produit aucune Iésion
irréversible et les cardiomyocytes ischémiques retrouvent une structure et une
fonction normales suite a la reperfusion. Par contre, si la période ischémique
dure plus de 15 minutes, plusieurs cellules cardiaques de la région sub-

endocardique seront alors entrainees dans un processus de mort cellulaire
produisant des foyers diffus de nécrose 79. Une occlusion coronarienne de 40
a 60 minutes provoque des lésions irréversibles sur une grande étendue de la
région endocardique 19, épargnant les régions mésocardiques et épicardiques.
La vulnérabilité de la région sub-endocardique a l'ischémie peut s'expliquer par
un apport sanguin moindre en I'absence de circulation collatérale 19,58 et/ou

d'une demande métabolique plus élevée associée a la tension de la paroi et au
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besoin en oxygéne plus important 76. En effet, la force compressive

extravasculaire exercée par la pression ventriculaire pendant la systole est plus
élevée dans le zone sub-endocardique comparativement & la zone sous-
epicardique. Pour cette raison, le débit coronaire lors de la systole est
grandement réduit a l'intérieur de cette région. Dans des conditions normales
chez le chien, le ratio du débit coronaire est de 1.25: 1 de I'endocarde vers
I'épicarde. La combinaison de la mise en tension de la paroi ventriculaire
(résistance) alliée a une augmentation de la demande métabolique se traduit
par une reduction du débit sanguin coronaire dans la région sub-endocardique.
De plus, il semble que la réponse vasodilatatrice des vaisseaux sub-
endocardiques soit réduite. Ces deux phénoménes peuvent expliquer la
susceptibilité du sub-endocarde aux dommages ischémiques. Lorsque
l'occlusion coronarienne se prolonge de 6 et 24 heures, les dommages

atteignent une distribution transmurale sans récupération possible lors de la
reperfusion 19,98,
De fagon générale, une occlusion coronarienne d’'une durée supérieure a 3

heures chez le chien provoque des Iésions ischémiques qui ne récupéront que

dans une faible proportion lors de la reperfusion 99. Aussi, outre la durée de
'ischémie, la sévérité de I'ischémie est un facteur important dans les lésions du
myocarde. Les bénéfices de la reperfusion ne sont limités qu'aux cellules ayant
subi des dommages qui ne sont pas irréversibles. De plus, un tissu présentant

un débit collatéral suffisant pourra recupérer lors de la reperfusion par rapport a
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un autre ayant un débit collatéral plus faible.

1.6 Physiopathologie des lésions de reperfusion

La reperfusion précoce d'une artére coronaire subitement occluse représente
jusqu’a maintenant la méthode la plus efficace de limiter la taille de I'infarctus.
Toutefois, il est reconnu que la reperfusion est accompagnée de manifestations

post-ischémiques aux conséquences délétéres sur les cellules, que 'on nomme

lésions de reperfusion 6. L’accroissement de la taille de I'infarctus au cours de la
reperfusion est cependant difficile & mesurer parce qu'il est difficile de distinguer
entre la mort cellulaire survenant suite a la reperfusion des dommages subis
pendant l'ischémie. Plusieurs études ont clairement identifié les lésions de
reperfusion comme un phénomeéne indépendant de lischémie. En effet, une
large proportion des cellules exposées a une période ischémique de 90 minutes
sont encore viables mais perdent leur viabilité lors des premiéres heures de
reperfusion 7. Les lésions de reperfusion sont donc associées a des événements
nocifs secondaires au rétablissement du flot sanguin et peuvent étre atténuées
par I'administration de divers agents avant la reperfusion myocardique.

Les mécanismes des lésions de reperfusion sont complexes et restent
controversés malgré les nombreux travaux effectués dans ce domaine. Plusieurs
événements cliniques ont été observés suite a la reperfusion du myocarde.
Ceux-ci comprennent principalement les arythmies cardiaques 77, la sidération

myocardique ou « stunning » 78,79 et les dommages de la microcirculation (le

phénoméne de non-reperfusion « no-reflow phenomenon » 80, Tel que décrit



27
précédemment, la présence de nécrose en bandes de contraction est une des

caractéristiques ultrastructurales présente dans le myocarde reperfusé 81.
Expérimentalement, les dommages de reperfusion sont regroupés en deux
catégories (figure 1.3). La premiére implique la diminution du débit sanguin
causé par des dommages au niveau de la microcirculation, la compression des
vaisseaux sanguins due & I'hémorragie, 'oedéme et I'hypercontraction du muscle
cardiaque, l'obstruction de la microcirculation par des microthrombus et des
éléments sanguins, la libération d’agents vasoconstricteurs couplée ou non a
l'arrét de la synthése et de la libération, ou encore a linhibition métabolique
d’agents vasorelaxants. L'autre regroupe des réactions causant des dommages
au tissu vasculaire et myocardique, telles la surcharge calcique, la libération de
substances cytotoxiques comme les radicaux libres dérivés de I'oxygéne et les
enzymes proteolytiques libérés par le tissu compromis et I'accumulation des

neutrophiles dans le territoire ischémique reperfusé qui est responsable de

Faccélération du processus inflammatoire 82,
Au cours des prochaines sections, nous traiterons de l'influence des radicaux
libres dans la formation des lésions de reperfusion et limplication des

neutrophiles, des plaquettes et de la microcirculation dans ce processus.



Figure 1.3 : Physiopathologie des lésions de reperfusion
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1.6.1 Implication des radicaux libres dans les lésions de reperfusion

Un radical libre est caractérisé par son nombre impair d’électrons a la

surface de son orbitale externe 83. Cette configuration rend la molécule
instable et préte a réagir avec toutes autres molécules stables afin de partager
ou de transférer son électron non pairé. Le but de ces réactions est de former
un doublet électronique et ainsi abaisser le niveau énergétique de I'atome tout
en acquérant une plus grande stabilité. Cette réactivité est vite transmise d'une
molécule a l'autre et présente des dangers considérables pour les cellules
lorsque les radicaux libres se retrouvent en nombre excessif. Les radicaux
libres retrouvés dans le myocarde ischémique proviennent essentiellement de
cing sources : a) le métabolisme des catécholamines, b) les mitochondries, c)
les leucocytes accumulés dans le tissu, d) la xanthine oxydase et €) l'oxyde
nitrique (nitric oxide; NO) 84,85,

a) Le métabolisme des catécholamines

Les nerfs sympatiques présents dans la région ischémique du myocarde

libérent de la norépinéphrine suite aux stimuli ischémiques 86, L'oxydation de
ces catecholamines génére des anions superoxydes capables de produire des
altérations cellulaires.
b) Les mitochondries

Les mitochondries représentent une source normale de radicaux libres.

Environ 2% de l'oxygéne servant au transport des électrons dans les

mitochondries peut étre transformée en anions superoxydes 87. La production
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de ces anions étant faible en conditions normales car le systéme de défense

anti-oxydant présent dans le tissu environnant empéche la propagation des

radicaux libres. Par contre, au cours de conditions ischémiques, il se produit

une perturbation du systeme de défense naturelle 88 qui entraine une plus
grande production de radicaux libres causant des dommages cellulaires.
c) Les leucocytes accumulés dans le tissu myocardique

Les neutrophiles contribuent, dans des proportions plus importantes que
les catécholamines ou les mitochondries, & la production de radicaux libres. lis
possédent a la surface de leur membrane une NADPH oxydase capable de
produire des anions superoxydes qui servent & la destruction des micro-
organismes phagocytés 89. Ces anions superoxydes amplifient la réponse
inflammatoire en activant des agents chimiotactiques présents dans le liquide
extracellulaire.
d) Laxanthine oxydase

La xanthine oxydase a également été identifice comme une source
potentielle de radicaux libres 90, L'utilisation de I'adénosine triphosphate (ATP)
dans le tissu ischémique entraine une augmentation de la production
d'adénosine monophosphate (AMP) qui est catabolisée en adénosine, en
inosine et finalement en hypoxanthine 74 (figure 1.4). Suite 2 Ia déplétion
d’ATP, le dysfonctionnement des pompes ioniques cause une élévation de la
concentration calcique intra-cellulaire. La xanthine déshydrogénase (XD) (EC

1.1.1.204) (voir réaction 2) se convertit en xanthine oxydase (XO) (EC 1.1.3.22)
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(voir réaction 3) par clivage d'un peptide de 20 kDa via une protéase 3

dependance calcique (possiblement I'élastase des PMN 91) et une oxydation

de groupement sulfhydryls, ce qui entrainent la formation de ponts disulfures et

une baisse d'affinit¢ pour la NAD* comme accepteur d'électrons 92,93, pe
plus, 'augmentation des niveaux d’hypoxanthine et de xanthine dte a une forte

degradation des nucléotides d’adénine en période d'ischémie, couplée a la

surcharge calcique favorise la conversion de la XD en XO 94. ’activité de Ia
XD est donc réduite suite & I'ischéme et entraine une oxidation qui réduit
oxygéne produit et méne a la libération de radicaux libres dérivés de
'oxygéne.

Figure 1.4 : Formation de I’anion superoxyde par la xanthine oxydase
survenant pendant I'ischémie-reperfusion.

ATP
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Réaction 2 : Activité de la xanthine déhydrogénase

xanthine déhydrogénase

hypoxanthine + NAD* + H,O — xanthine + NADH + H*
Réaction 3 : Activité de la xanthine oxydase
xanthine oxydase
Hypoxanthine + 20, + H,0 — Xanthine + 20," + 2H*
20, + 2H,0

Acide urique + 20, + 2H*

En réesume, le changement d'affinité pour I'accepteur d'électrons (NAD*
vers I'O,) de la XO survient simultanément avec une accumulation de ses
substrats (hypoxanthine et xanthine). Le retablissement de la circulation
sanguine fourni une importante source d’oxygéne qui modifie I'équilibre de la
réaction dans le sens d’'une produciton de radicaux libres. La reperfusion
provoque un accroissement important de la production de radicaux oxygénes et
par conséquent, une destruction massive du tissu. Des travaux ont démontré
qu’une période d'occlusion coronarienne de 30 minutes chez le chien, induit

une augmentation de 300% de la concentration de xanthine oxydase dans le

territoire ischémique 99. La xanthine oxydase est une source importante de
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radicaux libres chez le chien et le chat dans un modéle d'ischémie-reperfusion,

justifiant donc T'utilisation d’'anti-oxydants ou d'inhibiteurs de la XO comme

stratégie thérapeutique 9. L’administration d'un inhibiteur de I'adénosine dans
un modele de coeur de rat isolé ayant subit une période d’ischémie-reperfusion

réduit la production de radicaux superoxydes de 68% et préserve la fonction

cardiaque 97. Une approche thérapeutique intéressante a envisager afin de

réduire les lésions myocardiques lors de la reperfusion serait de développer des

inhibiteurs puissants de la xanthine oxydase tel que I'allopurinol 98,99
Cependant, I'implication réelle de la xanthine oxydase dans la production de
radicaux libres dans les tissus reperfusés est remise en guestion, par des

études contradictoires mais aussi par I'absence de xanthine oxydase dans le

myocarde humain 99-101,

En plus de la production de superoxyde (O,), la réaction avec la
xanthine oxydase améne la formation de peroxyde d’hydrogéne par
lintervention de superoxyde dismutase (SOD), un anti-oxydant cellulaire
naturel. Le peroxyde d’hydrogéne peut ensuite réagir avec le superoxyde ou
encore participer a la réaction de Fenton en présence de fer chélateur pour

donner un radical «OH qui est encore plus réactif et contribue aux dommages

cellulaires 102 (voir réaction 4). L’hemorragie observée a la reperfusion du
myocarde ischémique constitue une source de libération de fer (hémoglobine)
dans le tissu par la lyse des globules rouges. La deferoxamine (DFX), un

chelateur de fer, atténue la dysfonction myocardique sur le coeur isolé de rat 3
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la suite d’'ischémie-reperfusion 103, Une autre source de radicaux hydroxyles

représente un facteur additionnel dans les dommages de reperfusion attribués
a l'induction du stress oxydatif.

Réaction 4 : Réaction de Fenton

H,0, + 2Fe* —> 2P +0,+2H
2(Fe* + H,0, —> *OH+F e+ OH)

3H;0, D 2%x0H + 0, + 2H,0



35

e) Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d'azote (NO) constitue une autre source productrice de
radicaux libres. Ce dernier posséde un électron non pairé sur son orbital
externe le rendant instable. Le NO est normalement peu réactif, cependant en

presence d'anions superoxydes, le NO est converti en peroxynitrite, un oxydant

trés réactif 104, Des travaux démontrent que I'inhibition de la production de NO

réduit les lésions de reperfusion en diminuant la production de [I'anion

peroxynitrite et améliore la fonction cardiaque 105, Cependant, plusieurs
travaux indiquent que le NO posséde aussi des effets cardioprotecteurs et ce
sujet est discuté dans une section ultérieure.

f) La péroxydation des lipides membrannaires.

Plusieurs expériences ont démontré que Fischémie-reperfusion entrainent
une production de radicaux libres dans le myocarde 106,107 gt peut causer la
mort cellulaire dans les modéles d'ischémie-reperfusion par la péroxydation
lipidique.

Le radical hydroxyle (¢OH) est le plus puissant des radicaux libres dérivés
de 'oxygéne et est responsable de I'inhibition enzymatique et de la degradation
des phospholipides membranaires . Ce radical hydroxyle (+OH) est généré a
partir de I'anion superoxyde (sO,) et du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) comme le
déemontrent les réactions suivantes :

O,+e -5 0, (anion superoxyde)
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O ,+e +2H" - H,0, (peroxyde d’hydrogéne)

*0, +H,0, +H" - 0,+ H,0 + «OH (radical hydroxyle)
Le radical hydroxyle (¢OH) peut attaquer les chaines lipidiques
membranaires insaturées et induire la formation de radicaux lipidiques

peroxyles selon les équations suivantes :

Lipide + «OH — H,0, + Lipides

Lipidee + O, — Lipide-OQs

Ces radicaux peroxyles nouvellement formés provoquent la propagation
de la réaction en chaine en enlevant un atome d'’hydrogéne a une autre
molécule d’acide gras insaturés.

Lipide-OOe + Lipide-H — Lipide-OOH + Lipide

La péroxydation des lipides représente un mécanisme important dans les
Iésions cellulaires car elle provoque I'altération structurelle des membranes qui
entraine une augmentation de la perméabilité et de la fluidité membranaire et
une perte de son intégrité, modifiant ainsi ses échanges biochimiques et ses
capacités de défense 108,109,

Les cellules possédent des mécanismes naturels de défense comme la

superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la glutathione peroxydase 110 en

plus d'autres anti-oxydants comme la vitamine E, I'acide ascorbique et la

cystéine 111, Par contre, ces mécanismes de défense semblent inefficaces

dans des conditions ischémiques et lors de la reperfusion. Plusieurs travaux
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ont eté effectués dans le but de démontrer le réle de ces différentes enzymes et

agents anti-oxydants dans la réduction des dommages myocardiques subis en
cours d'ischémie et durant la reperfusion. Par exemple, I'administration d’une

superoxyde dismutase recombinée en début de reperfusion réduit d’environ

36% de la taille de I'infarctus chez le chien 112, [’administration d'un analogue

de la vitamine E au moment de l'occlusion chez le rat diminue la taille de

linfarctus de 22.3% par le biais de son action anti-oxydante 113, Une thérapie
avec un nouvel anti-oxydant de type dihydroquinoline (MTDQ-DA) atténue les
dommages myocardiques lorsque administrée pendant lischémie et Ia
reperfusion chez le chien, en diminuant la déposition de calcium dans les

mitochondries, en inhibant la rupture des membranes intramitochondriales et en

diminuant la formation des bandes de contraction 114 Chez le rat,
I'administration d’anti-oxydants tels la desferrioxamine, la superoxide dismutase
et la catalase lors de la période ischémique de 45 minutes, réduit de I'cedéme
cellulaire et préserve lintégrité de I'endothélium et de la lame limitante
élastique interne 62,

Les radicaux libres produits et libérés dans le tissu ischémique sont des

mediateurs cytotoxiques impliqués dans les Iésions de reperfusion 106,107 i
peuvent étre produits par plusieurs cellules, dont les neutrophiles présents dans
le tissu ischémique. Voyons les étapes menant a la l'induction des Iésions de

reperfusion par les neutrophiles.



38
1.6.2 Réle des neutrophiles dans les lésions de reperfusion

La relation entre I'inflammation et I'infarctus aigu du myocarde a été mise

en evidence il y a plus de 50 ans par Mallory et coll 115 par la mise en évidence
de cellules polymorphonucléaires (PMNs) 24 heures aprés une occlusion
coronarienne.  L'infiltration des neutrophiles dans le territoire ischémique

pendant la reperfusion a ensuite été soulignée par Sommers et Jennings en

1964 116, | es neutrophiles sont responsables de I'élimination des cellules
endommagées suite & une période d'ischémie-reperfusion et semblent

contribuer & la destruction des myocytes qui ne sont pas endommagés de fagon

iréversibles 117,118, | s modifications tissulaires subséquentes a la nécrose
sont, entre autre, consécutives aux propriétés d'adhésion, d'agrégation, de
chimiotactisme et de phagocytose des PMNs. Plusieurs médiateurs
cytotoxiques tels les radicaux libres dérivés de l'oxygéne et I'exocytose
d’enzymes protéolytiques, dont les protéases élastase et cathepsine G, les
métabolites de I'acide arachidonique et le PAF sont libérés par les PMNs
activés et induisent l'augmentation et de Iextension des dommages
myocardiques dus a I'ischémie-reperfusion.

Le phénomeéne de diapédése des neutrophiles dans le tissu reperfusé a

été décrit par plusieurs groupes d'études 119,120 L'extravasation des
neutrophiles comporte des étapes précises incluant le roulement, 'adhésion et
la transmigration des neutrophiles & travers la paroi endothéliale. Tous ces

événements sont dépendants des molécules d’adhésion retrouvées a la surface
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des neutrophiles, des plaquettes et des cellules endothéliales. Les molécules

d'adhésion exprimées constitutivement ou suite & I'activation cellulaire se
regroupent au sein de 3 grandes familles; les sélectines, les intégrines et les
immunoglubulines.

a) Les sélectines:
La famille des sélectines se compose de 3 membres : la L-sélectine 121,

la E-sélectine 122 et la P-sélectine 123, Elles sont toutes constituée d'un
domaine lectine NH, terminal, suivi d'un domaine EGF-like (Epidermal Growth
Factor) et de plusieurs répétitions de régions consensus (CRp-like, Complement
Regulatory proteins). Les sélectines sont capables de lier le calcium et
constituent les principaux médiateurs de l'adhésion des neutrophiles &
I'endothélium et/ou aux plaquettes activées 122-124

La L-sélectine est exprimée de maniére constitutive & Ia surface des
leucocytes. Suite & une stimulation par differentes substances comme les
cytokines, le phorbol ester, le fMLP et le C5a, la L-sélectine est clivée, expliquant
une diminution de son expression sur la membrane des leucocytes 125,126, | 4
P-sélectine se retrouve 3 la fois a l'intérieur des granules a des plaquettes et des
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales. La P-sélectine est
rapidement exprimée & la surface de celles-ci suite a leur activation par différents

agonistes tels la thrombine, la thromboxane A,, le facteur activateur des

plaquettes  (platelet-activating factor ; PAF) et les radicaux libres 127

L'expression maximale est atteinte entre 5 et 10 minutes et est suivie d’'une
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diminution, 30 minutes suivant la stimulation 128, Deux & quatre heures suivant

Iactivation cellulaire par le TNFo et linterleukine-1 (IL-1) on observe une
augmentation de I'expression de la P-sélectine sur les cellules endothéliales par
la synthése protéique de novo [129; 130 131]. La E-sélectine est exprimée a la
surface des cellules endothéliales suivant une stimulation par les cytokines, les
lipopolysaccharides (LPS) ou le facteur de nécrose tumorale o (TNF-o) 132,
L'expression de la E-sélectine exige une synthése protéique de novo qui
s'effectue tardivement (4 & 6 heures suivant I'activation cellulaire) et retourne a
des niveaux physiologiques aprés 10 a 12 heures. La E-sélectine est
responsable du roulement tardif des neutrophiles 133,

Les trois sélectines reconnaissent des ligands sialylés et fucosylés, plus
particuliérement le sialyl Lewis* (Sle*, CD15s) 134,135 qui ce retrouve en
abondance & la surface des neutrophiles, des monocytes et en plus faible
quantité sur les lymphocytes 136, Les sélectines reconnaissent également le
ligand glycoprotéique de la P-sélectine (P-selectin glycoprotein ligand-1; PSGL-1)
exprimé de maniére constitutive sur les leucocytes 137,138, Seyle la E-sélectine
reconnait un ligand glycoconjugué retrouvé sur les leukocytes : le ESL-1 (E-
selectin ligand 1) 139, Le CD34 (a Ia surface de I'endothélium) et le GlyCAM-1

(molécule sécrétée), tous glycoconjugués représentent des ligands reconnus par

la L-sélectine 140-142
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b) Les intégrines et les immunoglobulines

Les membres de la famille des intégrines impliqués dans I'adhésion des
leucocytes aux cellules endothéliales sont les B, et B, intégrines. Elles sont
formées de chaines o distinctes liges de fagon non covalente & une chaine béta

commune. Les intégrines sont subdivisées en sous-classes selon leur sous-

unités . Il'y a les p1-intégrines aussi connues sous le nom de VLA 120, jes p2-
intégrines en association avec trois différentes sous-unités alpha (al, oM et aX)
soit les trois complexes CD11/CD18 exprimé par les leucocytes (220) et
finalement les PB.-intégrines ou cytoadhésines parmi les quelles nous ne

retrouvons que deux membres soit allbp3 (GPIllb/llla) et avp3 toutes deux

exprimées par les plaquettes 143,

Les complexes CD11/CD18 sont exprimés seulement a la surface des

leucocytes 144 sous trois différentes formes : CD11a/CD18 (LFA-1),
CD11b/CD18 (MAC-1) et le CD11¢/CD18 (p150/95). Elles sont constituées d’un
large domaine extracellulaire, d’'un domaine transmembranaire et d’une courte
queue cytoplasmique, ce qui leur conferait une fonction de pont moléculaire entre
le milieu extracellulaire et le cytosquelette de la cellule. Les intégrines sont
surtout impliquées dans les interactions entre les cellules et la matrice
extracellulaire. Elles reconnaissent une variété de ligands divisés en trois
classes : les protéines de la matrice extracellulaire, les protéines plasmatiques et
les molécules d’adhésion.

Les B1-intégrines lient la molécule d’adhésion vasculaire (VCAM-1) et le
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fragment de la fibronectine, le CS-1 120, Les p2-intégrines reconnaissent

majoritairement des protéines faisant partie de la famille des immunoglobulines.
Le CD11a/CD18 lie les molécules d’adhésion intercellulaires |CAM-1 (CD54) et

ICAM-2 (CD102); CD11b/CD18 reconnait ICAM-1 et les protéines C3bi, le

fibrinogéne et le facteur X 120, Les intégrines GPlIb/llla deviennent aptes & lier

differents substrats comme le fibrinogéne, la fibronectine et le facteur de von

Willebrand seulement suite a leur activation 145,

Les membres de la superfamille des immunoglobulines, impliqués dans
I'adhésion leucocytes-endothélium, comprennent ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1,
MadCAM-1 et la molécule d'adhésion des plaquettes et de I'endothélium
(PECAM-1). PECAM-1 est une molécule d’adhésion retrouvée a la surface des
cellules endothéliales, des plaquettes et des leucocytes. Elle est exprimée
constitutivement par les cellules endothéliales aux jonctions cellulaires et s'est

avéree importante dans le processus de diapédése des PMNs et des monocytes
a travers lendothélium 146,147, VCAM-1, ICAM-1 et ICAM-2 sont

constitutivement exprimées a la surface des cellules endothéliales 148,149,
1.6.2.1 Recrutement des neutrophiles dans le myocarde reperfusé
L'endothélium et les plaquettes participent activement au recrutement des
neutrophiles aux sites d'inflammation. Aprés une période d'ischémie et de
reperfusion, l'endothélium tapissant les vaisseaux présents dans Ia région

ischémique se retrouve partiellement ou complétement détaché de la matrice

sous endothéliale 17. La matrice sous-endothéliale, o sont présents le facteur
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von Willebrand et le collagéne, entrent alors en contact avec les plaquettes et

initient 'adhésion des plaquettes et des neutrophiles au site endommagé 150,
Des observations in vivo sur des veinules post-capillaires ont identifié

plusieurs phases distinctes se produisant lors de la diapédése des neutrophiles

a ftravers de [Iendothélium (figure 1.5) 119,120 Différents  stimuli

inflammatoires, tels les facteurs chimiotactiques du systéme du complément

151 et les cytokines libérées par les myocytes hypoxiques 152 entrainent
lactivation et I'expression de plusieurs molécules d’adhésion a la surface des
leucocytes et des cellules endothéliales. Le contact aléatoire des leucocytes
circulants avec I'endothélium favorise les interactions entre les sélectines
leucocytaires (L-sélectine) et endothéliales (P- et E-sélectines) avec leurs
ligands respectifs (Sle*, PSGL-1) ; un phénomeéne appelé roulement
leucocytaire. Par la suite, 'adhésion ferme entre les deux types cellulaires
survient, étape médiée par l'interaction des intégrines leucocytaires avec leurs
contre-récepteurs  endothéliaux, les immunoglobulines. Finalement, la
transmigration des leucocytes du compartiment vasculaire vers le site
d'inflammation tissulaire est amorcée et est dépendante des intégrines et des
immunoglobulines.

La cinétique d’accumulation des neutrophiles & l'intérieur du tissu varie
selon le rétablissement ou non de la circulation sanguine 99. Dans cette étude
chez le chien, une augmentation de 80% de linfiltration neutrophilique a été

observée apres la reperfusion comparativement aux artéres occluses de maniére
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permanente, et cette infiltration était préférentiellement retrouvée dans |a région

sub-endocardique (ratio d’accumulation des neutrophiles dans la région nécrosée
/ la région non-ischémique ; 27 :5). De plus, les neutrophiles pénétrent le tissu

post-ischémique majoritairement au cours de la premiére heure de la reperfusion

153 et Iinfiltration se poursuit pendant les 6 premieres heures 154. Dans un
modéle chez le rat, ladministration de la cyclosporine-A, un immunosuppresseur
spécifique des lymphocytes effectuée pendant la période d’ischémie (20 min.) et
de reperfusion (5 hres), semble démontrer une cardioprotection. En effet, une
réduction de la nécrose myocardique ainsi qu'une diminution de I'activité de Ia
myélopéroxidase (MPO) dans la zone & risque et la zone nécrosée, une réduction
de la concentration des créatines kinases dans le sérum, une augmentation de la
contractilité myocardique, une réduction du taux de TNF-alpha et de I'ARN
messager de la cytokine cardiaque, et une diminution de I'expression d'ICAM

dans le myocarde compromis ont été observés dans le groupe traité a la

cyclosporine-A 195,
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Figure 1.5 : Interactions entre les neutrophiles et Pendothélium dans les

phénomeénes de roulement, d’adhésion et d’agrégation :

1) Premier Contact 2) Activation suite a Padhésion
< e > S
sélectines intégrines
roulement adhésion diapédése

Dysfonction de I’endothélium

3) Diapédése
4
4) Libération de cytokines et d’enzymes

1.6.2.2 Les médiateurs cytotoxiques libérés par les neutrophiles

Les neutrophiles activés sont responsables de la libération de médiateurs
cytotoxiques provoquant des dommages aux cardiomyocytes et aux cellules
endothéliales avoisinantes. La formation et la libération de radicaux libres dérivés
de loxygene, d’enzymes lysosomiales et de métabolites lipidiques dérivés des
neutrophiles sont des phénoménes délétéres secondaires a la présence de
neutrophiles dans le tissu post-ischémique.

La libération de radicaux libres survient suite 3 la phagocytose du tissu
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infarci par les neutrophiles et requiert de I'énergie, ce qui entraine une

augmentation de la consommation d’oxygéne et conséquemment une production

d’anions superoxydes (0%) 196, Libérés des granules intracellulaires des

neutrophiles activés, deux de ces anions réagissent ensuite ensemble pour

former le peroxyde d'hydrogéne (H,0,) 157 158  |es neutrophiles libérent

également de la myéloperoxydase (MPO), une enzyme contenue dans les

granules azurophiles des neutrophiles 199. Cette enzyme catalyse la réaction
entre le peroxyde d’hydrogéne et les dérivés halogénés (principalement I'ion

chlorure) qui résulte en la formation de I'acide hypochlorique, un oxydant trés

puissant 118, | a génération de radicaux libres par les neutrophiles, cause
d'importants dommages dont I'acide hypochrorique serait le principal médiateur

118,160

La dégranulation des neutrophiles lors de leur activation libére dans le

milieu tissulaire plusieurs enzymes protéolytiques dont I'élastase et la cathepsine
G qui sont deux protéases a sérine 118, L'élastase représente un des principaux

médiateurs cytotoxiques des neutrophiles 161 par rinduction de plusieurs

mecanismes. Elle convertit la xanthine déshydrogénase des cellules
endothéliales en xanthine oxydase 162, elle inhibe la fonction plaquettaire en
hydrolysant les récepteurs de la thrombine 163 et provoque la synthése de la
prostacycline (PGl,) 164, |'¢lastase agit également en accélérant la fibrinolyse

par I'activation de linhibiteur de l'activateur du plasminogéne 165, Dans un
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modéle in vivo d'ischémie-reperfusion myocardique chez le chien, Iinhibition

pharmacologique de [I'élastase par l'eglin et le L658,758 atténue de 62%
linfiltration des neutrophiles 166, préserve la fonction endothéliale et reduit la

taille de linfarctus de 68% 167, |3 cathepsine G, libérée des granules

azurophiles des neutrophiles, médie I'agrégation plaquettaire par le biais des

GPlib/llla 168, L'inhibition de la cathepsine G lors de lischémie-reperfusion par
le LEX-032 a démontré un effet cardioprotecteur. Cependant nous ne sommes
pas en mesure de determiner le pouvoir ultime de la cathepsine G par linhibition

de celle-ci via le LEX-032, étant donné qu'il exerce simultanément un effet

inhibiteur sur I'élastase 167,169

Les principaux métabolites lipidiques dérivés des neutrophiles sont le PAF
(Platelet-activating factor) 170, Jes prostaglandines, la thromboxane A, 171 ainsi

que les leucotrienes (LT), comme le LTB, 172, Le PAF est un médiateur pro-

inflammatoire trés puissant synthétisé suite a I'activation de la phospholipase A,
des neutrophiles 170. Le PAF stimule I'agrégation des neutrophiles 173 et des
plaquettes 174, induit la dégranulation des neutrophiles, leur adhésion et le

chimiotactisme 175, Les antagonistes des récepteurs du PAF (WEB 2086 ou BN
92021) réduisent de 37% le degré d’adhésion et de 72% la diapédéese des
neutrophiles au niveau des veinules mésentériqueé ayant subit une période
d'ischémie-reperfusion 176,

Les prostaglandines et la thromboxane A, sont générées par le
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métabolisme de I'acide arachidonique via la voie de Ia cyclo-oxygénase 171, Les

leucotrienes sont produits également par le métabolisme de [acide

arachidonique, la synthése de ceux-ci est dépendante de la lipoxygénase 172,
Le leucotriéne B, (LTB,) est un facteur chimiotactique trés puissant qui favorise

ladhésion et la diapédése des neutrophiles et augmente la perméabilité

membranaire 177, |’administration d’un inhibiteur de la synthése du LTB,

prévient l'augmentation de sa teneur tissulaire et diminue l'adhesion des
neutrophiles et maintient la barriére microcirculatoire 178,
1.6.2.3 Traitements visant a réduire I'effet cytotoxique des neutrophiles

Les étapes menant a T'infiltration des leucocytes décrites précédemment,
sont nécessaires aux dommages du tissu inflammé lors de la reperfusion.
Dans le but de réduire les lésions de reperfusion, plusieurs anticorps
monoclonaux dirigés contre des épitopes fonctionnels des sélectines et de leur

ligand ont été développés et administrés avant le début de Ia reperfusion. Par
exemple, des travaux utilisant des anticorps dirigés contre la L-sélectine 179 et
la E-sélectine 180 ont démontré une réduction respective de 43.8% et 62.1%

de la taille de linfarctus 181, L'administration in vivo d'une sélectine

synthetique capable d'interagir avec la P-sélectine en milieu in vitro a réduit

d'environ 55% la taille de l'infarctus chez le rat 182, |’absence du géne de Ia
P-sélectine chez la souris s’est aussi montrée efficace dans l'abolition du

recrutement des leucocytes suite a leur activation par le peroxyde d’hydrogéne,
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la thrombine et en situation d'ischémie-reperfusion 183,184 | ¢ blocage de

linteraction entre le ligand de la P-sélectine retrouvé a la surface des

neutrophiles (PSGL-1) et la P-sélectine reduit la taille d'infarctus en situation

d'ischémie-reperfusion 185, L'administration d’'une métaloprotéinase, la
mocarhagin, dans un modéle d’'ischémie (20 min) et de reperfusion (45 min)
chez le rat, a réduit linfiltration de polymorphonucléaires (PMNs) dans le

myocarde medié par la liaison du PSGL-1 avec la P-sélectine endothéliale et 3

préservé les fonctions cardiaques 186. Une forme soluble de PSGL-1
administré avant la reperfusion dans un modéle félin d'ischémie (90 min) et de
reperfusion (270 min) réduit significativement la taille de I'infarctus (16 £ 3 vs 42
+ 7 %: % de la zone a risque), diminue la libération de créatines kinases
plasmatique et préserve la relaxation dépendante de I'endothélium des artére
coronaire 187,

Des études ont démontré que le blocage des interactions dépendantes
des intégrines leucocytaires avec leur contre-récepteur membre de la famille des
immunoglobulines réduit les dommages associés a I'ischémie-reperfusion dans
differents modéles. Un anticorps dirigé contre la B, intégrine (CD18) atténue les

lésions de reperfusion au niveau du myocarde, du foie, du cerveau et des

muscles squelettiques 188, Dans ces modéles, lntéraction de I'anticorps avec le
récepteur CD18 diminue conjointement la migration de PMNs dans le tissu

reperfusé au site de Iésion. Un anticorps dirigé contre MAC-1, administré chez le

chien, a réduit de 46% la taille de Pinfarctus 189. Des travaux utilisant un
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anticorps dirigé contre CD18 dans un modéle félin d’ischémie-reperfusion a

demontré la préservation de la réponse endothéliale par des agents

vasodilatateurs associée a une réduction de la taille de I'infarctus (30.8% chez les

temoins comparativement & 2% chez les traités (% de la zone & risque) 190.
L'utilisation d'un anticorps dirigé contre PECAM-1 suivant une période
d’ischémie-reperfusion chez le chat, a également diminué limportance des

lesions de reperfusion d’environ 59% et entrainé la réduction de la libération des

CK jusqu'a 2 heures de reperfusion 191,

Les neutrophiles contribuent de maniére importante aux phénomeénes liés
aux lesions de reperfusion. De par leur capacité & produire des médiateurs
cytotoxiques menant aux lésions irréversibles du tissu myocardique reperfusé,
linfiltration des neutrophiles médiée par plusieurs molécules d’adhésion de la
famille des intégrines et des immunoglobulines constitue une étape cruciale dans
la progression des Iésions de reperfusion. L'inhibition de linfiltration
neutrophilique dans le myocarde reperfusé par des anticorps dirigés contre les
molécules d'adhésion responsables de linfiltration des PMNs peut réduire la taille
de linfarctus. Ces résultats démontrent bien I'importance des neutrophiles dans
les Iésions de reperfusion.

1.6.3 Rdle des plaquettes dans les lésions de reperfusion

Outre une infiltration leucocytaire, plusieurs études ont démontré une

accumulation de plaquettes dans le myocarde reperfusé 192,193 gans toutefois

clairement démontrer leur rdle dans induction des lésions de reperfusion. Par
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exemple, deux modeéles d'ischémie-reperfusion thrombocytopéniques, avec et

sans stenose critique résiduelle, ont démontré des résultats opposés. Aucune

réduction de la taille de I'infarctus n’a été observée dans le modéle sans sténose
criique 194,195 contrairement a une réduction de 28.6% en présence d'une

sténose critique 196, Une sténose critique, est un rétrécissement de la lumiére
d’un vaisseau de plus de 70% de sa surface causé par la présence d’une plaque
athéromateuse et se retrouve chez plus de 75% des patients ayant subi une
thrombolyse 197, Elle est associée & I'activation plaquettaire 198 et plusieurs

études démontrent que la sténose critique augmente la taille de l'infarctus apres

une periode de reperfusion de 24 heures 199-201 Dans des conditions
expérimentales, la reperfusion du myocarde en présence d’une sténose critique
entraine une augmentation de la taille de [linfarctus d'environ 40%
comparativement & un modéle reperfusé en absence de sténose critique
(infarctus/zone a risque (%)) 196,

La reperfusion favorise la séquestration des plaquettes dans les régions
ischémiques du myocarde 202, Suite & une période ischémique de 6 heures, la
reperfusion provoque une augmentation de 695% de Faccumulation des
plaquettes comparativement a 214% pour le groupe témoin non reperfusé 203,

L'activation plaquettaire peut étre induite par I'augmentation des forces de
cisaillement, au site de la sténose, ainsi que la libération massive d'agents
vasoactifs au site d’inflammation 204,205, | 'activation plaquettaire se traduit en

I'expression de plusieurs molécules d’adhésion telle Ia P-sélectine et entraine un
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changement de conformation des récepteurs membranaires GPIIb/lila,

récepteurs liant le fibrinogéne 206, La liaison entre la GPIIb/llla et le fibrinogéne

est responsable de la formation d’agrégats plaquettaires qui participent de

maniére significative au phénoméne de réocclusion coronarienne 207 . Plusieurs
études ont démontré les bienfaits de [utilisation des inhibiteurs de Ia
glycoprotéine GPlIb/llla en combinaison avec une thérapie fibrinolytique. En
résume, ces études démontrent que les doses utilisées lors d'une thérapie

fibrinolytique peuvent étre substantiellement réduites de 90%, par I'administration

conjointe d'inhibiteur des GPIIb/llla 208,209

L'activation plaquettaire induit également la génération de radicaux oxygéne

210,211 en plus d'une libération de médiateurs proinflammatoires tels que la
thromboxane A,, la sérotonine, le facteur 4 des plaquettes (pletelet factor 4 ;
PF4) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth
factor, PDGF) 212,213 Tous ces facteurs contribuent & I'amplification de Ia
réponse inflammatoire et par conséquent & la majoration des dommages
myocardiques. Le PAF a été identifié comme agent responsable de la réduction
du débit collatéral causé par une vasocontriction dépendante de la thromboxane
A2 214

Les plaquettes modulent I'adhésion des neutrophiles a la matrice sous-
endothéliale via la P-sélectine. L'induction d’'une thrombocytopénie chez le

porc présentant des dommages vasculaires, réduit de fagon significative le

nombre de neutrophiles adhérés a la parois artérielle 215, Cependant, les
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neutrophiles sont capables d’adhérer aux parois vasculaires endommagées ou

dysfonctionnelles indépendamment des plaquettes, ce qui explique leur
adhésion a I'endothélium dans des conditions thrombocytopéniques. Plusieurs
études ont identifié¢ des interactions entre les plaguettes et les neutrophiles
dans la modulation de leur recrutement existant. De récents travaux indiquent
que les plaquettes et les neutrophiles agissent en synergie dans I'induction de

la dysfonction cardiaque secondaire a la reperfusion myocardique, suggérant

un réle important de la P-sélectine 216. Ainsi, les neutrophiles accentuent

lagrégation et [I'activation des plaquettes qui favorisent a leur tour

laccumulation et la migration transendothéliale des neutrophiles 217,
L'accumulation des plaquettes dans le myocarde reperfusé serait dépendante
du recrutement préalable des neutrophiles. Une étude démontre qu’'une
neutropénie entraine une diminution de la seéquestration des plaquettes dans
toutes les régions du ceeur 193, 'énoxaparine, une héparine de bas poids
moleculaire, capable d’inhiber la liaison des plaquettes avec les neutrophiles, a
démontré dans un modéle d’ischémie-reperfusion une réduction de la taille de
linfarctus d’environ 50% associée a une diminution des Iésions de reperfusion
218, Cette méme étude démontre une réduction de linfiltration des
neutrophiles de plus de 80% a [lintérieur du myocarde de chien apres
reperfusion comparativement au groupe témoin.

Les plaquettes semblent donc intervenir dans les phénomeénes

responsables des lésions de reperfusion. La présence d’'une sténose critique
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serait favorable a leur activation et a leur implication dans I'établissement de

Vinfarctus. L'activation plaquettaire induit la formation d’agrégats participant a
la reocclusion coronarienne observée suite a la reperfusion. Les plaquettes
sont également responsables de la libération de radicaux libres, de médiateurs
proinflammatoires et modulent en partie linfiltration leucocytaire dans le
myocarde reperfusé. L'inhibition du recrutement plaquettaire pourrait étre
bénéfique dans la prévention des Iésions de reperfusion.
1.6.4 Le réle de la microcirculation

L'endothélium normal contribue a la régulation local du tonus vasculaire et au
maintient d'une surface non thrombogénique. L'endothélium agit comme une
barriere sélective contrélant la perméabilité membranaire (transport des solutés et
macromolécules), et aide au métabolisme de plusieurs facteurs circulants ou
generes localement, il régularise la prolifération des cellules musculaires lisses et
module I'adhésion et la diapédése des neutrophiles, monocytes et lymphocytes.
Ces propriétés sont basé sur I'habilité des cellules endothéliales & capter les
stimuli humoraux et hémodynamiques et sont dépendantes de trois mécanismes
fondamentaux: 1) la sécrétion de facteurs dérivés de I'endothélium, 2)
Iexpression de molécule d'adhésion a leur surface, de protéines de liaisons et
d'enzymes et 3) leur changement de forme. L'endothélium libére plusieurs

facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs. Le principal agent relaxant libéré

de I'endothélium a été identifié par Furchgott and Zawadzki 219, il s’agit de I'oxide

nitrique (NO), un puissant médiateur de la relaxation dépendante de



55
I'endothélium. Plusieurs médiateurs peuvent produire la libération du NO par leur

recepteur endothélial spécifique. Les substances endogénes comme les
catécholamines, la vasopressine et les autacoids genérés dans la paroi
vasculaire comme la bradykinine et I'histamine, ou des médiateurs libérés par les

plaquettes tels la sérotonine, I'adénosine diphosphate (ADP) ou produits pendant

la coagulation comme la thrombine 220-222, | a prostacycline, qui est un produit
majeur de la cyclooxygénase vasculaire, est formée principalement au niveau
des cellules endothéliales mais aussi dans la média et I'adventice en réponse aux
forces de cisaillment, & 'hypoxie et & plusieurs médiateurs qui entrainent la
libération du NO. La prostacycline entraine la relaxation du muscle lisse
vasculaire en activant 'adénylate cyclase et en augmentant la production de 3'-
S'adénosine monophosphate cyclique (AMP cyclique). Dans la plupart des
vaisseaux, la contribution de la prostacycline a la relaxation est dépendante de
Iendothélium est négligeable, et ses effets sont essentiellement additifs 4 ceux
du NO. Cependant, les deux substances agissent en synergie pour inhiber
I'aggrégation plaquettaire 223,

Le dysfonctionnement de I'endothélium vasculaire entraine Iactivation de
plusieurs facteurs médiant les phénoménes inhérents a une période d'ischémie-
reperfusion. Les fonctions vasomotrices sont réduites et se traduisent en une
diminution du pouvoir vasorelaxant et une augmentation de la reponse
vasoconstrictrice. L'endothélium devient favorable a la formation de thrombose

vasculaire.  L'expression de plusieurs molécules d’adhésion comme les
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sélectines et les intégrines suite & 'activation cellulaire favorise I'adhésion des

neutrophiles et des plaquettes, ceci médiant l'infiltration de ces cellules dans le
tissu myocardique et la destruction associée a leur recrutement dans la zone
ischémique. La rupture des jonctions serrées (Gap jonctions) entre les cellules
endothéliales provoque également une augmentation de linfiltration cellulaire
dans le tissu myocardique menant & une destruction massive du myocarde.

Le phénomene de non reperfusion (no-reflow) est une des conséquences du
dysfonctionnement endothélial qui s'établit graduellement. |l est caractérisé par
une perfusion myocardique inadéquate se produisant suivant le rétablissement
de la circulation sanguine. Certains mécanismes ont été proposés afin
d'expliquer ce phénoméne. L'inhibition de la synthése de d’oxyde nitrique (NO)
par l'endothélium, un puissant vasodilatateur et la formation d'agrégats de
neutrophiles et de plaquettes menant & une occlusion des micro-vaisseaux sont
les plus frequemment mentionnés. Ces mécanismes atténuent les bienfaits de la
reperfusion en provoquant une diminution du débit sanguin dans le tissu
revascularisé.

Une diminution dans la libération du monoxyde d’azote (NO), un facteur

relaxant de I'endothélium (endothelium-derived relaxing factor; EDRF) a été

démontré au sein du myocarde suite a la reperfusion 224,225 Cette baisse de
production en EDRF suite & I'atteinte cellulaire est considérable puisque cet agent

est non seulement un puissant vasodilatateur coronaire, mais aussi un inhibiteur

de 'agrégation plaquettaire et de I'expression de la P-sélectine 226, de I'adhésion
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des neutrophiles et des plaquettes a I'endothélium 227 ainsi qu’un inhibiteur de la

production d’anions superoxydes 228 Pplusieurs études ont démontré une
cardioprotection associée a I'administration de précurseur du NO. Une d’entre

elle démontre une réduction des dommages myocardiques associés avec une

diminution des lésions de reperfusion 229,

Une hypothése qui a regu beaucoup d’attention est la formation de

bouchons leucocytaires identifiée dans la zone de non reperfusion 230, Des

agents pharmacologiques modifiant I'activité des neutrophiles a démontré une

atténuation de I'ampleur de la non reperfusion 231,232, La déplétion
leucocytaire en situation d’ischémie-reperfusion a démontré une efficacité de

reperfusion de plus de 95% des capillaires du territoire ischémique, suggérant
une implication des neutrophiles dans les phénoménes de non-reperfusion 233,

Dans une étude effectuée par De Lorgeril 234 |es dommages leucocytes-
dépendants ne semblent pas étre médiés par la variation du débit coronaire lors
de la période ischémique (2 hres) et de la période de reperfusion (6 hres) lors
d'une leucopénie.
1.7 Conclusion

En terminant, les Iésions de reperfusion sont dles a des interactions entre
plusieurs composantes tels les neutrophiles, les plaquettes et I'endothélium
vasculaire. Les plaquettes représentent une source importante de médiateurs qui

modulent 'activite des neutrophiles et, inversement, certains facteurs libérés par

les neutrophiles influencent la fonction plaquettaire 235, L’endothélium est
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également une source de médiateurs intervenant dans la vasoconstriction et la

vasodilatation, qui jouent un rdle dans l'activation des neutrophiles et des
plaquettes et ['efficacité de la reperfusion. La fonction et lintégrité du myocarde
suite @ une période d'ischémie-reperfusion sont dépendantes des interactions
entre ces trois constituants. Ainsi, 'administration d'agents capablent d’intervenir
sur la fonction des neutrophiles et des plaquettes au moment de la reperfusion
peut réduire les conséquences délétéres de celle-ci. Au cours du prochain
chapitre, la protection myocardique en cours de reperfusion via des agents

anticoagulants et anti-plaquettaires sera exposée.
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Chapitre 2

Protection myocardique en cours d’ischémie-reperfusion
par des agents antithrombotiques.
2.1 Introduction
Il est bien établi que le rétablissement précoce de la circulation sanguine

suite a une occlusion coronaire réduit I'étendue de la nécrose et augmente le

taux de survie suite a un infarctus aigu °. La stratégie pharmocologique, par
I'administration d’agents thrombolytiques, ou encore l'intervention mécanique, par
Fangioplastie, sont les deux principales approches utilisées afin de rétablir Ia
circulation sanguine a l'intérieur du myocarde reperfusé. Il est important dans ces
conditions de prévenir la réocclusion du vaisseau concerné, car cet événement

constitue la principale complication observée suite & la thrombolyse et a
langioplastie 236,237, A cette fin, divers agents antithrombotiques,

antiplaquettaires et anticoagulants sont utilisés 238-240, gj plusieurs études ont
documenté les effets bénéfiques relatifs de ces derniers dans de telles
conditions, nous ignorons si ces derniers exercent un effet bénéfique pour
prévenire les lésions de reperfusion.

Dans ce chapitre, nous allons revoir les données expérimentales portant
sur le réle potentiel de la formation de microthromboses dans la vasculature
reperfusée en fonction de la défaillance microcirculatoire et de la progression de
la nécorse dans les premiére heures suivant la reperfusion. Les effets

cardioprotecteurs de certains antithrombotiques tels les héparines et les
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antiplaquettaires seront par la suite documentés.

2.2 Laréocclusion coronarienne

La formation de plaques athérosclérotiques a I'intérieur de la surface des

vaisseaux coronaires provoque l'occlusion 241,  |’athérosclérose est un
phénomene multifactoriel qui se caractérise par la prolifération du muscle lisse
vasculaire vers lintima des artéres atteintes. La forme avancée des Iésions
athérosclérotiques est basée sur trois processus biochimiques fondamentaux.

Premierement, la prolifération intimale des cellules musculaires lisses associée a
une accumulation du nombre de macrophages et le lymphocytes T,
deuxiémement, la prolifération de certaines composantes du tissu conjonctif tels
le collagéne, les fibres élastiques ainsi que les protéoglycans et troisiémement,
Iaccumulation de lipides, principalement sous forme d'esters de cholestérol et de
cholestérol libre dans les celiules et le tissu conjonctif. A l'origine, la thrombose a
été identifi¢e comme un des phénoménes importants dans [initiation et Ia
progression des lésions athérosclérotiques. Il est maintenant établi que la
thrombose joue plusieurs réles. Une des implications cliniques importantes est Ia
formation de thrombus aux sites de lésions athéroscléerotiques existants qui
conduit rapidement & une diminution de la lumiére du vaisseau associée & une
augmentation de la Iésion. Une des complications majeures de I'athérosclérose
est la rupture des plaques sévéres. Les plaques ainsi formées agissent comme
surfaces auxquelles adhérent les plaquettes favorisant I'occlusion coronarienne

par la formation de thrombus. Ce phénoméne est associé a l'angine instable
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ainsi qu'a l'infarctus du myocarde.

Comme nous l'avons vu précédemment, la reperfusion dans les plus brefs
delais du tissu myocardique ischémique limite la taille de Iinfarctus. Plusieurs
études cliniques dans le domaine de la pharmacologie de la reperfusion ont

initialement concentré leurs efforts dans I'utilisation d’agents thrombolytiques

intraveineux et intracoronaires 242,243, Depuis ce temps, la thérapie
thrombolytique intraveineuse administrée dans de brefs délais a démontré une
réduction des dommages myocardiques, une augmentation de la fonction

ventriculaire et a réduit le taux de mortalité chez les patients atteints d’un infarctus

aigu du myocarde 244,245 | es agents thrombolytiques les plus utilisés sont la
streptokinase, I'urokinase et I'activateur du plasminogéne tissulaire (recombinant
tissue-type plasminogen activator; r-PA). La streptokinase et I'urokinase
agissent en activant la fibrinolyse dans la circulation systémique et induisent

consequemment une lyse qui prédispose au saignement de maniére généralisée

246, Le rt-PA est un composant du systéme fibrinolytique endogéne de Phumain

différent de la streptokinase et de I'urokinase. Il constitue une protéase sérine

formant un complexe stable avec le plasminogéne et la fibrine 247, Le rt-PA
entraine une génération rapide de plasmine localisée au site d’occlusion qui

meéne a la protéolyse de la fibrine et éventuellement a la lyse du thrombus
obstruant I'artére coronaire 248,

Il'y a aucun doute sur l'efficacité de I'administration précoce de ces agents

dans le but de dissoudre le ou les caillots responsable (s) de lischémie. Par
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contre, la sauvegarde du myocarde peut étre compromise par certaines

complications comme la réocclusion coronarienne ou par une sténose
coronarienne résiduelle sévére qui peut limiter le débit coronaire, empécher le

rétablissement de la fonction myocardique et augmenter le risque de réocclusion

249, Cependant, les mécanismes responsables de la réocclusion lors de la
thérapie thrombolytique n'ont pas clairement été identifiés. Par contre, une étude

in vitro a observé une activation plaquettaire via une expression de la P-sélectine

par le rt-PA et l'urokinase 290, Ceci suggére donc que la thérapie thrombolytique
pourrait favoriser la réocclusion observée suite a 'administration de ces agents
thrombolytiques.
2.3 Les microthrombus et les lésions de reperfusion

La réocclusion d’une artére recanalisée et la formation de microthrombus
dans le myocarde reperfusé sont des phénoménes distincts présents lors de la
période de reperfusion. La reperfusion, comme nous lavons décrit
précédemment, induit des lésions subséquentes au retour sanguin et a la
réoxygenation du tissu ischémique. Le phénoméne de non reperfusion (no-

reflow) a été décrit comme I'un des phénoménes importants dans les lésions de

reperfusion 82, Il est le résultat final d'une série de réactions complexes menant
a une déefaillance de la microcirculation. La formation de microthrombus et
d’'agrégats plaquettaires a été décrite en association avec les lésions vasculaires

au cours de la reperfusion et peut étre responsable de micro-zones de non

reperfusion diffuses & l'intérieur du myocarde reperfusé 251, La formation de



63
thrombus survient principalement aux sites vasculaires endommagés riches en

lipides ou a [lintérieur des tissus nécrosés avec préesence de cellules

inflammatoires 252,253, Des variations du débit sanguin a lintérieur de ces
regions favorisent l'intéraction de plusieurs types cellulaires. En résumé, les
mécanismes qui sont probablement responsables du phénoméne de non
reperfusion sont les dommages et la compression de la microcirculation,
I'obstruction des microvaisseaux par les microthrombus, les leucocytes et les

erythrocytes, la vasoconstriction et la diminution d’agents vasorelaxants dérivés

de I'endothélium (EDRF) 82 Plusieurs études effectuées dans le domaine de
lischémie-reperfusion ont pour but de préserver lintégrité et les fonctions de
I'endothélium afin de prévenir les phénoménes de non reperfusion ainsi que les
dommages de reperfusion.

Dans les modéles d’animaux reperfusés suivant une période d'occlusion
temporaire, les microthrombus n'ont pas été identifiés comme des composantes

responsables des lésions du myocarde reperfusé. Chez ces animaux, ni la

streptokinase 218, nij la thrombocytopénie 194,195 ont démontré d'influence sur
la diminution de la taille de l'infarctus . Toutefois, ces résultats contredisent

d'autres études démontrant une réduction de la taille de l'infarctus en présence
de conditions hypercholestérolémiques 294 ou dans des modéles avec sténose

critique résiduelle 295 maintenue pendant la période de reperfusion. Ces
modeéles reproduisent bien la situation de thrombolyse intracoronarienne chez les

patients souffrant d'infarctus du myocarde. La présence d'une sténose critique
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résiduelle induit une accumulation accrue des plaquettes dans le myocarde

reperfusé ainsi qu'une augmentation de la taille de l'infarctus comparativement a

une reperfusion sans sténose critique résiduelle 196, En présence d'une sténose
critique résiduelle, plusieurs travaux ont démontré une réduction de la taille de
linfarctus par l'induction de thrombocytopénie. Une taille de l'infarctus semblable
a éte observée en absence de sténose critique résiduelle. L'ischémie résultante
de la formation de microthrombus peut jouer un réle actif dans les lésions de
reperfus'ion dans ces conditions et des mesures thérapeutiques dans le but de
prévenir la formation d’agrégats plaquettaires et de microthrombus se doivent
d’'étre développées.

Plusieurs travaux expérimentaux et cliniques suggérent que la thérapie
antiplaquettaire, soit par les inhibiteurs de la glycoprotéine lib/llla (gplib/llia) et les
agents anti-thrombines comme les héparines de bas poids moléculaire (HBPM),

peuvent étre plus efficace a empécher la réocclusion coronarienne

comparativement & la thrombolyse qui échoue dans 15 & 40% des cas 296,
2.4 Les héparines dans les lésions de reperfusion

Les agents anticoagulants tels I'héparine et les héparines de bas poids
moléculaire (HBPM) sont tres efficaces pendant la phase aigué d’un infarctus du

myocarde ou ils sont administrés de fagon conjointe avec un traitement

thrombolytique afin de prévenir la réocclusion de lartére reperfusée 257

D'autres propriétés cardioprotectrices ont aussi été attribuées a I'héparine et

I'énoxaparine, une HBPM, dans le contexte d’ischémie-reperfusion 218,258,259
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L’héparine et les HBPM sont des glycosaminoglycanes composés d’un

melange de chaines polysaccharidiques hétérogénes ou alternent les résidus de

D-glucosamine et d’acide uronique, soit 'acide gluconique ou iduronique (figure

2.1) 260, Le poids moléculaire moyen de 'héparine non fractionnée se situe
entre 12 et 15 kD tandis que I'HBPM est formé de chaines de
glycosaminoglycans variant de 4 a 6 kD. L'HPBM est produite a partir de

différentes techniques de dépolymérisation de I'héparine via des procédés

chimiques ou enzymatiques 261, En raison des différences de fabrication,
chaque HBPM posséde des propriétés pharmacologiques et biochimiques
distinctes. Commercialement, il existe plusieurs types d’'HBPM dont la reviparine,
la dalteparine, la certoparine, la parnaparine, la tinzaparine, la nadroparine et
I'énoxaparine. Plusieurs études ont éte consacrées au développement de
nouvelles stratégies antithrombotiques dans le but de contourner les
conséquences néfastes consécutives a I'administration de I'héparine non
fractionnée. Les principaux désavantages de I'héparine sont son action de courte
durée, sa faible biodisponibilité, sa réponse anticoagulante imprévisible, son
risque d'induction d’'une thrombocytopénie et de réactivation de la maladie
suivant sa cessation. Les HBPM utilisées en situation d’angine instable,
comparativement a 'héparine non fractionnée, apportent de nombreux avantages
(tableau 2.1).

Figure 2.1 : Structure chimique de I’énoxaparine :

n = 3-20
G = Glucosamine
U = Acide Uronique
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Tableau 2.1: Avantages d'utilisation des HBPM comparativement a
I’héparine lors d’angine instable

* Une biodisponibilit¢ presque compléte lorsque administrée par voie sous-
cutanée (> 90%)

 Durée d’action anticoagulante plus prolongée résultant d’'une administration
sous-cutanée une ou deux fois par jour

e Une liaison protéique plus faible : améliorant les prédictions de réponse

anticoagulante dans leur pharmacocinétique

Réduction de l'induction d'une thrombocytopénie par I'héparine

Réduction du risque d’ostéoporose

Interaction moindre avec les plaquettes réduisant le risque d’hémorragie

La mesure d'un aPTT n’est pas obligatoire : avantageux pour les urgences

cardiovasculaires et les premiers soins

Convient aux traitements a domicile

o Colits réduits comparativement a I'héparine

Tableau modifié a partir de H. Purcell and K.M. Fox : Current roles and future
possibilities for low-molecular-weight heparins in unstable angina : European
Heart Journal : 1998 :19 suppl K : K18-K23.

L’administration d’agents anticoagulants lors d'un infarctus du myocarde
est fondée sur trois observations: (1) lls préviennent et diminuent Ia
progression de thrombus dans le réseau artériel (2) lls empéchent la formation
d’'embolies systémiques (3) Ils réduisent les incidences de thromboses
veineuses et d’embolies pulmonaires. Aujourd’hui, les anticoagulants sont

reconnus comme des agents cardioprotecteurs en retardant la mortalité et |a

reocclusion chez les patients hospitalisés suite a un infarctus aigu du myocarde

262, Ces propriétés sont reliées a leurs effets anticoagulants, cependant
plusieurs évidences semblent démontrer qu'elles seraient egalement

deépendantes d’autres effets. Nous allons décrire dans les prochaines lignes les



actions liées et indépendentes de I'effet anticoagulant des héparines. o
2.4.1 Activités anticoagulantes des héparines

Le systéme de la coagulation a comme principale fonction le maintient de
'hémostase. Cet équilibre assure une quantité de fibrine soluble suffisante dans
le but de colmater une bréche vasculaire par la formation d'un caillot tout en
évitant la formation inappropriée de thrombus. La formation finale d'un caillot
résulte de plusieurs réactions en chaine impliquant une série de facteurs et de
co-facteurs qui agissent directement ou indirectement dans le but de réguler le
niveau de thrombine, facteur qui transforme le fibrinogéne soluble en fibrine
insoluble. Deux différentes voies d'activation ménent a la production de fibrine ;
la voie intrinséque qui est initiée par le contact du sang avec le sous-endothélium
ou I'endothélium modifié et la voie extrinséque qui est initialisée par le contact du
sang avec des facteurs tissulaires (facteur Ill, thromboplastine et thrombokinase)
sur la surface des cellules. Indépendamment du stimulus initial, le résultat
commun est la production du facteur X activé (facteur Xa). En combinaison avec
le facteur Va, le facteur Xa promet la conversion de la prothrombine (facteur Il) en

thrombine (facteur lla) (figure 2.2).



Figure 2.2 : Cascade de coagulation
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Tiré de Colman et coll. (1994) Hemaostasis and thrombosis. Basic

principles and clinical practice. Philadelphia : J.B. Lippincott Company,
1994; 3-18.
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Les agents anticoagulants agissent a plusieurs étapes dans la voie de la

coagulation afin d’exercer leur pouvoir anticoagulant. L’héparine est en elle-
méme dépourvue d'activité anticoagulante, celle-ci agit principalement en

synergie avec l'antithrombine Il (AT Ill) dans le but d'inhiber plusieurs facteurs

impliqués dans la coagulation 263,264 | 3 liaison de I'héparine avec I'ATHI
produit un changement de conformation de I'ATIll qui optimise rapidement les

propriétés inhibitrices d'un grand nombre de facteurs de la coagulation incluant la

thrombine et les facteurs Xa, Xlla, Xla et IXa 265, Les molécules d’héparine qui
contiennent moins de 18 résidus de saccharide (PM < 5400) ne peuvent lier
simultanément la thrombine et 'ATIIl et ne peuvent donc catalyser l'inactivation
de la thrombine. Cependant, les petits fragments d’héparine qui possédent la

séquence pentasaccharidique de haute affinité peuvent catalyser I'inactivation du
FXa par F'ATII 266, [’activité anticoagulante de I'héparine est également
attribuée a un second cofacteur plasmatique appelé cofacteur Il de I’hépérine
(ClIH). L’activité anticoagulante du CIIH est spécifique a la thrombine et ne
requiert aucune liaison avec I'ATIII 267 Tout comme lactivite de IATIII,
I'activation du ClIH nécessite une chaine d’héparine possédant un minimum de
24 unités de monosaccharides 268,

L’activité anticoagulante des HBPM est liée a linactivation du facteur X
(facteur Xa) 269,270 et ne posséde que peu d'activité antithrombine autre que

celle associée a son action sur I'antithrombine |ll. Certaines études mentionnent

que l'utilisation des HBPM est plus avantageuse comparativement a I'héparine
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car ses conséquences hémorragiques sont moindre. Des résultats provenant

d’'expérimentations animales comparant les deux types d’héparines a des doses

antithrombotiques équivalentes, suggérent que I'hémorragie est moins fréquente

avec 'HBPM comparativement & 'héparine 271-273, Une autre étude effectuée
chez des patients traités pour des thromboses veineuses, ne démontre aucune
difference significative d’incidence hémorragique mineure entre les deux

traitements, cependant une réduction significative du risque de saignements

majeurs chez les patients traités avec les HBPM a été observée 274
2.4.2 Autres propriétés des héparines et protection myocardique

En plus de son activité anticoagulante, I'néparine posséde d’autres propriétés
qui lui conférent un réle dans la prévention du phénoméne de réocclusion
coronarienne et aident a la réduction des dommages myocardique suite a une
période d'ischémie-reperfusion. A des doses supra thérapeutiques, I'héparine
(60 000 unités) a démontré une réduction de 32% de la nécrose démontrée
histologiquement ainsi qu'une réduction de la libération des créatines kinases de

39 a 24% pour des niveaux comparables d'élévation de segment S-T dans un

modéle canin d'occlusion coronarienne 2598, Bien que le mécanisme d'action
precis n'a pu étre établi, la cardioprotection de I'héparine ne semble pas étre
dépendante de son activité anticoagulante.

Plusieurs interactions ont été observées suite a 'administration de I'héparine
avant le début de la reperfusion suite & une occlusion coronarienne. La

sauvegarde myocardique conférée par 'héparine a, entre autre, été attribuée 3
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sa liaison et son influence sur l'activitt de nombreuses protéines comme le

collagéne, la fibronectine, la thrombospondine, I'antithrombine 1l 275,276 Ces
liaisons peuvent limiter la formation d’agrégats plaquettaires observée suite a une

période d'ischémie-reperfusion et ainsi contribuer & la réduction des dommages
myocardiques. L’héparine est également capable de lier I'¢élastase 277 ainsi que

des composantes du complément 278 réduisant par conséquent leurs actions
déletéres sur les cellules du myocarde reperfusé. Dans des modéles d'ischémie-
reperfusion myocardique in vitro (lapin) et in vivo (chien), I'héparine et le N-
acetyle héparine (une molécule semblable & I'héparine dépourvue dactivité

anticoagulante) ont démontré une cardioprotection liée a leur pouvoir inhibiteur

de l'activation du complément suite aux conséquences ischémiques 259,279, e

complément activé agit comme substance chimiotactique des neutrophiles dans
la région du myocarde compromis 191 et posséde une action catalytique par la

formation d’'un complexe capable d'attaquer les membranes cellulaires 280, | g
modulation pharmacologique du systéme du complément peut constituer un des
mecanismes atténuants les dommages induits par I'ischémie-reperfusion.

La sauvegarde du tissu myocardique est également dépendante de

I'interaction de I'héparine avec plusieurs molécules d'adhésion exprimées & la

surface des leucocytes et des plaquettes 281,282, |’héparine contient 4 résidus
ou plus capables d'inhiber la fonction de la L- et de la P-sélectine, inhibant ainsi le
roulement initial des leucocytes sur 'endothélium. Plus précisément, I'héparine a

été identifiee comme responsable de l'inhibition des liaisons entre la P-sélectine
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et les PMNs 283, L'interaction de I'héparine avec les récepteurs CD11b/CD18 a

aussi été démontrée 284 285, résultant en des propriétés anti-inflammatoires dis
a une reduction de la séquestration des leucocytes dans le tissu post-ischémique.
Une réduction des dommages au cerveau dans un modéle d’ischémie-

reperfusion chez le rat traité a I'héparine a été observée, et a été corrélée avec

une diminution de linfiltration leucocytaire dans le tissu 286,287 Dong, les effets
cardioprotecteurs de I'héparine sur la fonction post-ischémique pourrait étre
dépendante d'une inhibition des sélectines et/ou des intégrines.

L'interaction de I'héparine avec les molécules d’adhésion est en partie

responsable de linhibition de la réaction inflammatoire. Selon une étude de

Bonmann et coll 288, I'héparine préviendrait les réactions inflammatoires en
diminuant le pouvoir des cytokines a induire la synthése d’'oxide nitrique. Des
cellules endothéliales de rat ont été isolées suivant une période d’ischémie
cérebrale et mises en présence de [linterféron-gamma (IFN-gamma) et de
I'interleukin-1 beta (IL-1beta) en présence ou non d'héparine. Un effet dose
dépendent de I'héparine a été démontré en atténuant I'augmentation de
I'expression de la libération de INOS (la forme inductible de NO synthase) suite 4
une activation par ces cytokines.

L'heparine exerce une protection de la fonction endothéliale en préservant

ses capacités vasodilatatrices et joue un role dans la régulation de la production

d'endothéline 289,290, | a préservation de la fonction endothéliale lors de

lischémie-reperfusion par 'héparine serait en partie dépendente de la synthése
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d'oxide nitrique 291, Dans une autre étude, I'héparine et une héparine non-

anticoagulante préservaient la relaxation dépendente de I'endothélium suite a

une période d'ischémie et de reperfusion via des mécanismes partiellement

dépendents de l'activation de la voie du NO-cGMP 292,293 Cependant, des
résultats opposés ont observé qu'avec de fortes doses d’héparine ont induit une

réduction de 36% de la production d'oxyde nitrique (NO) comparativement au

groupe témoin 294 sur des cellules endothéliales d'aorte bovine. Cette réduction
a ete associée a une inhibition moindre de [lactivation plaquettaire
comparativement aux témoins expliquant une partie de I'effet prothrombotique de
I'héparine.

L'héparine est un composé glycosaminoglycan extrémement acide contenu
dans les granules des cellules mastocytes et libérées lors des réactions
inflammatoires. Plusieurs observations sugérent un réle potentiel des héparines
dans la protection du tissu contre les radicaux libres 299. L'activité anti-oxydante
serait présente a des pH acide. L'héparine posséde une variété de groupes
anioniques qui lui attribue des propriétés de liaison avec des cations (comme les
metaux Cu(l) et Fe(ll)) et conséquemment prévient leur réduction impliqué dans
la génération de radicaux oxygéne 243 . Une activité anti-oxydante dépendante
de l'activité superoxyde dismutase a aussi été identifiée. In vivo, I'héparine a

entraine l'activation de la SOD 296 en plus d'induire la libération de la

superoxyde dismutase (SOD) 297, De plus, des cellules endothéliales en culture

ont été protégées des dommages causés par les radicaux oxygénes générés par
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le systéme xanthine/xanthine oxydase 298.

Peu d’'études ont été réalisées afin d'évaluer le potentiel cardioprotecteur des
héparines de bas poids moléculaire (HBPM) lors de lischémie-reperfusion.
L’administration de celles-ci pourrait étre avantageuse dans la réduction des
Iésions de reperfusion comparativement a I'héparine. Les HBPM sont entre autre
incapables d’activer les plaquettes contrairement a I'héparine non fractionnée 299

et n'induisent pas la libération de TXA2 208_ Elles se lient aux leucocytes 300 et

inhibent les sélectines 282, Une étude portant sur la thrombolyse chez des
patients présentant un infarctus du myocarde, a démontré que I'énoxaparine
induit des conséquences hémorragiques moins sévéres que celles observées
chez les patients traités avec 'héparine 301, De plus, les HBPM, au contraire

des héparines standards, n'augmentent pas la perméabilité des vaisseaux
sanguins302 et n'induisent pas la production de médiateurs cytotoxiques tel
I'anion superoxyde par les neutrophiles 209, Les HBPM possedent un niveau
d'activité plus stable, car contrairement aux héparines, elles présentent une plus
faible liaison avec les protéines plasmatiques 303, leur conférant une plus grande
biodisponibilité. A titre d’exemple, une biodisponibilité de 90% a été mesurée
aprés une injection sous-cutanée d'énoxaparine comparativement a 30% pour
I'héparine non fractionnée 304,

Une étude comparant plusieurs agents antithrombotiques tels I'énoxaparine

et I'héparine lors d’'une thérapie thrombolytique par le i-PA a démontré une
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reperfusion plus efficace par |'énoxaparine 305, Lors d'une thérapie

antithrombotique comparant I'administration conjointe de I'énoxaparine et
I'aspirine ou 'héparine non fractionnée avec I'aspirine chez les patients souffrant

d’angine instable, l'incidence d'événements ischémiques s'est avérée réduite

dans la premiére combinaison 306,
Une étude effectuée dans notre laboratoire a servi a évaluer le potentiel
cardioprotecteur de I'héparine et de I'énoxaparine ainsi que de la steptokinase,

sur la taille de linfarctus et I'accumulation des plaquettes et des neutrophiles

dans le myocarde reperfuse 218, | es résultats de cette étude ont démontré que
administration d’'un bolus d’énoxaparine avant le début et pendant la reperfusion
réduit de 55% la taille de l'infarctus par rapport aux animaux témoins. Cet effet a
été accompagné d’une inhibition du taux d'accumulation des plaquettes de 64%
et des neutrophiles de 81% dans le myocarde reperfusé. Les mécanismes de la
cardioprotection observée avec I'énoxaparine ne sont pas connus. Par contre,
cette observation suggére que I'énoxaparine agit probablement sur des
mécanismes responsables de I'adhésion entre les plaquettes et les neutrophiles,
diminuant ainsi leur recrutement a l'intérieur du tissu reperfusé. En effet, lors
d’'une étude in vitro portant sur I'adhésion des plaquettes et des neutrophiles en
milieu physiologique, nous avons observé une inhibition de l'adhésion des
plaguettes aux neutrophiles qui pourrait étre, en partie, dépendante d'une

inhibition de la fonction de la P-sélectine et/ou des récepteurs de la P-sélectine

sur les neutrophiles 218,
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2.5 Traitements anti-plaquettaires

L'activation des plaquettes par des agonistes tels la thrombine, le collagéne
et l'adénosine diphosphate (ADP) dans des situations de lésions vasculaires,

meéne a la formation d'agrégats plaquettaires capables d’empécher une perte

sanguine excessive au site de la lésion endothéliale 307. Par contre, dans
différentes conditions pathologiques, comme une rupture de plaques
athéromateuses, les agrégats plaquettaires peuvent former des thrombus
causant de multiples événements ischémiques cardiovasculaires incluant 'angine
instable et l'infarctus du myocarde.

Lors de l'activation plaquettaire, plusieurs médiateurs de I'agrégation sont
produits et libérés des plaquettes dans le but de produire et d'amplifier la
réponse, dont la thromboxane A, (TXA,), la sérotonine et FADP qui induisent
I'activation ou I'expression de plusieurs molécules d’adhésion impliquées dans
lischémie-reperfusion. Les récepteurs GPIlIb/llla sont responsables de la
formation d’agrégats plaquettaires et également de I'adhésion des plaquettes aux
leucocytes ainsi qu'a la paroi vasculaire endommagée. Le GPlIb/llla est un
hétérodimeére composé de 2 protéines transmembranaires liées de fagon non
covalente : Une sous-unités o de 136-kd composée de chaines lourdes et
légeres et une sous-unités B de 92-kd. On retrouve environ 50 000 a 80 000
récepteurs GPIlIb/llla a la surface des plaquettes non activées 308, | 'activation

plaquettaire leur confére une forme active capable de lier le fibrinogene, la

vitronectine, la fibronectine et le facteur von Willebrand. L’'agrégation plaquettaire
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est induite par la liaison du fibrinogéne (une molécule bivalente) avec les

récepteurs GPIIb/illa. Par exemple, [activation plaquettaire induit un
changement de conformation du récepteur GPlIb/llla qui devient actif et capable
de lier le fibrinogéne causant la formation d’agrégats plaquettaires. Dans le but
d’inhiber les conséquences liées a I'activation plaquettaire, des traitements anti-
plaquettaires ont été développés et sont freqquemment utilisés lors des phases
aigués, sub-aigués et plus chroniques de symptdémes coronariens. lls sont
principalement utilisés afin de prévenir la réocclusion de I'artére recanalisée et

de réduire la mortalité et la morbidité des patients souffrants d’'un infarctus aigu

du myocarde 238,309 Un des agents effectifs administré réguliérement aux
patients afin de prévenir l'agrégation plaquettaire est ['aspirine (l'acide
acétylsalicylique ; ASA) 310, Plusieurs agonistes de I'agrégation plaquettaire
peuvent aussi étre utilisés. Les inhibiteurs des GPlIb/llla représentent
maintenant une approche efficace servant a inhiber la formation d'agrégats
plaquettaires.

Dans cette section, nous décrirons les propriétés de I'aspirine ainsi que des
inhibiteurs des GPIIb/llla et leur réle dans la cardioprotection en situation
d’ischémie-reperfusion.

2.5.1 Mécanismes d’action de I'aspirine
L'aspirine est principalement utilisée afin de prévenir la réocclusion d'une

artére reperfusée et ainsi de diminuer l'apparition de nouveaux épisodes

ischémiques 238,311, [’activité anti-plaquettaire de I'aspirine dépend de son
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pouvoir inhibiteur de la production de thromboxane A,, un agoniste potentiel

libéré des plaquettes activées. L'acétylation et conséquemment l'inactivation de
la cyclo-oxygénase par I'aspirine empéche la conversion de I'acide arachidonique
en prostaglandine G,, une étape nécessaire a la formation de la thromboxane A,
312, Les plaquettes sont des cellules anucléées et conséquemment incapables
de synthétiser de la cyclo-oxygénase supplémentaire, I'inhibition enzymatique est
donc permanente et irréversible 310,313 La production de TXA, dépend donc
d'une éventuelle synthése par de nouvelles plaquettes. L’effet anti-plaquettaire
de 'ASA persiste donc pendant toute la vie des plaquettes affectées (8 a 10
jours) 314, La cyclo-oxygénase est aussi présente a lintérieur des cellules
endothéliales, ce qui explique l'inhibition concomitante de la synthése de PGl,
endothéliale 315, un agent vasodilatateur et un puissant inhibiteur de I'agrégation
plaguettaire. Contrairement aux plaquettes, I'endothélium vasculaire peut
resynthétiser la cyclo-oxygénase, expliquant la nécessité d’'une dose d’ASA plus
élevée pour inhiber la production de TXA, 314,

L'ASA possede également une activité anti-inflammatoire responsable de
linhibition de la synthése des PG 316, Le salicylate, principal médiateur de

'ASA, a été identifié comme agent inhibiteur de I'activation et de I'adhésion des

neutrophiles 317.  Le mécanisme d’action proposé est li¢ a la libération
d’'adénosine dans le milieu extracellulaire suite a I'hydrolyse de [I'ATP.

L'adénosine se liant aux récepteurs présents sur les neutrophiles induit le

découplage de certains récepteurs des facteurs chimiotactiques 318, Le
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salicylate provenant de 'ASA posséde également un pouvoir antioxydant 319,

L'administration de I'aspirine a d