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SOMMAIRE 

La présente thèse traite d'un mécanisme protecteur développé par l'organisme au 

fil de l'évolution. Ce mécanisme adaptatif protégeant le cœur et divers organes 

contre les effets délétères de l'ischémie et de la reperfusion fut nommé 

préconditionnement ischémique (PCI). En fait au milieu des années 80, Murry et 

ses collaborateurs découvrirent que le fait d'exposer le cœur à de courtes périodes 

d'ischémie pouvait le protéger contre une ischémie subséquente d'intensité 

supérieure. Ainsi, exposer le cœur à une courte période d'ischémie entraîne la 

libération de plusieurs médiateurs qui agissent comme agents cardioprotecteurs. 

Mais au début de nos travaux peu était connu sur l'effet que pouvait produire ce 

phénomène et ses médiateurs au niveau de la protection de la fonction 

endothéliale coronaire. Donc au fil des années, nous nous sommes employés à 

vérifier si le PCI était reproductible au niveau de la fonction endothéliale et à 

découvrir quels étaient les mécanismes impliqués dans ce phénomène adaptatif. 

La première partie de nos travaux porta sur la reproductibilité de ce phénomène 

dans nos conditions expérimentales. Pour ce faire, nous avons développé un 

modèle expérimental chez le cœur de rat isolé perfusé à débit constant où nous 

avons vérifié la fonction endothéliale et celle du muscle lisse à l'aide 

respectivement de vasodilatateur dépendant (la sérotonine) ou indépendant (le 

nitroprussiate de sodium) de l'endothélium. L'intensité et la durée de l'ischémie 

furent ajustées afin d'affecter uniquement la vasodilatation à la sérotonine, c'est à 

dire celle dépendante de l'endothélium. 

Dès lors, il devenait possible à partir de ce modèle expérimental, d'évaluer les 

mécanismes impliqués dans le PCI. Le premier médiateur étudié fut l'adénosine. 

En effet, au niveau du myocarde, l'adénosine avait été rapportée comme 

possédant des effets cardioprotecteurs. Cet effet protecteur fut reproductible dans 

nos conditions. Ainsi, l'adénosine semble protéger le fonction endothéliale contre 

les effets délétères de l'ischémie et de la reperfusion. 
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Par la suite, nous voulions tester si le PCI était également reproductible dans un 

modèle pathologique où des modifications de la réactivité vasculaire furent 

rapportées par le passé. En effet, certains avaient rapporté que chez le rat dans un 

modèle de diabète induit par l'injection de streptozotocine, la vasodilatation 

dépendante de l'endothélium était diminuée. Nos résultats démontrèrent que le 

PCI et que l'adénosine étaient également protecteurs chez ces rats diabétiques 

mais que cette protection semblait plus difficile à obtenir. En effet, une seule 

période d'ischémie ou quinze minutes de perfusion d'adénosine se sont avérées 

insuffisantes pour protéger la fonction endothéliale contre les dommages 

occasionnés par l'ischémie et la reperfusion chez le rat diabétique, contrairement 

au rat témoin. 

La contribution de divers autres médiateurs probables du PCI fut évaluée. Parmi 

eux, nous retrouvons : les kinines, les prostaglandines et les cannabinoïdes. Par le 

passé, plusieurs auteurs ont observé, au niveau de la cardioprotection induite par 

le PCI, une participation des kinines endogènes particulièrement celle de la 

bradykinine et de son récepteur B2. Dans nos travaux, nous avons démontré que 

le PCI produit son effet protecteur au niveau de la fonction endothéliale via une 

libération de kinines mais, cette fois-ci, cette réponse semble être produite 

uniquement par l'activation du récepteur Bi. C'est d'ailleurs la première fois 

qu'il était rapporté que l'activation du récepteur B1  participait à l'action bénéfique 

du PCI. 

Il y a quelques années, certaines équipes démontrèrent que la protection cardiaque 

induite par le PCI activait également la voie des prostaglandines. Dans nos 

conditions expérimentales, nous avons observé que cette protection impliquait 

aussi les produits de la cascade de la cyclooxygénase et, pour la première fois, 

tout particulièrement la prostaglandine E2. 
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On a également rapporté que d'autres produits dérivés des acides gras tels : 

l'arachidonyléthanolamide (AEA), le palmitoyléthanolamide (PEA) et le sn-2 

arachidonylglycerol (2-AG) pouvaient être naturellement produits par la 

membrane cellulaire de divers organes. Au niveau du système nerveux central, 

ces agents se lient aux récepteurs des cannabinoïdes et possèdent une activité 
irnmunosuppressive et agissent comme antioxydants. Pour l'instant, leur effet au 

niveau cardiaque demeure inconnu, mais toutes ces propriétés font de ces agents 

d'excellents candidats pour la cardioprotection. C'est pour cette raison que nous 

avons étudié leur implication dans le PCI. Au cours de nos travaux, nous avons 

démontré que le PCI était produit en partie par l'activation des récepteurs CB I  et 

CB2  aux cannabinoïdes. 

Maintenant que nous avions déterminé quelques médiateurs, nous voulions savoir 

quels mécanismes étaient impliqués dans ce phénomène. Au niveau du 

myocarde, les mécanismes qui semblent des points de convergence du PCI sont 

les canaux potassiques dépendants de l'ATP et les protéine kinases C. Dans nos 

conditions expérimentales, les canaux potassiques dépendants de l'ATP et les 

protéine kinases C semblent impliqués dans la protection de la fonction 

endothéliale induite par le PCI. Les canaux potassiques dépendants de l'ATP 

semblent activés par la voie de l'adénosine mais non par celle de la 

prostaglandine E2. De leur côté, les protéine kinases sont activées par la des-

Arg9-bradykinine et par la prostaglandine E2. Pour l'instant, les voies de 

signalisation intracellulaire activées par les cannabinoïdes endogènes lors du PCI 

restent inconnues. 

En résumé, au cours de cette thèse, nous avons démontré que le PCI protège la 

fonction endothéliale coronaire du rat contre les dommages provoqués par 

l'ischémie et la reperfusion tant chez l'animal sain que chez l'animal diabétique. 

À l'intérieur de ces deux modèles, l'adénosine représente un des médiateurs du 

PCI. Chez l'animal non diabétique, les kinines sont impliquées dans le PCI. Nos 

travaux démontrent pour la première fois la participation des prostaglandines E2, 
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de la des-Arg9-bradykinine et des cannabinoïdes endogènes à cette réponse 

protectrice. L'effet protecteur du PCI sur la fonction endothéliale est médié par 

les récepteurs à l'adénosine, les récepteurs B1  aux kinines, les récepteurs EP aux 

prostaglandines ainsi que les récepteurs C131  et CB2  aux cannabinoïdes. De plus, 

les protéine kinases C ainsi que les canaux potassiques dépendants de l'ATP 

semblent contribuer à cette réponse. 
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SNP: 	 Nitroprussiate de sodium 

SPT: 	 8-p-sulfophényl théophylline 

TIMI: 	 Thrombolysis in Myocardial Infarction (étude) 

TGFPI: 	 Transforming growth factor A 
Thr: 	 Thrombine 

TK: 	 Tyrosine kinase 

TNFa: 	 Twnor necrosis factor a 

t-PA: 	 Activateur tissulaire du plasminogène 

TXA2: 	 Thromboxanes A2 

U-46619: 	9,11-dideoxy-1 1 a, 9a-epoxymethano-prostaglandine F2Œ 
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AVANT-PROPOS 

Cette thèse sera divisée en sept chapitres. Le premier chapitre sera composé de 

l'introduction générale. Les cinq chapitres suivants constitueront le corps de la 

thèse et ont été rédigés sous forme d'articles qui ont été ou seront publiés dans des 

journaux dotés d'évaluation par comité de pairs. 	Le manuscrit intitulé 

Mechanisms of protection afforded by preconditioning to endothelial function 

against ischemic injury constituant le deuxième chapitre fut publié en 1996 dans 

l'American Journal of Physiology. Le troisième chapitre présentera l'article qui 

fut publié en 1998 dans la revue Cardiovascular Research et qui s'intitulait 

Protection afforded by preconditioning to the diabetic heart againt ischaernic 

preconditioning. Le chapitre quatre comprendra le manuscrit publié en 1998 dans 

le British Journal of Pharmacology et intitulé Role of kinins in the endothelial 

protective effect of ischaemic preconditioning. L'article intitulé Participation of 

prostaglandin E2 in the endothelial protective effect of ischaernic preconditioning in 

the isolated rat heart fut publié dans la revue Cardiovascular Research et il 

constituera le cinquième chapitre. Le sixième chapitre traitera d'un article soumis 

à la revue British Journal of Pharmacology qui s'intitule Ischemic 

preconditioning in isolated rat heart is mediated by endogenous cannabinoids. 

Finalement, la discussion générale et la conclusion constitueront le dernier 

chapitre. 



Chapitre premier : Introduction générale 

Les maladies ischémiques cardiaques représentent aujourd'hui encore un 

problème de santé majeur dans les pays industrialisés. En effet, elles comptent 

parmi les maladies les plus débilitantes et une mortalité importante leur est 

associée (1). 

C'est pourquoi, au cours des dernières années, nous avons assisté à un 

engouement important pour la pathophysiologie et les mécanismes impliqués lors 

de l'ischémie et de la reperfusion. Le but de ces travaux était de découvrir les 

mécanismes adaptatifs déployés par le cœur et ses diverses composantes lors de 

l'ischémie et de la reperfusion. Ces études furent conduites dans l'ultime but de 

mieux comprendre les mécanismes de défense du cœur contre l'ischémie. Une 

meilleure compréhension du cœur nous permettra un jour de le rendre plus 

résistant aux effets délétères de l'ischémie et par le fait même améliorer l'arsenal 

thérapeutique déjà existant. 

Au cours des 10 dernières années, l'utilisation d'agents thrombolytiques s'est 

répandue et les procédures invasives de revascularisation révolutionnèrent et 

améliorèrent le sombre pronostic associé aux maladies ischémiques cardiaques. 

Cette technique demeure cependant, à ce jour, la seule option thérapeutique 

disponible pour rétablir la circulation coronaire. Les agents pharmacologiques 

actuellement disponibles agissant seulement sur les symptômes de l'angine tels 

les bêtabloquants, les bloquants des canaux calciques et les dérivés nitrés n'ont 

malheureusement produit que de modestes succès (2). 

L'introduction de cette thèse relatera succinctement les effets délétères produits 

par l'ischémie et la reperfusion au niveau du myocarde et de l'endothélium. 

Également seront traitées dans ce chapitre, les différentes interventions ayant pour 

but la prévention des dommages produits par l'ischémie et la reperfusion. Nous 
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nous attarderons tout particulièrement à un de ces phénomènes appelé 

préconditionnement ischémique. 

1.1 LE MYOCARDE 

1.1.1 Pathogenèse de l'effet délétère de l'ischémie sur le myocarde 

L'ischémie cardiaque survient lors d'un déséquilibre entre l'apport coronaire en 

oxygène et en nutriments et la demande du myocarde pour ces derniers. Le 

travail mécanique du myocarde dépend grandement du métabolisme aérobique, 

qui produit de l'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP). La 

respiration aérobique se produit dans les mitochondries qui occupent environ le 

tiers du volume de chaque myocyte. La respiration mitochodriale ainsi que la 

phosphorylation oxydative sont étroitement couplées et régulées par la 

disponibilité de l'oxygène et de l'adénosine 51-diphosphate (ADP) (3). Donc, on 

comprend aisément que la survie du cœur et de ses diverses composantes 

dépendent grandement de l'oxygène. 

Une diminution du débit coronaire et de la quantité d'oxygène provoquent donc 

d'importantes et progressives altérations métaboliques (4). 	Dans les 

mitochondries, le manque d'oxygène se traduit par un arrêt du transport 

électronique quelques secondes après le début de l'ischémie. 	De façon 

concomitante, la glycogénolyse et la glycolyse anaérobique sont accélérées, 

causant une augmentation des concentrations de NADH, de lactates et d'ions 

hydrogènes (H+) (3). 

Comme la glycolyse anaérobique est beaucoup moins efficace à produire de 

l'ATP (2.1.tM d'ATP par luM de glucose au lieu de 38), les réserves cardiaques 

d'ATP diminuent rapidement (3). En effet, les réserves en ATP sont très limitées. 

Le myocarde contient environ 20µM d'ATP par gramme de tissus sec. Donc, par 
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conséquent, ces faibles réserves permettent de maintenir une activité contractile 

normale pendant moins de 30 secondes. 

À ce manque d'ATP, s'ajoute l'accumulation rapide des produits de diverses 

voies métaboliques. Parmi ces produits, l'on retrouve les lactates, les ions H+  

(résultant en une acidose cellulaire), les phosphates inorganiques, les purines, 

l'ammoniaque ainsi que l'alanine. Tous ensemble, ces métabolites créent une 

charge osmotique considérable dans les myocytes ischémiés (3). 

De son côté, l'accumulation d'ions H+  entre autres, augmente l'échange Na+/11÷  

entraînant l'échange Na+/Ca2+  ce qui contribue à la surcharge en ions calciques 

(Ca2÷) (5). 

L'accumulation de lactates semble reliée à divers problèmes tels : une altération 

du potentiel d'action, un gonflement et une diminution de la capacité des 

mitochondries à phosphoryler (3). 

Lors de l'ischémie surviennent également des dysfonctions membranaires 

associées à des altérations des flux ioniques. Ces modifications jouent un rôle 

prépondérant dans la pathogenèse des complications associées à l'ischémie 

cardiaque. La dissociation électromécanique, la rigidité et la contracture semblent 

être expliquées par la déplétion des réserves en ATP et l'accumulation 

intracellulaire de Ca2+  qui sont provoquées par ces dysfonctions membranaires et 

ioniques(6;7). De plus, les dommages progressifs encourus par la membrane 

cellulaire ont été démontrés comme étant le mécanisme fondamentalement 

responsable de l'irréversibilité du dommage associé à l'ischémie (8;9). 

Lors de l'ischémie cardiaque, les altérations du métabolisme cellulaire se 

déroulent suivant ces trois étapes. En premier lieu, on assiste à de faibles 

modifications du transport ionique, particulièrement des ions potassiques (K+), 

sodiques (Na+), du magnésium (Mg 2+ 	2+  ) et du Ca, deuxièmement, la perméabilité 



4 

de la couche lipidique membranaire augmente et finalement, on assiste à la 

perforation de la membrane cellulaire (9). Au moins quatre voies seraient 

impliquées dans la perte d'intégrité membranaire: premièrement, une dégradation 

des phospholipides membranaires (10), deuxièmement la production et l'insertion 

de lipides amphipathiques qui altèrent la fluidité membranaire (3), troisièmement 

la génération de radicaux libres qui entraînent subséquemment un peroxydation 

des lipides membranaires (11;12) et quatrièmement, les dommages infligés au 

cytosquelette (13;14). 

L'influx de calcium, lui, amène l'activation de phospholipases et de protéases (3). 

De son côté, l'influx de sodium et d'eau entraîne l'cedème cellulaire. 

L'accumulation de sodium et d'eau dans une cellule possédant une membrane 

cellulaire métaboliquement perturbée et détachée de son cytosquelette entraîne la 

rupture de la membrane de cette cellule œdémateuse, produisant ainsi un 

dommage irréversible (14;15). 

1.1.2 Reperfusion cardiaque et effets délétères associés à la reperfusion 

La reperfusion cardiaque représente le moment où est rétabli le débit sanguin 

coronaire après une période d'occlusion coronaire. En clinique, ce phénomène est 

présent chez un patient souffrant d'angine instable, de vasospasmes coronaires ou 

lors d'angioplastie ou de thrombolyse coronaire. 

Les effets délétères associés à la reperfusion peuvent parfois être irréversibles. 

Ces effets résultant de la reperfusion viennent s'additionner à ceux déjà présents 

chez un cœur métaboliquement affecté par l'ischémie. Les effets délétères 

associés à la reperfusion sont multiples. Ils comprennent des anormalités 

métaboliques post-ischémiques, des dysfonctions contractiles, des troubles du 

rythme, des obstructions microvasculaires post-ischémiques qui ont pour effet de 

diminuer grandement ou tout simplement empêcher toute reperfusion du territoire 

irrigué par ces vaisseaux (3). Également, la reperfusion peut entraîner la mort de 



5 

myocytes qui étaient encore viables au début de cette procédure. Elle peut 

également accélérer la dégénération cellulaire, affaiblir le myocarde en 

augmentant le nombre de neutrophiles et la production de radicaux libres et en 

accélérant la libération d'enzymes intracellulaires et de protéines provenant de 

cellules endommagées (8). 

Au moins trois voies participent aux effets délétères de la reperfusion (16). Le 

premier mécanisme implique une surcharge calcique. En effet, la reperfusion 

exacerbe la surcharge calcique via les échangeurs Na+/H+  et Na+/Ca2+. 

L'importante surcharge calcique entraîne la calcification de mitochondries et la 

mort des myocytes (17;18). Le second mécanisme se rapporte à la surcharge 

osmotique intracellulaire secondaire à l'accumulation de métabolites au cours de 

l'ischémie. Lors de la reperfusion, le volume extracellulaire prend de l'expansion 

et l'hyperosmolarité de la cellule crée un flux osmotique ce qui provoque 

l'oedème cellulaire pouvant même aller jusqu'à la rupture de la membrane 

cellulaire. Une production massive de radicaux libres à partir de l'oxygène 

constitue la troisième voie pouvant expliquer les dommages cellulaires observés 

lors de la reperfusion (3). 

Mais heureusement, la reperfusion a également le potentiel de sauver le myocarde 

ischémique. L'effet net dépend donc de la sévérité et de la durée de l'ischémie 

précédant la reperfusion (19). 

Donc, la reperfusion post-ischémique peut accélérer la progression vers la mort 

des myocytes durement affectés par l'ischémie et sauver ceux qui furent 

légèrement atteints. De façon générale, la reperfusion permet de sauver le 

myocarde surtout si elle est effectuée de façon précoce. 	Elle demeure 

l'alternative la plus efficace dans le traitement des maladies ischémiques 

cardiaques aiguës (20;21). 
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1.2 L'ENDOTHELIUM CORONAIRE 

Il y a seulement quelques années, l'endothélium coronaire était considéré 

uniquement comme une barrière non-thrombogénique séparant le sang des 

cellules musculaires lisses vasculaires. 	On préconisait alors que le tonus 

vasculaire était surtout sous le contrôle du système nerveux sympathique et des 

hormones vasoactives. 

La découverte que l'endothélium pouvait également synthétiser des 

vasodilatateurs tels le monoxyde d'azote (NO) et la prostacycline déclencha un 

énorme engouement pour la fonction endothéliale et pour son rôle physiologique 

et pathologique dans le contrôle du tonus vasculaire. D'autres substances 

produites par l'endothélium possèdent également un effet vasomoteur, parmi elles 

l'on retrouve : le facteur hyperpolarisant de l'endothélium (22) et l'endothéline 

(23). Depuis ces travaux, il est maintenant établi que l'endothélium est un organe 

métaboliquement actif tant au niveau paracrine qu'autocrine. 

L'endothélium influence non seulement le tonus vasculaire, il affecte également 

le remodelage vasculaire, l'homéostasie et la coagulation en modulant l'action des 

plaquettes et en synthétisant divers composés ayant des effets anticoagulants et 

fibrinolytiques. D'autre part, l'endothélium semble être un important modulateur 

de l'inflammation. Donc, toute anormalité de la fonction endothéliale joue un 

rôle de premier plan dans la pathogenèse de la maladie coronaire. 

1.2.1 Facteurs synthétisés par l'endothélium 

1.2.1.1 Facteurs vasodilatateurs 

L'endothélium produit des substances vasodilatatrices en réponse à divers stimuli 

comme les neurotransmetteurs, les hormones, les facteurs dérivés des plaquettes 

et les facteurs impliqués dans la coagulation (fig.1). Les forces de cisaillement 

exercées par le sang circulant induisent également une vasodilatation dépendante 
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de l'endothélium. Un des premiers médiateurs de la vasodilatation dépendante de 

l'endothélium à être identifié fut le monoxyde d'azote (NO) (24). Le NO est 

formé à partir de la L-arginine par l'oxydation de l'azote situé sur la guanidine 

terminale (24). L'enzyme catalysant cette réaction est la NO synthase et est 

présente de façon constitutive sous différentes isoformes dans les cellules 

endothéliales (eNOS), les plaquettes et dans le cerveau (nNOS) (25). Il existe 

également une forme inductible (iNOS) présente au niveau du muscle lisse 

vasculaire, de l'endothélium et des macrophages. Elle est synthétisée lors de 

processus inflammatoires (26). 

Lorsque produit, le NO diffuse autant de façon abluminale que de façon luminaire 

permettant une interaction avec les éléments figurés du sang ainsi qu'avec le 

muscle lisse vasculaire sous-jacent. 

Le NO exerce son action en activant une guanylate cyclase soluble, ce qui amène 

la formation de GMPc (26). Dans les plaquettes, une augmentation du GMPc se 

solde par une diminution de leur agrégation et de leur adhésion. D'ailleurs, les 

plaquettes possèdent leurs propres NO synthases qui régule leur capacité à 

s'agréger (26). Plus intéressant encore, les plaquettes sécrètent des substances 

telles l'adénosine di ou triphosphate et de la sérotonine qui à leur tour amènent la 

libération endothéliale de NO et de prostacycline (27). De plus, l'enzyme jouant 

un rôle majeur dans la cascade de la coagulation, la thrombine, stimule la 

formation de NO par l'endothelium (28). En conséquence, lorsque les plaquettes 

et la cascade de la coagulation sont activées, immédiatement, les cellules 

endothéliales relâchent du NO et de la prostacycline. Ce phénomène induit une 

vasodilatation et inhibe l'agrégation plaquettaire et par le fait même, prévient la 

vasoconstriction et la formation de thrombus (26) (fig.2). 
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Figure 1.1 : Facteurs vasoactifs produits par l'endothélium. Adapté de (26) 
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En plus du NO, la prostacycline est libérée des cellules endothéliales en réponse 

aux forces de cisaillement, à l'hypoxie et plusieurs autres agonistes qui amènent 

la libération de NO (26). Elle produit son effet principalement en activant 

l'adénylate cyclase, ce qui augmente les taux de 3, 5'-adenosine monophosphate 

(AMPc) dans le muscle lisse et les plaquettes (29) (fig.1). Au niveau des 

plaquettes, le NO et la prostacyline inhibent de façon synergique l'agrégation 

plaquettaire (30)(fig.2). 

Pour ce qui est de la circulation coronaire, la vasodilatation à la sérotonine ou à la 

bradykinine ne peut être complètement abolie par l'utilisation concomitante 

d'inhibiteurs de la voie du NO et de celle des prostaglandines (31;32). Cette 

vasodilatation impliquant un ou des médiateurs inconnus semble être provoquée 

par une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires. C'est 

pourquoi, ces substances inconnues furent nommées facteurs hyperpolarisant 

dérivés de l'endothélium (EDHF)(33) (fig.1). Depuis, certains candidats ont été 

proposés. Par exemple, l'équipe de Busse suggère que l'EDHF pourrait être un 

produit du cytochrome P450 2C8/34 tel que l'acide 11,12-epoxyeicosatrienoïque 

(34). Certains avancent que le facteur hyperpolarisant pourrait être simplement 

du potassium libéré des cellules endothéliales par les canaux potassiques 

dépendants du calcium (35), mais ce dernier candidat est remis en question par 

une autre équipe (36). D'autres suggèrent que des cannabinoïdes synthétisés de 

façon endogène pourraient être cet inconnu (37-39), mais cette fois-ci encore la 

véracité de cette hypothèse est discutée (40). 

1.2.1.2 Facteurs vasoconstricteurs 

L'endothélium peut également produire des facteurs vasoconstricteurs(41) (fig.1). 

Parmi eux, l'on retrouve : l'endothéline, les produits du système rénine-

angiotensine et des prostaglandines vasoconstrictrices telles la thromboxane A2 et 

la prostaglandine H2. 
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L'endothéline endothéliale est synthétisée sous la forme de préproendothéline, qui 

est par la suite convertie en big endothéline avant d'être à son tour transformée en 

endothéline sous l'action de deux enzymes, l'enzyme de conversion de 

l'endothéline 1 et 2. Sa synthèse est stimulée par la thrombine, le transforming 

growth factor p,, l'interleukine-1, l'épinéphrine, l'angiotensine II et la 

vasopressine (42) (fig.1). 

L'endothéline possède deux actions, elle peut agir à la fois comme un 

vasoconstricteur et comme un vasodilatateur. Lorsqu'elle agit sur la cellule 

endothéliale, l'endothéline stimule la libération de NO et de prostacycline qui a 

leur tour diminuent la production d'endothéline et du même coup son effet 

vasoconstricteur sur le muscle lisse. 

Il existe deux sous-types de récepteurs à l'endothéline, le récepteur ETA  et le 

récepteur ETB  (43;44). Tous deux sont des récepteurs à sept passages 

transmembranaires couplés à une protéine G et liés aux phospholipases C et aux 

protéine kinases C. Les cellules endothéliales expriment le récepteur ETB  qui est 

associé à la formation de NO et de prostacycline, ce qui explique l'effet dilatateur 

transitoire observé chez des animaux où l'endothélium est fonctionnel. De leur 

côté, les cellules musculaires lisses vasculaires expriment les récepteurs ETA  et 

ETB  qui médient la vasoconstriction et la prolifération cellulaire (26). 

D'autres substances sont également synthétisées par la cellule endothéliale. 

Certains auteurs ont rapporté la présence d'enzyme de conversion de 

l'angiotensine qui participe à la synthèse de l'angiotensine (45). D'autres groupes 

ont observé que dans certains vaisseaux, l'acétylcholine, l'histamine et la 

sérotonine pouvaient induire des vasoconstrictions qui étaient dépendantes de 

l'endothélium et qui étaient médiées par les thromboxanes A2 ou par les 

prostaglandines H2 (26)(fig.1). 
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1.2.2 Pathologies impliquant une dysfonction endothéliale 

Par le passé, la majorité des études sur la fonction endothéliale furent effectuées 

dans des conditions non-pathologiques où l'endothélium répond normalement à 

divers stimuli tels les forces de cisaillement ou encore divers agents 

pharmacologiques. 
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Figure 1.2 : Complications de la dysfonction endothéliale 
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Récemment, des dysfonctions endothéliales ont été documentées chez des patients 

souffrant d'athérosclérose (46-48), d'hypercholestérolémie (49), d'hypertension 

(50), de diabète (51), chez les fumeurs (52) et chez les personnes âgées (53;54). 

Également, certains auteurs ont rapporté que l'ischémie et la reperfusion 

pouvaient altérer la fonction endothéliale, et ce autant dans les vaisseaux 

coronaires de conductance (55;56) que dans ceux de résistance (57). De plus, 

cette dysfonction semble s'étendre au-delà de la zone d'atteinte primaire. En fait, 

des patients souffrant d'angine stable due à l'atteinte d'une seule artère 

démontrent une capacité vasodilatatrice réduite non seulement dans les territoires 

perfusés par l'artère sténosée, mais également dans des régions irriguées par des 

artères diagnostiquées comme normales à l'angiographie (58-60). 

1.2.3 Le rôle de l'endothélium dans le remodelage vasculaire 

La dénudation mécanique de l'endothélium entraîne l'activation des plaquettes et 

l'adhésion des leucocytes. Pis encore, après quelques jours, une hyperplasie 

intimale se développe au site de la lésion (26). Cela suggère que les cellules 

endothéliales jouent un rôle important en freinant le remodelage de la structure 

vasculaire. Lorsqu'il y a dénudation endothéliale, les plaquettes causent une 

vasoconstriction (via la libération de thromboxanes A2 et de sérotonine (61)) et 

stimulent la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses 

vasculaires (fig.2) (via entre autres la libération du platelet-derived growth factor 

(PDGF) (62)). 

D'autre part, les cellules endothéliales sont une source importante de facteurs 

influençant la croissance cellulaire. En conditions physiologiques, l'effet anti-

prolifératif prévaut, ce qui explique pourquoi les cellules de la paroi des vaisseaux 

sanguins demeurent quiescentes et ne prolifèrent pas (26). Dans ces conditions, 

les héparan sulfates, le NO et le TGF(31  inhibent la migration et la prolifération du 

muscle lisse vasculaire (63-65). Lors de processus pathologiques, l'endothélium 

produit majoritairement des facteurs de croissance, particulièrement le PDGF et 
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l'epidermal growth factor et l'on assiste alors à la prolifération cellulaire (66). 

Donc, en présence de dysfonction endothéliale, la production de facteurs inhibant 

la croissance cellulaire est diminuée et parfois même inexistante, ce qui peut 

entraîner un remodelage vasculaire inapproprié (fig.2). 

1.2.4 Le rôle de l'endothélium dans la coagulation 

Les plaquettes, ces fragments cellulaires anucléés provenant de la moelle osseuse, 

possèdent des mécanismes de reconnaissance des sites vasculaires endommagés. 

Lorsqu'elles sont en présence de ces sites, elles s'activent et adhèrent rapidement 

à la zone lésée (26). Les plaquettes sont régulièrement impliquées dans la 

pathogenèse de syndromes coronaires aigus. Lorsque activées, les plaquettes 

libèrent plusieurs substances possédant des effets vasculaires, comme l'adénosine 

diphosphate (ADP) et triphosphates (ATP), les thromboxanes A2, la thrombine et 

la sérotonine (26). Ces agents possèdent un effet sur les autres plaquettes et sur la 

paroi vasculaire (fig.2). 

La thrombine, un puissant stimulateur de l'agrégation plaquettaire, amène 

l'endothélium à produire et libérer du NO et/ou de la prostacycline qui eux sont 

d'importants inhibiteurs de la fonction plaquettaire (26)(fig.1). Également, 

l'activation des plaquettes pousse l'endothélium à produire du NO par la 

libération d'ADP, d'ATP et de sérotonine. Ce phénomène a été observé entre 

autres chez l'humain au niveau des artères coronaires et de l'artère thoracique 

interne (61). En conséquence, en présence d'endothélium intact, les plaquettes 

produisent une vasodilatation dépendante de l'endothélium et inhibent 

l'agrégation plaquettaire via la production par les cellules endothéliales de NO et 

de prostacycline aux sites où les plaquettes sont activées, ce qui tend à désagréger 

et à éliminer la formation et les résidus du caillot. En contrepartie, lorsque 

l'endothélium vasculaire est endommagé, par exemple post-angioplastie ou post-

ischémie, les plaquettes provoquent une contraction vasculaire et s'agrègent, 

particulièrement dans le cas où elles furent stimulées par la thrombine (67) (fig.2). 
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Tous ces résultats suggèrent très fortement que la dysfonction endothéliale peut 

aider à identifier les patients à risque de développer des maladies ischémiques 

cardiaques. De plus, le processus d'athérosclérose semble intimement relié à la 

présence et à la sévérité de la dysfonction endothéliale. Par exemple, la 

dysfonction endothéliale semble impliquée dans la pathogenèse de l'angine stable. 

Dans des lits vasculaires coronaires sains, la résistance vasculaire est déterminée 

par la microvasculature. Lors d'athérosclérose, la lumière de ces vaisseaux est 

rétrécie, ce qui augmentent la résistance (68). De plus, on assiste à une 

dysfonction endothéliale qui entraîne une aggravation de la régulation du flux 

sanguin déjà altéré. Il a été démontré que la dysfonction endothéliale seule peut 

mener à l'ischémie cardiaque (69), et ce même en absence de sténose (70). 

D'ailleurs, la dysfonction endothéliale elle-même peut amener un déséquilibre 

entre l'apport en oxygène et sa demande (68). Ceci peut probablement expliquer 

en bonne partie le phénomène circadien de l'angine de poitrine qui survient 

préférentiellement le matin lorsque le tonus sympathique est à son plus haut. 

Maintenant, comment la dysfonction endothéliale peut-elle contribuer à 

l'ischémie et à l'infarctus du myocarde? 

Une réponse anormale à la sérotonine en présence de dysfonction endothéliale 

peut s'avérer particulièrement grave dans certaines maladies coronaires 

impliquant la participation des plaquettes dans la physiopathologie (71). En 

présence de dysfonctionnement endothélial, la réponse vasoconstrictrice exagérée 

en réponse aux produits relargués par les plaquettes peut initier la rupture de la 

plaque d'athérome. En effet, la formation de thrombus entraîne la libération de 

diverses substances vasoactives, en particulier la sérotonine et la thrombine 

(72;73). Lors de dysfonctionnement endothélial, ces deux agents deviennent de 

puissants vasoconstricteurs bien qu'en présence d'endothélium sain, ces derniers 

produisent une vasodilatation (74). Comme décrit précédemment, en conditions 

physiologiques, l'endothélium prévient donc la formation de thrombus en libérant 
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des substances anti-coagulantes comme le NO, la prostacycline, par les molécules 

d'héparines présentes à sa surface et en produisant des activateurs tissulaires du 

plasminogène (t-PA) (68). 	Bref, lorsque l'intégrité fonctionnelle de 

l'endothélium est atteinte, il y a promotion de la formation de thrombus. 

De plus, une dysfonction endothéliale peut entraîner de graves problèmes au 

niveau de la microcirculation coronaire (46;47). En effet, lors d'exercice, on 

assiste à une augmentation de la demande en oxygène et en nutriments. En 

présence d'un endothélium sain, il y aura libération de diverses substances 

vasodilatatrices qui équilibre l'offre à la demande. Si l'endothélium n'est pas 

parfaitement fonctionnel, on assistera à une ischémie cardiaque et peut-être même 

à un infarctus (48). 

De plus, après un infarctus, la vasodilatation coronaire dépendante de 

l'endothélium dans la zone infarctiée reste profondément affectée, malgré une 

recanalisation produite par thrombolyse (75-77). Cette détérioration fut attribuée 

à la dysfonction endothéliale des vaisseaux de résistances présents dans le tissus 

infarctié (77). Uren et son équipe démontrèrent que, chez les patients souffrant 

d'infarctus du myocarde aigu, la vasodilatation coronaire est significativement 

affectée tant au niveau de la zone infarctiée, qu'au niveau de la zone dite saine 

(59). Ils observèrent même une importante réduction de la réponse aux 

vasodilatateurs dépendants de l'endothélium qui perdura pendant six mois, 

suggérant que cette détérioration de la fonction endothéliale persiste longtemps 

après la recanalisation. 

1.2.5 Dysfonction endothéliale et infarctus du myocarde 

Lorsque fonctionnel, l'endothélium vasculaire empêche la formation de thrombus 

et exerce un effet vasodilatateur sur le système cardio-vasculaire tout entier (78). 

Une atteinte des cellules endothéliales ou l'exposition de celles-ci à certaines 

cytokines ayant un effet pro-inflammatoire se solde par l'expression de facteurs 
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tissulaires, de molécules d'adhésion et par l'induction de la coagulation (78-80). 

De plus, ces processus inflammatoires et leurs médiateurs ont été démontrés 

comme affectant la vasodilatation dépendante de l'endothélium (81;82). 

La production continue de NO produit un effet vasodilatateur basal sur le système 

cardio-vasculaire humain, inhibe l'adhésion des plaquettes et des leucocytes aux 

parois vasculaires, prévient l'agrégation plaquettaire et inhibe la croissance 

cellulaire du muscle lisse (83;84). Un endothélium intact est essentiel à la 

prévention de la vasoconstriction et des effets pro-aggrégants induits par les 

plaquettes. 	Récemment, il a été démontré que certaines cytokines pro- 

inflammatoires (particulièrement le TNFa) pouvaient inhiber la capacité des 

cellules endothéliales à générer du NO et/ou certaines prostaglandines 

vasodilatatrices et anti-coagulantes (82;84-86). Ces effets délétères ont été 

observés tant chez l'animal (86) que chez les sujets sains (81;82) et perduraient 

plusieurs jours. 

Les mécanismes soutenant cette dysfonction temporaire de la fonction 

endothéliale sont encore pour l'instant inconnus. Cependant, des traitements à 

l'aide de glucocorticoïdes, d'aspirine à dose anti-inflammatoire ou d'antioxydants 

offrirent tous une protection dans les modèles expérimentaux (81;82;87), 

suggérant que les prostaglandines et/ou la génération de superoxydes semblent 

participer à ce phénomène. 

Ces modifications de la réactivité vasculaire provoquent un déséquilibre qui 

favorise les facteurs impliqués dans la thrombose et le vasospasme. Ceci semble 

expliquer du moins en partie la pathogenèse des maladies thromboemboliques 

(88). Certaines études expérimentales et épidémiologiques suggèrent même que 

la dysfonction endothéliale suivant l'ischémie ou l'inflammation peut constituer 

un facteur de risque important de l'infarctus du myocarde et de l'angine instable 

et donc, doit être prévenue. 
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Dans le territoire vasculaire atteint où se développe l'infarctus, on observe une 

hyper-réactivité des vaisseaux de résistance (probablement due à une dysfonction 

endothéliale pré-existante) en réponse aux substances libérées par les plaquettes 

(comme la sérotonine, l'ADP et les thromboxanes) (89). Ces dernières ont un 

effet vasoconstricteur sur le muscle lisse vasculaire de la zone où se forme le 

thrombus mais elles produisent également une constriction des vaisseaux situés en 

aval, tel que suggéré par une perfusion intracoronaire de sérotonine (71). Lors de 

dysfonction endothéliale, il y a une augmentation de la réponse des vaisseaux de 

résistance aux stimuli vasoconstricteurs, ce qui a pour effet d'étendre l'ischémie 

au pourtour de la zone infarctiée contribuant à l'atteinte de la fonction 

ventriculaire et à l'extension de la nécrose(89). 

Comme la fonction endothéliale joue un rôle primordial dans la survie du cceur 

entier, il est donc impératif de la protéger lors d'agression comme l'ischémie 

cardiaque. La prévention et le traitement de la dysfonction endothéliale doit 

devenir la pierre angulaire du traitement de certains syndromes comme l'angine, 

qu'elle soit stable ou instable, et de l'infarctus du myocarde. Mais pour arriver à 

une prévention et à un traitement efficaces, il faut s'efforcer de connaître le rôle 

physiologique et pathophysiologique joué par l'endothélium en conditions 

normales ou pathologiques, comme par exemple lors de l'ischémie et de la 

reperfusion. De cette façon, on pourra prévenir les complications associées à une 

dysfonction endothéliale. 

1.3 INTERVENTIONS CARDIOPROTECTRICES 

Au cours des dernières décennies, les conséquences physiopathologiques de 

l'ischémie du myocarde chez l'homme ont reçu beaucoup d'attention. Mais 

aucune thérapie, sauf celles visant la reperfusion du myocarde, n'eurent de succès 

tangible. Cependant, en 1986, Murry et ses collaborateurs firent une intéressante 

observation qui pouvait paraître paradoxale à première vue (90). En fait, ils 

démontrèrent que le myocarde possédait une certaine aptitude à s'adapter à 
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l'ischémie. Ce phénomène fut baptisé préconditionnement ischémique. Cette 

découverte permit d'espérer qu'un jour, on trouvera enfin un traitement efficace et 

qu'on pourra peut être prévenir les maladies ischémiques cardiaques. 

1.4 PRÉCONDITIONNEMENT ISCHÉMIQUE 

Jusqu'à tout récemment, il était convenu que des périodes intermittentes 

d'ischémie amènent des dommages cumulatifs au myocarde (91). 

Cependant, quelques chercheurs ont démontré qu'il existait vraisemblablement un 

mécanisme protecteur endogène du myocarde. En effet, de courtes périodes 

d'ischémie suivies par des périodes de reperfusion, paradoxalement, augmentaient 

la résistance du cœur au dommage ischémique subséquent (90). 

1.4.1 Historique 

En 1986, Reimer et coll. examinaient la contribution de la déplétion des réserves 

d'ATP et d'ADP et de l'accumulation de catabolites dans le développement du 

dommage ischémique. Ils développèrent des protocoles où les concentrations 

d'ATP et de catabolites étaient mesurées après une série de quatre périodes 

d'occlusion coronaire de 10 minutes. Ces résultats furent comparés aux 

concentrations d'ATP obtenues après une seule occlusion de 40 minutes (92). 

Après 40 minutes, les taux d'ATP chez les chiens ayant subit les quatre 

occlusions de 10 minutes étaient supérieurs à ceux des chiens qui n'avaient subit 

qu'une seule période d'ischémie de 40 minutes (92). De plus, ils notèrent que sur 

les sept chiens exposés aux quatre occlusions, six ne développèrent pas de nécrose 

du myocarde (92). Ce paradoxe, démontrant que des périodes intermittentes 

d'ischémie ne sont pas additives mais produisent un effet protecteur, fut testé en 

1986 par Murry et coll. (90). Ils exposèrent les cœurs de chien à quatre cycles 

d'ischémie suivis par quatre périodes de reperfusion. Par la suite, les cœurs furent 

exposés à une période d'ischémie prolongée de quatre-vingt-dix minutes. En 



20 

utilisant ce protocole, ils observèrent une diminution de la taille de l'infarctus 

dans le groupe ayant subit 4 périodes d'ischémie-reperfusion comparativement au 

groupe contrôle. 

Depuis, l'efficacité du PCI fut démontrée dans plusieurs espèces (rat (93), lapin 

(94), cochon (95) et humain (96)). Il fut également observé que le PCI était 

reproductible dans plusieurs autres organes comme le cerveau (97;98), la moelle 

épinière (99), la rétine (100), le foie (101), les poumons (102), le rein (103), 

l'intestin grêle et le muscle squelettique (104;105). 

Le nombre de périodes ischémiques requises pour induire le PCI dépend de 

l'organe et de l'espèce. Murry et coll ont établi que quatre périodes de 5 minutes 

étaient suffisantes pour induire le PCI chez le cœur de chien. Liu et coll 

démontrèrent que trois cycles de trois minutes d'ischemie-reperfusion pouvaient 

préconditionner le cœur de rat (106). Une unique période ischémique de cinq 

minutes fut suffisante pour induire le PCI dans le cœur de lapin (94). Au niveau 

de cœur humain, deux cycles de deux minutes induisirent le PCI (107). 

Presque, mais pas toutes (108;109)les études conclurent que ces courtes périodes 

d'ischémie n'entraînaient pas d'effet « cumulatif ou dose-dépendant» (110;111). 

En effet, Liu et coll. démontrèrent qu'il n'y avait pas d'avantage à utiliser 

plusieurs périodes ischémiques, comparativement à une seule, afin d'induire le 

préconditionnement (110). Même, certains groupes ont rapporté qu'en plus de ne 

pas avoir d'effet additif, le fait de préconditionner en utilisant plusieurs périodes 

d'ischémie pouvait diminuer la réponse protectrice produite par le PCI et même 

en soi causer un infarctus (112;113). 

Il existe également de très grandes variations inter-espèces dans la durée de la 

protection induite par le PCI. Par exemple, la protection cardiaque est perdue 

après 30 minutes chez le cœur de lapin (114), après une heure chez le rat (93) et 
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deux heures chez le chien (115). La durée d'action du PCI chez l'humain 

demeure pour l'instant encore inconnue. 

D'autres stimuli tels : la tachycardie, l'hypoxie et les agents pharmacologiques 

ont été rapportés comme pouvant préconditionner le myocarde (116). Par 

exemple de brèves périodes d'hypoxie (117;118) et de courts épisodes de 

dilatation du myocarde (119) peuvent remplacer l'ischémie et rendre le cœur de 

rat, de lapin et de chien plus résistant à une ischémie subséquente. 

Une autre façon peu orthodoxe de préconditionner le cœur est l'ischémie à 

distance. En fait, une évidence développée à l'aide d'un modèle mathématique 

dans les laboratoires de Kloner prédisait qu'une brève période ischémique 

produite dans n'importe quelle partie du cœur pouvait initier une protection 

globale et rendre le myocarde non-ischémié plus résistant à l'infarctus (120). Ce 

qui fut confirmé la même année par le même groupe chez le chien (121). On 

nomma ce phénomène préconditionnement à distance. 	Certaines études 

rapportèrent même qu'il était possible d'induire une cardioprotection chez le rat et 

chez le lapin à partir de brèves périodes d'ischémie produites au niveau des reins, 

du lit mésentérique et du muscle squelettique (122;123), suggérant qu'un bref 

stimulus ischémique provenant d'un tissu non-cardiaque pouvait préconditionner 

le cœur. 

1.4.2 La « seconde fenêtre» du préconditionnement ischémique 

Comme mentionné précédemment dans cette thèse, l'efficacité du PCI, comme 

défini initialement par Murry et coll (90), disparaît si la période séparant la 

préconditionnement et l'ischémie subséquente dépasse une à deux heures 

(115;124). Cependant, en 1993, deux laboratoires ont simultanément rapporté 

que la réponse produite par le PCI est biphasique et réapparaît au bout de vingt-

quatre heures. Ces travaux furent reproductibles tant chez le lapin (125) que chez 

le chien (126). Le terme seconde fenêtre de protection fut à la fois inventé pour 
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décrire cette deuxième phase de protection à apparition différée et pour distinguer 

ce préconditionnement à retardement de celui considéré comme « classique ». 

Comme le but de cette thèse n'est pas d'étudier la seconde phase du 

préconditionnement ischémique, nous arrêterons ici la description de ce 

phénomène. 

1.4.3 Les fonctions physiologiques affectées par le préconditionnement 

ischémique et leurs conséquences 

En plus de diminuer la taille de l'infarctus (90;127), le PCI peut réduire 

l'incidence des arythmies associées à l'ischémie-reperfusion (128-130), améliorer 

la récupération de la fonction ventriculaire (131;132), diminuer l'accumulation de 

catabolites et ralentir le métabolisme ischémique (127) (tableau 1). 
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Tableau LI Paramètres protégés par le préconditionnement ischémique 

Paramètres 
	 Commentaires 

Réduction de la taille de l'infarctus 

Ralentissement de la déplétion des taux 
d'ATP 

Amélioration de la récupération de la 
fonction contractile 

Réduction de l'incidence des arythmies 
associées à l'ischémie et à la 
reperfusion 

Diminution de l'apoptose 

Préservation de la fonction endothéliale 

Diminution de la thrombose induite par 
les plaquettes 

Étalon maître du PCI (reproductible 
dans presque tous les modèles) 

Déterminer la première fois chez le 
chien; peut être inchangé ou accéléré 
chez le rat et le lapin 

Peut survenir secondairement à la 
diminution de la taille de l'infarctus ou 
à l'augmentation de la survie des 
cardiomyocytes 

Dépendant de l'espèce et du modèle. 
Par exemple, le PCI produit un effet 
antiarythmique chez le rat, mais peut 
être proarythrnique chez le chien 

Récemment observée chez le rat, reste à 
être confirmée chez les autres espèces 

Rapportée chez le chien et le rat, reste à 
être démontrée chez les autres espèces 

Récemment documentée dans le modèle 
canin. 	Reste à être confirmée ou 
infirmée dans les autres modèles 
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1.4.3.1 Ralentissement de la déplétion des taux d'ATP 

Murry et ses collaborateurs furent les premiers à démontrer que le PCI pouvait 

diminuer le rythme de la déplétion des taux d'ATP chez les chiens 

préconditionnés (133). Mais ceci ne fut pas reproductible dans tous les modèles 

expérimentaux. Dans les modèles de cœur isolé de rat et de lapin globalement 

ischémiés, il a été rapporté que la vitesse de déplétion de l'ATP était inchangée 

(134) et même dans certains cas accélérée (135). 

1.4.3.2 Récupération de la fonction contractile 

Un des paramètres les plus étudiés de la cardioprotection induite par le PCI est, 

particulièrement dans des modèles de cœurs isolés, la récupération de la fonction 

contractile du ventricule gauche. En 1984 (c'est à dire avant que soit publié le 

premier rapport sur les effets protecteurs du PCI), Neely et Grotyohann 

rapportèrent, chez le cœur de rat isolé, qu'une perfusion de 10-15 minutes à 

l'aide d'un tampon anoxique améliorait la récupération ventriculaire post-

ischémique (136). Par la suite d'autres études vinrent confirmer que le PCI 

pouvait améliorer la récupération post-ischémique du ventricule gauche 

(137;138). Cependant, contrairement aux résultats obtenus à l'aide de cœurs 

isolés, certaines études ont démontré que, chez le chien et le porc in vivo, le PCI 

n'a pu prévenir l'effet d'étourdissement (stunning) de la fonction ventriculaire 

observé à la reperfusion (95;139). 

1.4.3.3 Altérations électrocardiographiques 

Birnbaum et coll. démontrèrent que cinq brèves périodes ischémiques pouvaient 

prévenir les modifications à l'électrocardiogramme chez le cœur de lapin (140). 

Cependant, chez le porc, quatre périodes de 15 minutes de ligature coronaire 

exacerbèrent la détérioration électrocardiographique (141). Cette controverse 

vient peut être du fait que la durée (15 minutes) de la période ischémique utilisée 
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par ce groupe pour induire le PCI était trop longue et provoquait elle-même un 

dommage important au niveau du myocarde. 

L'analyse des travaux étudiant l'effet du PCI au niveau des troubles du rythmes 

associés à l'ischémie et à la reperfusion entraîne les mêmes controverses. Chez le 

rat, il existe une multitude d'évidences que le PCI est associé à une réduction des 

extrasystoles, des tachycardies ventriculaires et des fibrillations réversibles 

(93;128;130;142). 	En revanche, chez le chien, les résultats sont plutôt 

contradictoires (142;143). 	La situation devient d'autant plus compliquée 

lorsqu'on ajoute le modèle porcin. En effet chez le porc, le PCI semble être 

proarythmique, l'incidence de fibrillations ventriculaires y est augmentée, le seuil 

de la fibrillation abaissé et la durée du potentiel d'action diminuée (141;144). 

Cette fois-ci encore, cette disparité peut être partiellement expliquée par la durée 

de la période ischémique utilisée afin d'induire le PCI. 

1.4.3.4 Effets vasculaires 

Comme nous l'avons expliqué précédemment, l'ischémie en plus d'infliger des 

dommages aux cardiomyocytes, produit un effet délétère sur la vasculature 

coronaire et une perte de la vasodilatation dépendante de l'endothélium, ce qui se 

solde par une diminution de la réserve coronaire dépendante de l'endothélium. 

DeFily et Chilian démontrèrent à l'aide d'un modèle de microscopie sur les 

artérioles coronaires provenant de l'épicarde de chien, que la vasodilatation 

dépendante de l'endothélium était préservée chez les cœurs préconditionnés (57). 

De leur côté, Richard et coll. (145) ainsi que Kaeffer et coll. (146) à l'aide de 

segments d'artères coronaires de rat, rapportèrent que le PCI pouvait protéger la 

fonction endothéliale de ces artères contre les effets délétères de l'ischémie et de 

la reperfusion. Donc le PCI est reproductible au niveau de la fonction 

endothéliale. 
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1.4.3.5 L'agrégation plaquettaire 

Continuant dans la même veine, Kloner et son équipe voulurent savoir si le PCI, 

en préservant la fonction endothéliale, pouvait prévenir l'adhésion et l'agrégation 

plaquettaire. Ils découvrirent, à l'aide d'un modèle de chiens anesthésiés, que la 

thrombose dans les coronaires ou les carotides endommagées et sténosées était 

significativement atténuée chez les chiens ayant subit un PCI avant la sténose 

coronaire ou carotidienne, comparativement aux animaux témoins (147;148). 

1.4.4 Modèles pathologiques ou sénescents et préconditionnement ischémique 

Jusqu'à maintenant le PCI, sauf quelques rares exceptions, fut étudié et 

caractérisé chez des animaux sains, jeunes et ne présentant aucune maladie 

cardiovasculaire. Il est évident que ces modèles ne représentent pas parfaitement 

la population type chez laquelle le PCI ou un de ces mécanismes pourront être 

appliqués. Donc, il s'avère primordial d'étudier les effets du PCI chez des 

animaux plus âgés ou souffrant de diabète, d'hypertension, d'hypertrophie 

cardiaque ou d'hypercholestérolémie, ce qui à notre avis reflète beaucoup mieux 

la population cible. 

1.4.4.1 Modèles pathologiques 

Il y a de plus en plus d'évidences démontrant que le PCI est reproductible chez les 

rats souffrant d'hypertension, d'hypertrophie cardiaque ou de diabète. En effet, 

en utilisant un modèle d'hypertension et d'hypertrophie induites par le DOCA 

(acétate de déoxycorticostérone) et le sel, Speechly et coll. rapportèrent une 

diminution de la taille de l'infarctus chez les animaux ayant été préconditiormés 

(149). Chez le rat spontanément (SHR) (150) ou transgéniquement (151) 

hypertendu, il fut également démontré que le PCI pouvait améliorer la 

récupération de la contractilité du ventricule gauche lors de la reperfusion post- 

ischémique. 
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De leur côté, Liu et coll. démontrèrent que le PCI produisait une diminution de la 

taille de l'infarctus chez des rats diabétiques, malgré le fait que l'induction du 

diabète par la streptozotocine semble rendre les cceurs plus résistants à l'ischémie 

(152). 

Des résultats contradictoires furent obtenus chez le lapin souffrant 

d'hypercholestérolémie. Par exemple, Szilvassy et coll. démontrèrent que l'effet 

protecteur du PCI au niveau de la récupération ventriculaire et de la pression 

diastolique était inexistant chez les animaux ayant reçus une diète enrichie en 

cholestérol (153). 

1.4.4.2 Modèles d'animaux sénescents 

Actuellement, peu de données sont disponibles sur l'effet qu'a le vieillissement 

sur le PCI. Deux études, toutes deux utilisant comme modèle le cœur de rat isolé 

soumis à une ischémie globale et la récupération du ventricule gauche comme 

index de cardioprotection, conclurent que le PCI était inefficace chez les rats 

Fisher âgés de plus de 50 semaines (154) et chez les rats Wistar âgés de plus de 

24 mois (155). Contrairement à ce qui était attendu, ces chercheurs assistèrent à 

une diminution de la pression développée par le ventricule gauche, à une 

augmentation de l'activité des créatine kinases et à une augmentation de 

l'incidence des fibrillations ventriculaires (154). Bien que les résultats de ces 

deux études soient dérangeants, d'autres études utilisant d'autres modèles 

expérimentaux et d'autres paramètres (taille de l'infarctus) sont nécessaires avant 

de conclure que les effets bénéfiques du PCI disparaissent avec l'âge. 



28 

1.4.5 Les mécanismes proposés impliqués dans le préconditionnement 

ischémique 

1.4.5.1 Hypothèse anatomique 

1.4.5.1.1 Vaisseaux collatéraux 

Initialement, on croyait que la protection produite par le PCI était due à un 

accroissement du débit coronaire via la circulation collatérale (156). Cette 

hypothèse fut par la suite abandonnée, car tous les aspects du PCI ne peuvent être 

uniquement expliqués par l'augmentation du flot collatéral. Afin de vérifier cette 

hypothèse, Murry et coll. injectèrent des microsphères radiomarquées dans 

l'appendice auriculaire du cœur de chien et par la suite, mesurèrent la 

radioactivité tissulaire. Ils démontrèrent qu'il n'y avait pas de différence au 

niveau du débit collatéral entre les chiens préconditionnés et leurs témoins (90). 

Finalement, il existe également une autre évidence qui va à l'encontre de 

l'hypothèse de l'augmentation du flot collatéral coronaire. Certaines espèces 

possédant une circulation coronaire collatérale très limitée, telles le lapin et le rat, 

peuvent tout de même être préconditionnées (93;94). De plus, le PCI est 

également reproductible dans des modèles où les collatérales deviennent d'aucune 

utilité comme par exemple, lorsque le cœur est globalement ischémié. 

1.4.5.1.2 Étourdissement (stunning) du myocarde 

Les périodes ischémiques utilisées afin d'induire le PCI produisent des 

changements réversibles au niveau de la contractilité. Ce phénomène est 

dénommé étourdissement du myocarde. Il fut suggéré que ce phénomène, en 

diminuant les demandes énergétiques, puisse protéger le myocarde contre les 

dommages causés par une ischémie subséquente (157). Si cette hypothèse 

s'avérait vraie, la durée de la protection induite par le PCI se limiterait à la 
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période où le cœur est étourdi. Mais ce n'est pas le cas car dans le PCI 

«classique », la protection induite au niveau du myocarde contre les effets 

délétères de l'ischémie et de la reperfusion est perdue bien avant le retour de la 

contractilité du myocarde à des niveaux normaux (115). 

D'ailleurs, le degré d'étourdissement ne correspond pas au degré de protection. 

En effet, Miura et coll. démontrèrent que le degré d'étourdissement était plus 

important lorsqu'ils utilisèrent un PCI de cinq minutes comparativement à un de 

deux minutes, alors que, la protection induite par ces deux PCIs fut identique 

(111). De leur côté, Matsuda et coll. démontrèrent que le rétablissement de la 

fonction contractile du myocarde à l'aide de la dobutamine au cours de la période 

d'étourdissement ne diminuait pas la protection produite par le PCI (158). Ces 

résultats suggèrent donc que « l'étourdissement du myocarde» n'est pas un acteur 

important du PCI. 

1.4.5.1.3 Effet anti-inflammatoire du préconditionnement ischémique 

Certains groupes proposèrent que le PCI pouvait protéger le myocarde via l'effet 

anti-inflammatoire que possèdent l'adénosine et la noradrénaline (159-164). 

Parmi les effets anti-inflammatoires produits par l'adénosine on retrouve : une 

diminution de la production du TNFot (160), une diminution de l'expression de la 

NO synthase inductible (164), une inhibition de l'adhésion des neutrophiles et des 

dommages causés aux cardiomyocytes (159) et une diminution de l'accumulation 

des neutrophiles suivant l'ischémie et la reperfusion (163). Similairement, les 

agonistes adrénergiques diminuèrent la production de TNFa chez l'humain (161) 

et diminuèrent la libération de monoxyde d'azote et de superoxydes produits par 

les macrophage (162). Comme l'ischémie et la reperfusion induisent des 

dommages au myocarde en partie par des mécanismes inflammatoires, le PCI via 

une production d'adénosine et de noradrénaline pourrait exercer un certain effet 

anti-inflammatoire sur le myocarde et du même coup induirait une protection, 

mais ceci reste encore à déterminer. 
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1.4.5.2 Hypothèse des mécanismes moléculaires 

Comme n'importe quel autre phénomène biochimique, le PCI consiste en une 

cascade d'évènements. En réponse aux stimuli engendrés par le PCI, un signal est 

rapidement généré et il est aussitôt traduit en un message intracellulaire. Par la 

suite, ce message agira sur un effecteur. Le PCI est un phénomène multifactoriel 

activant maintes cascades interagissant les unes sur les autres et démontrant une 

certaine complexité (fig.3). Dans cette thèse, bien que pleinement conscient que 

ceci ne reflète pas la réalité, nous essayerons de réduire ces phénomènes à leur 

plus simple expression, afin de faciliter la compréhension de cet ouvrage. 

1.4.5.3 Médiateurs impliqués ou probablement impliqués dans le 

préconditionnement ischémique 

Plusieurs agents neuroendocriniens, paracriniens et exogènes ont été identifiés 

comme étant des stimuli du PCI. Dans cette liste nos retrouvons : l'adénosine 

(165), l'acétylcholine (166;167), l'angiotensine II (168), la bradykinine (169), le 

calcium (170), les catécholamines (171), l'endothéline (172), l'éthanol (173), le 

monoxyde d'azote (174), les opiacés (175) et les radicaux libres (176) pour n'en 

nommer que quelques uns. 

1.4.5.3.1 Adénosine 

Par le passé, de nombreuses études démontrèrent que l'adénosine, un nucléoside 

endogène produit principalement par la dégradation de l'ATP, pouvait diminuer et 

même prévenir les dommages causés par l'ischémie et particulièrement par la 

reperfusion. Cet effet protecteur est médié par une multitude de mécanismes 

incluant : une adhérence et une cytoxicité reduites des neutrophiles face à 

l'endothélium, une diminution de la production des ions superoxydes, une 

augmentation de la stabilité membranaire et une diminution de la lyse de cette 

dernière, ainsi qu'une hyperpolarisation des myocytes via l'activation des canaux 



rut 
J1U11 

rintityr R, 	R, 

Angll 
Kinines 
NA 
PGs 

1P3  + DAG. 	 

PKC 

PLC 

Opiacés 
Adénosine 	  

e-nucléotidase 

PhosphatidylCholine 

Acide 
Phosphatidique 

? 	? 
Erk 14, p38, SAPK—L--> 
tyrosine kinases --i. 

rItruriiiitiimmtrrt 
11111l11 

PLD 

Effecteurs: 
Canaux KATp 
Cytosquelette 
5'-Nucléotidase 

AMP 

NO 

K+ 

31 

potassiques dépendants de l'ATP entraînant une diminution de l'influx calcique 

(177). 

Figure 1.3: Mécanismes impliqués dans le préconditionnnement ischémique 
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Comme l'adénosine est rapidement formée et atteint des concentrations élevées 

lors de l'ischémie (178), elle fut rapidement pointée du doigt comme étant un 

médiateur du PCI. C'est pourquoi, la majorité des travaux publiés sur le PCI 

porte sur l'adénosine. 

L'adénosine produit son effet physiologique principalement par l'activation de 

trois sous-types de récepteurs purinergiques présents à la membrane cellulaire. 

Au niveau du cœur, le récepteur A1  est principalement localisé sur les cellules du 

myocarde, de son côté, le récepteur A2 est généralement situé sur les cellules 

endothéliales coronaires ainsi que sur les membranes des leucocytes et des 

plaquettes (156). Pour ce qui est du troisième sous-type de récepteur, le A3, sa 

distribution tissulaire demeure encore nébuleuse, quoiqu'une étude suggère qu'il 

serait présent sur les macrophages (165). Quel récepteur est donc impliqué dans 

la réponse cardioprotectrice induite par le PCI? 

L'effet d'une perfusion exogène d'agonistes sélectifs du récepteur A1  fut étudié 

chez des cœurs de lapin (179), de chien (180) et de cochon (181). L'activation du 

récepteur A1  par divers agonistes mima l'effet protecteur du PCI (182). De leur 

côté, Downey et coll. rapportèrent que le prétraitement à l'aide de 8-p-sulfophenyl 

théophylline (SPT) ou de PD 115-199, des antagonistes non-sélectifs des 

récepteurs à l'adénosine, inhiba l'effet du PCI chez le lapin (179). Cependant, 

l'administration de ces antagonistes après le protocole de préconditionnement 

n'entraîna pas la perte de la cardioprotection (179). Ces résultats suggèrent donc 

que l'adénosine joue un rôle important dans l'induction du PCI mais n'est pas 

requise dans le maintien de ce phénomène cardioprotecteur. 

Des études subséquentes effectuées à l'aide d'agents pharmacologiques sélectifs 

pour les sous-types de récepteurs A1, A2 et A3 permirent d'identifier que les sous-

types A1  et A3 (mais pas le A2) sont spécifiquement impliqués dans cette 

cardioprotection (165;182;183). 



33 

À partir de ces résultats intéressants, plusieurs autres laboratoires promptement 

adoptèrent cette hypothèse et vérifièrent si ce phénomène était reproductible dans 

d'autres modèles et espèces. 	La plupart des études, mais pas toutes 

(178;184;185), en activant ou en inhibant les récepteurs A1  ou en manipulant les 

concentrations cardiaques d'adénosine à l'aide d'inhibiteurs du transport des 

nucléosides ou d'inhibiteurs de l'adénosine déaminase, conclurent que chez le 

lapin, le chien et le porc, l'adénosine joue un rôle dans la réduction de la taille de 

l'infarctus induite par le PCI (181;186-191). Également, une surexpression des 

récepteurs A1, chez la souris transgénique, protégea le cœur des effets délétères de 

l'ischémie et de la reperfusion (192;193) 

Il y a de plus en plus d'évidences soutenant que l'adénosine joue un rôle 

important dans l'induction du PCI chez l'humain. La perfusion d'adénosine avant 

un pontage coronaire améliore les paramètres hémodynamiques et réduit les taux 

de créatine kinase (CK) lors de la reperfusion (194). Leesar et coll (195) 

démontrèrent, chez des patients subissant une angioplastie, qu'un prétraitement à 

l'aide d'adénosine pouvait diminuer les douleurs rétrosternales ainsi que les 

modifications à l'électrocardiogramme. 

L'acadesine, un inhibiteur de la dégradation de l'adénosine, diminua de 64% 

l'incidence de développer un infarctus au cours d'un pontage coronaire (196). 

Finalement, Lawson a démontré dans un modèle d'oreillette humaine isolée que la 

tolérance à l'hypoxie pouvait être diminuée en présence d'antagonistes des 

récepteurs à l'adénosine (197). 

Certains résultats contradictoires semblent indiquer que l'adénosine n'est pas le 

seul médiateur du PCI. Premièrement, le rôle joué par l'adénosine dans le coeur 

de rat semble mitigé. Bien que les mêmes manipulations pharmacologiques 

(décrites un peu plus haut) modifiant les taux d'adénosine ainsi que l'activation de 

ses récepteurs furent effectuées chez le rat, les résultats furent tout à fait 

différents. Chez le rat, ces manipulations ne purent mimer ou bloquer l'effet 
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protecteur du PCI (106;138;198-200). Par exemple, la perfusion exogène 

d'adénosine confère une protection, mais les antagonistes A1  n'abolissent pas 

l'effet bénéfique du PCI (156). Également, mais cette fois-ci dans un autre 

modèle expérimental, Yao et coll. notèrent, chez le cœur de chien, une différence 

entre la durée de la protection induite par l'injection d'adénosine et celle produite 

par le PCI (191). Dans ce cas, la protection produite par l'injection d'adénosine 

disparaissait au bout de soixante minutes, alors que celle produite par le PCI 

dépassait allégrement cette période. 

À partir de ces résultats, il fut suggéré que le PCI est un phénomène impliquant 

plusieurs médiateurs. 

1.4.5.3.2 Les catécholamines 

Les résultats impliquant les catécholamines dans la réponse protectrice induite par 

le PCI sont controversés. Banerjee et coll. proposèrent que la norépinéphrine, 

reconnue pour être libérée en réponse à un courte période ischémique (201), 

pouvait préconditionner le cœur de rat via une activation des récepteurs a-

adrénergiques (171). Utilisant la récupération ventriculaire gauche comme index 

de cardioprotection, Banerjee et coll. rapportèrent que deux minutes d'ischémie 

globale déclenchaient la libération de norépinéphrine dans l'effluent coronaire et 

préconditionnaient significativement le cœur contre l'ischémie et la reperfusion 

(171). D'ailleurs, une perfusion exogène de norépinéphrine ou de phényléphrine, 

un agoniste a-1, a pu mimer l'effet du PC'. Un perfusion de phentolamine, un 

antagoniste cc non-sélectif ou de BE-2254, un antagoniste sélectif du récepteur a-

1 bloqua la protection induite par le PCI ou par la norépinéphrine. De leur côté, 

Toombs et coll rapportèrent que, dans un modèle de cœur de lapin où les réserves 

de noradrénaline furent épuisées à l'aide de réserpine, l'effet protecteur du PCI 

face à l'infarctus fut aboli (202). Un autre groupe démontra que la stimulation 

des récepteurs a-lb chez le rat induisait une protection contre l'ischémie (203). 
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Ces résultats suggèrent que les catécholamines sont de potentiels médiateurs du 

PCI. 

Cependant, la noradrénaline ne semble pas libérée dans l'effluent coronaire des 

cœurs de lapin préconditionnés (204). Seyfarth et coll rapportèrent que le PCI 

abolit la libération de la noradrénaline au cours de la période d'ischémie 

subséquente (205). Selon ces résultats, le PCI protège le cœur non pas via une 

augmentation de la libération des catécholamines au cours de la période de PCI, 

mais bel et bien en réduisant le dommage induit par les catécholamines durant la 

période d'ischémie prolongée. 

1.4.5.3.3 Les kinines 

La contribution des kinines à l'effet protecteur induit par le PCI fut également 

étudiée chez le cœur de rat isolé, chez le chien et le lapin in vivo. Goto et coll. 

démontrèrent que dans le cas de cœur de lapin isolé, des perfusions de 

bradykinine pouvaient mimer l'effet protecteur du PCI (169). Un prétraitement à 

l'aide d'un antagoniste du récepteur B2, le Hoe140, bloqua cette réponse 

cardioprotectrice. D'autres études révélèrent que l'activation du récepteur B2 était 

impliquée dans l'effet bénéfique du PCI au niveau des arythmies induites par 

l'ischémie et la reperfusion (206), de la taille de l'infarctus (169;207) et de la 

récupération de la fonction contractile post-ischémique (208). 

Plusieurs études ont également démontré qu'une perfusion exogène de 

bradykinine pouvait avoir un effet protecteur contre les fibrillations ventriculaires 

induites par l'ischémie et la reperfusion (209). De plus, il a été démontré qu'une 

perfusion exogène de bradykinine et de des-Arg9-bradykinine diminuait la 

libération de catécholamines et les arythmies à la reperfusion via le récepteur B1 

(210). 
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1.4.5.3.4 Le monoxyde d'azote 

Le monoxyde d'azote semble être un autre médiateur du PCI. En effet, Vegh et 

coll. démontrèrent que l'administration intracoronaire d'un agent interférant avec 

l'effet du monoxyde d'azote sur la guanylate cyclase, le bleu de méthylène, et 

l'administration intraveineuse d'un inhibiteur de la NO synthase, atténuent l'effet 

antiarythmique du PCI (211). De plus, la bradykinine libérée au cours du PCI 

semble protéger le cœur via une production de monoxyde d'azote et de 

prostacycline (212). Certains groupes rapportèrent que le monoxyde d'azote 

pouvait augmenter l'activité des canaux potassiques dépendants de l'ATP 

(213;214) qui comme nous le verrons plus loin, semblent impliqués dans le PCI. 

1.4.5.3.5 Les prostaglandines 

Au niveau de la circulation coronaire, l'ischémie et l'hypoxie sont reconnues 

comme de puissants stimuli de la libération de prostaglandines (215-219). 

Plusieurs équipes ont même suggéré que les produits de la cyclooxygénase (COX) 

pouvaient être des médiateurs du PCI. Vegh et coll, rapportèrent que le 

meclofenamate, un inhibiteur des COX, pouvait abolir l'effet antiarythmique du 

PCI (220). Un autre groupe démontra, cette fois dans le cœur isolé de rat, qu'une 

perfusion d'aspirine pouvait abolir l'effet bénéfique du PCI sur les tachyarythmies 

(221). D'autre part, certains groupes ne purent démontrer l'effet inhibiteur de 

l'aspirine sur le PCI et ce tant au niveau de la taille de l'infarctus (222) qu'au 

niveau de l'incidence des arythmies (222;223). 

Certains groupes ont démontré que la perfusion exogène de prostaglandines 

pouvait également préserver le métabolisme du myocarde (224) et diminuer la 

taille de l'infarctus (225). D'ailleurs, le defibrotide, un agent pouvant induire la 

production et la libération endothéliale de prostacycline, peut significativement 

protéger le cœur, le rein et le foie de rat contre les dommages causés par 

l'ischémie (226). Mais certaines études rapportèrent des résultats contraires au 
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niveau des fibrillations ventriculaires associées à l'ischémie et à la reperfusion 

(227-229). Donc, le rôle des prostaglandines comme médiateur du PCI demeure 

controversé. 

1.4.5.3.6 Les cannabinoïdes 

Il fut rapporté que le delta9-tetrahydrocannabinol, l'agent psychoactif dérivé de la 

marijuana, se lie aux récepteurs CB1  et CB2  des cannabinoïdes (230). Donc, 

l'existence de ces récepteurs implique implicitement la présence de ligands 

endogènes. Confirmant cette hypothèse, il y a quelques années, on a démontré 

que l'arachidonyléthanolamide (AEA) (231), le palmitoyléthanolamide (PEA) 

(232) et le sn-2 arachidonylglycérol (2-AG) (233;234) pouvaient être 

naturellement produits par la membrane cellulaire de divers organes. De plus, ces 

produits endogènes se lient aux récepteurs CBI  et/ou CB2  et démontrent des effets 

semblables à ceux des agents dérivés du cannabis. Les cannabinoïdes possèdent 

une activité immunosuppressive (232;235) et peuvent agir comme agents 

antioxydants (236). D'ailleurs, il fut démontré que ces produits possédaient 

certains effets au niveau du système cardiovasculaire (237;238) et l'ARN„, codant 

pour leurs récepteurs est présent dans le cœur (239). Toutes ces propriétés font 

des cannabinoïdes endogènes d'excellents candidats pour la cardioprotection. 

Cependant, pour le moment, rien n'est connu sur le rôle joué par les 

cannabinoïdes endogènes lors du PCI. Alors, un des buts des travaux exécutés au 

cours de cette thèse était de vérifier si ces agents produits de façon endogène 

pouvaient protéger le cœur et la fonction endothéliale contre les effets délétères 

causés par l'ischémie et la reperfusion. 

1.4.5.3.7 Les opiacés 

En 1995, Schultz et coll. observèrent, chez le rat, qu'il était possible de bloquer 

l'effet protecteur produit par le PCI sur la taille de l'infarctus à l'aide de la 
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naloxone, un antagoniste non-sélectif des récepteurs aux opiacés (175). Ces 

résultats furent également reproductibles chez le lapin (240). Chez le rat, il 

semble que cette cardioprotection soit due à l'activation des récepteurs delta-1 

aux opiacés périphériques (241-244) et non aux sous-types mu ou kappa (242). 

Mais ces résultats semblent controversés. En effet, Wu et coll démontrèrent 

l'implication des récepteurs kappa (245) chez le rat. 

Chez le lapin (246) et chez le rat (245), les opiacés semblent induire le PCI via 

l'activation des protéine kinases C. Fait intéressant à noter, les opiacés semblent 

également être impliqués dans le PCI chez l'humain (247). 

En 1996, Schultz et coll. démontrèrent que des opiacés perfusés de façon exogène 

tel la morphine pouvaient avoir un effet cardioprotecteur chez le rat et que cet 

effet pouvait être bloqué par le glibenclamide, suggérant donc la participation des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP (248). D'autres chercheurs rapportèrent 

que chez le rat, la morphine protégeait le myocarde via une diminution de 

l'activité des neutrophiles (249). Schultz et ses collègues observèrent également 

qu'un agoniste sélectif des récepteurs delta-1 aux opiacés, le Tan-67, pouvait 

diminuer la taille de l'infarctus chez le rat via l'activation d'une protéine Gi et des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP (250). De leur côté, Liang et coll. 

observèrent, à l'aide de cardiomyocytes en culture, que la réponse 

cardioprotectrice induite par la morphine était surtout produite via l'activation des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP présents sur la membrane des 

mitochondries (251). 
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1.4.5.4 L'amplification du signal engendré par le préconditionnement 

ischémique 

1.4.5.4.1 Les protéines G 

Le message produit par le PCI est généré via l'activation de récepteurs présent à 

la surface de la membrane cellulaire couplés à des protéines G. En effet, les 

récepteurs de l'adénosine (Ai), des cannabinoïdes (CB I  et CB2), des kinines (Bi et 

B2), de l'acétylcholine (muscarinique M2) de la noradrénaline (a-1), des opiacés 

(a) et des prostaglandines (IP et EPs), sont tous des récepteurs possédant sept 

passages transmembranaires et donc couplés à des protéines G (156). Le thème 

commun semble être que tous ces récepteurs sont couplés à des protéines G 

inhibitrices sensibles à la toxine pertussique (203;252). Lorsque stimulées, ces 

protéines modulent l'activité de certains canaux ioniques ou enzymes comme les 

phospolipases C et D (253) et l'adénylate cyclase. Les deux premiers enzymes 

catalysent l'hydrolyse des phospholipides membranaires, augmentant ainsi les 

niveaux intracellulaires de diacylglycérol et de inositol trisphosphate (253). De 

son côté, l'inhibition de l'adénylate cyclase amène une diminution de la 

production d'AMPc. 

1.4.5.4.2 Les protéine kinases C 

Le diacylglycérol active les protéine kinases C (PKC), une famille d'enzymes 

proposée comme jouant un rôle primordial dans le PCI. Cette famille possédant 

la capacité de phosphoryler divers substrats spécifiques contenant des résidus 

sérine et thréonine participe à l'homéostasie en régulant l'échange ionique, le 

tonus vasculaire, la contractilité du myocyte et beaucoup d'autres processus 

cellulaires (254;255). Les PKCs possèdent deux domaines fonctionnels, un 

domaine régulateur hydrophobe contenant des sites de liaison pour les 

phospholipides, le calcium, le diacylglycérol et les esters de phorbol et un 

domaine catalytique hydrophile contenant les sites de liaison à l'ATP et au 
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substrat protéinique (256;257). Les PKCs catalysent le transfert du phosphate Y-

terminal de l'ATP vers le groupement hydroxyl des résidus sérine et/ou thréonine 

de divers substrats protéiques (253;258). 

La famille des PKC est composée de douze isoenzymes classés en trois sous-

familles distinctes. La première sous-famille comprend les isoformes classiques 

ou conventionnelles a, [31, (32  et y et leur activation requiert la présence de calcium 

et de lipides (la phosphatidylserine, le DAG ou le 4p-phorbo1 12-myristate 13-

acétate (PMA)). La sous-famille des nouvelles isoformes de la PKC comprend 

les PKCs 8, 6, ri, 8, pi et leur activation requiert uniquement la présence de lipides. 

La dernière sous-famille comprend les isoformes atypiques Ç, t et X,. Lors de son 

activation, la PKC Ç requière seulement la phosphatidylserine (259). 

Les nouvelles PKCs 8 et s sont les principales isoformes retrouvées dans le cœur 

de rat adulte. On y retrouve également, mais en plus faibles concentrations, les 

isoformes ri (nouvelles), t et Ç (atypiques). Les isoformes conventionnelles ne 

constituent qu'une infime proportion des PKCs retrouvées dans le cœur de rat 

(260-263). 

À l'état de repos, les PKCs sont préférentiellement localisées dans le cytosol. 

Lorsqu'elles sont activées, elles subissent une translocation, selon leur isoforme, 

vers la membrane cellulaire, le noyau, les myofibrilles ou tout autre endroit en 

périphérie de la cellule (254). 

Les premières évidences suggérant l'implication des PKCs dans le PCI furent, 

cette fois encore, obtenues à l'aide de l'approche pharmacologique classique, 

c'est-à-dire celle utilisant comme outils les agonistes et les antagonistes. Par 

exemple, au niveau du cœur de lapin, l'administration d'inhibiteurs des PKCs 

bloque la réponse protectrice induite par le PCI, et la perfusion exogène 

d'activateurs des PKCs mime les effets bénéfiques du PCI (264). Également, 

Ytrehus et coll. (265) and Liu et coll. (266) rapportèrent que des inhibiteurs des 
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PKCs, la staurosporine et la polymyxin B, administrés après la période de PCI, 

inhibaient l'effet protecteur du PCI sur la taille de l'infarctus. D'autres études 

effectuées chez des cœurs isolés de lapin démontrèrent que les inhibiteurs des 

PKCs étaient efficaces seulement lorsqu'ils étaient donnés très tôt au début de la 

période ischémique (267). De plus, l'administration d'activateurs des PKCs 

comme le (PMA) et le 1-oley1-2-acétyl glycérol (OAG) protégea le cœur isolé de 

lapin contre une occlusion coronaire de 30 minutes (265;266). Finalement, une 

série d'articles récents ont rapporté que la réponse protectrice induite par d'autres 

agents activant des récepteurs couplés aux protéines G tels : la noradrénaline 

(268), l'angiotensine II (269) et la bradykinine (169), pouvait être bloquée par des 

antagonistes des PKCs. 

Des études d'immunobuvardage ont permis de déterminer que lors du PCI, les 

principales isoformes de PKC activées sont les s et ri chez le lapin (270) et les 8 et 

s chez le rat (260). 

L'implication des PKCs dans le PCI a également été démontrée dans le cœur de 

rat (271). Goto et coll. proposèrent que, pour que le PCI survienne, le niveau 

seuil de l'activation des PKCs doit être atteint (169). À partir de cette hypothèse, 

le PCI devient un processus multifactoriel requérant l'implication de plusieurs 

agonistes, leurs actions conjointes et concertées permettant l'atteinte du niveau 

seuil de l'activation des PKCs. 

Comme décrit précédemment, lorsque activé, l'enzyme semble devoir migrer vers 

la membrane cellulaire (266). En 1992, Strasser et coll. (272) démontrèrent à 

l'aide de cœurs isolées de rat que 10 minutes d'ischémie globale entraînait une 

modeste mais significative translocation des PKCs. L'activité totale des PKCs 

dans le cytosol diminua, mais leur activité augmenta au niveau du noyau et des 

membranes. Ces travaux amenèrent Ytrehus et ses collaborateurs (265) à 

proposer que les brèves périodes ischémiques utilisées afin d'induire le PCI 

entraînent l'activation et la translocation des PKCs du cytosol vers la membrane 
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cellulaire, positionnant ainsi ces enzymes tout près de leurs cibles. Ceci permet la 

phosphorylation d'effecteurs membranaires et induit les effets bénéfiques du PCI. 

Plus récemment, ces chercheurs raffinèrent leur hypothèse en spécifiant que la 

translocation des PKCs doit être manifeste au début de la période d'ischémie 

prolongée et non durant l'ischémie induisant le PCI (267). 

Chez le rat, des études immunohistochimiques ont permis d'identifier la présence 

des PKCs dans le sarcolemme tout juste après le PCI (260). Chez le lapin, 

l'inhibition de l'activité microtubulaire à l'aide de colchicine, un agent perturbant 

l'intégrité du cytosquelette et prévenant la migration des PKCs à la membrane, 

inhibe la réponse cardioprotectrice induite par le PCI (266). 

Ces résultats semblent démontrer que les PKCs pourraient être la voie de 

signalisation unifiant tous les médiateurs du PCI. Cependant de récentes études 

remettent ce rôle en question. Vahlhaus et coll., utilisant la staurosporine comme 

inhibiteur de la PKC, furent incapable de bloquer la réponse cardioprotectrice 

induite par le PCI chez le porc (273). De leur côté, Simkhovich et coll., ne purent 

démontrer une translocation des PKCs lors du PCI (274). Bien que ces 

controverses puissent provenir d'une variation inter-espèce, le rôle des PKCs dans 

la réponse cardioprotectrice associée au PCI demeure incertain. 

1.4.5.4.3 Phospholipases D et tyrosine kinases 

Bien que les PKCs représentent sans aucun doute la voie de signalisation 

impliquée dans le PCI la plus étudiée et la plus chaudement débattue, elles ne sont 

pas les seules candidates proposées. Par exemple, de récentes évidences 

rapportées par Cohen et coll. semblent suggérer que, du moins chez le lapin et le 

rat, il existerait un autre activateur des PKCs produits par la phospholipase D 

(PLD) (275). Cette hypothèse est supportée par le fait que l'activité de la PLD est 

doublée après l'induction du PCI autant chez le lapin (275) que chez le rat (276). 

De plus, l'utilisation d'un activateur de la PLD, l'oléate de sodium, ou d'un 
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inhibiteur de la PLD, le propranolol, mima et bloqua respectivement l'effet du 

PCI sur la taille de l'infarctus chez le cœur de lapin (275). Malheureusement, 

dans cette étude, l'utilisation du propranolol est discutable. En effet, ce 

médicament possède entre autre un effet marqué sur les récepteurs p du système 

adrénergique, ce qui peut causer une interférence marquée sur les résultats 

observés. 

D'autres voies de signalisation furent également étudiées, une de ces voies étant 

celle des tyrosine kinases. Maulik et ses collaborateurs observèrent que 

l'augmentation de l'activité de la PLD par le PCI pouvait être bloquée par la 

génistéine, un inhibiteur des tyrosine kinases (276). Pour le moment, il y a 

d'autres évidences pharmacologiques suggérant l'implication des tyrosine kinases 

dans le PCI au niveau du cœur de lapin et de porc. Chez le lapin, la génistéine 

bloqua la diminution de la taille de l'infarctus induite par le PCI (277). Chez le 

porc, le PCI fut bloqué par l'administration conjointe de génistéine et d'un 

inhibiteur des PKCs, la staurosporine (278). Pour l'instant, nous ne sommes 

qu'au début de l'investigation sur les voies de signalisation alternatives du PCI. 

D'autres études seront nécessaires afin de confirmer ou d'infirmer la participation 

de ces nouveaux joueurs. 

1.4.5.4.4 Mitogen-activated protein kinases 

En plus des PKCs et des tyrosine kinases, d'autres cascades de protéine kinases 

semblent être impliquées dans le PCI, spécialement celles des mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs). Trois importantes familles de MAPKs sont présentes 

chez les eukaryotes, la cascade « classique» p42/p44 MAPKs (également 

dénommée p42/p44 ERK1/2), la cascade p38 et la cascade de la stress activated 

c-jun N-terminal kinase (SAPK ou JNK). 

Il a été démontré que les PKCs peuvent phosphoryler et activer la kinase raf-1, ce 

qui relie directement la voies de PKCs à celle des MAPKs de la famille des 
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p42/p44 MAPKs. Maulik et coll. ont rapporté que de courtes périodes 

ischémiques comme celles utilisées pour induire le PCI pouvaient rapidement 

augmenter l'activité des p42/p44 MAPKs (276;279). Également, ils démontrèrent 

que ce phénomène impliquait l'activation de tyrosine kinases qui à leur tour 

activaient la voie p42/44 MAPKs (276;280). D'autres groupes ont suggéré que 

l'ischémie pouvait amener l'activation de la cascade des p38 kinases (281) et de 

celle des SAPKs (279;281). 

L'implication des MAPKs dans le PCI est encore toute récente et mal expliquée. 

Par exemple, on ne sait pas quelle est leur interaction avec les canaux ioniques ou 

les différents enzymes impliqués dans le PCI. D'autres études pharmacologiques 

et biochimiques sur différents modèles et effectuées sur différents paramètres du 

PCI doivent être réalisées avant que l'on puisse confirmer leur implication dans le 

PCI. 

1.4.5.4.5 5'-nucléotidase et préconditionnement ischémique 

Kitakaze et coll. ont proposé que la stimulation des récepteurs a-1 adrénergiques 

au cours du PCI activait les PKCs et entraînait une régulation à la hausse des 5'-

nucléotidases, enzymes responsables de la déphosphorylation de l'adénosine 

monophosphate en adénosine (282;283). Ceci augmente les taux d'adénosine, 

amplifie l'activation des PKC via un récepteur couplé au protéines G et 

potentialise la cardioprotection. Afin de supporter leur hypothèse, ce groupe 

démontra une augmentation des concentrations d'adénosine dans le sang 

coronaire veineux chez les animaux préconditionnés. De plus, chez le chien, un 

traitement à l'aide d'adénosine 5'-diphosphate 0.43-méthylène, un inhibiteur de la 

51  nucléotidase ectosolique abolit l'effet du PCI (282-285). Également, Kitakaze 

et coll. démontrèrent qu'une perfusion intracoronaire d'un inhibiteur spécifique 

des PKCs, le GF109203X, bloquait l'augmentation de l'activité des 5'-

nucléotidases ectosoliques et du même coup diminuait la réponse protectrice 

induite par le PCI (286). 
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1.4.5.4.6 Le rôle joué par le calcium 

De courtes périodes d'ischémie, comme celles utilisées afin d'induire le PCI, 

produisent d'éphémères et réversibles augmentations de concentrations 

intracytosoliques de calcium (287). Comme décrit précédemment, l'homéostasie 

ionique, particulièrement celle du calcium, est cruciale à la viabilité des cellules 

cardiaques. De plus, le calcium est impliqué dans une multitude de voies de 

signalisation. Ces résultats nous permettent d'imaginer qu'il puisse jouer un rôle 

important dans le PCI. 

L'effet de courtes infusions intracoronaires de CaC12  fut étudié. Celles-ci 

rendirent le cœur plus résistant à l'ischémie (288;289). Il n'est donc pas 

surprenant de s'apercevoir que certains groupes aient proposé que de brèves 

augmentations du calcium intracellulaire produites par un ou de courtes périodes 

ischémiques puissent agir comme second messager du PCI (170;288;289). 

D'autres chercheurs proposèrent que le PCI puisse produire des modifications 

favorables dans l'homéostasie du calcium. Par exemple, chez le cœur de rat, il fut 

démontré que le PCI atténue, lors de l'ischémie subséquente, l'augmentation des 

taux de capture et de libération du calcium par le réticulum sarcoplasmique 

(108;154). Également, il fut rapporté que le PCI diminuait la libération de 

calcium sarcoplasmique induite par le calcium (290). 

1.4.5.5 Mécanismes effecteurs du préconditionnement ischémique 

1.4.5.5.1 Les canaux potassiques dépendants de l'ATP 

En 1983, Noma identifia le « outward injury current » qu'il observa chez le 

myocarde ischémié. Ce courant était produit par l'efflux de potassium à travers 

les canaux potassiques dépendants de l'ATP (291). Les canaux potassiques 
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dépendants de l'ATP sont des canaux potassiques composés de récepteurs aux 

sulfonylurées couplés aux unités Kir6.2 d'un canal « inward rectifier» (292). 

Ces canaux doivent leur nom à leur capacité de s'ouvrir lorsque les concentrations 

d'ATP diminuent. 	Ceci produit une hyperpolarisation de la membrane 

raccourcissant ainsi le potentiel d'action cardiaque et, via une diminution du 

courant calcique médiée par les canaux calciques dépendants du voltage, induit 

une relaxation des myocytes et produit une certaine cardioplégie. Également, 

cette diminution de l'influx calcique atténue la surcharge en ions calcium ce qui 

augmente la survie des myocytes (291;293). Mis ensemble, ces effets convergent 

vers l'hypothèse que les canaux potassiques dépendants de l'ATP peuvent 

participer à la cardioprotection. 

Cependant, les canaux potassiques dépendants de l'ATP sont inhibés à des 

concentrations d'ATP beaucoup plus basses que celles observées au cours de 

l'ischémie (294). Alors, l'efflux potassique observé durant l'ischémie ne peut 

être complètement expliqué par une diminution de l'ATP. 

C'est pourquoi, il a été proposé que le PCI produit une phosphorylation des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP, ceci entraînant leur ouverture et la 

cardioprotection. Plusieurs évidences observées dans des modèles animaux 

convergent vers l'implication des canaux potassiques dépendants de l'ATP dans 

le PCI (295) et ces résultats sont reproductibles chez l'humain. 

Nombre d'études ont rapporté que des substances impliquées dans le PCI, comme 

l'adénosine (182) et l'acétylcholine (167) produisaient leur effet via l'activation 

des canaux potassiques dépendants de l'ATP. Par exemple, en 1992, Gross et 

Auchampach (296), à partir de l'hypothèse que les récepteurs A1  étaient couplés 

aux canaux potassiques dépendants de l'ATP via une protéine Gi (297), 

proposèrent que l'ouverture de ce type de canaux était impliquée dans le PCI. 

Afin de tester leur hypothèse, le glibenclamide, un bloquant sélectif des canaux 

potassiques dépendants de l'ATP, fut administré à des chiens soit avant ou 
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immédiatement après les brèves périodes d'ischémie servant à induire le PCI. Ils 

observèrent que le glibenclamide bloqua l'effet protecteur qu'avait le PCI sur la 

taille de l'infarctus (296). Dans cette étude et dans les subséquentes, les 

investigateurs établirent que l'acide 5-hydroxydécanoïque (une autre bloquant de 

canaux potassiques dépendants de l'ATP) prévenait et que les activateurs de ces 

mêmes canaux tel le bimakalim et l'aprikalim mimaient la réduction de la taille de 

l'infarctus produite par le PCI. Ils démontrèrent également le lien et le 

synergisme existant entre l'activation des récepteurs à l'adénosine, l'ouverture des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP et la cardioprotection (187;191;298). 

De plus, Speechly-Dick et coll., en utilisant le glibenclamide comme bloquant 

dans canaux potassiques dépendants de l'ATP, ont démontré leur implication au 

niveau de l'oreillette humaine (299). 

Également, il semble exister une étroite relation entre les récepteurs à sept 

passages transmembranaires, les protéines Gi, les PKCs et les canaux potassiques 

dépendants de l'ATP. En effet, il fut démontré que les récepteurs à l'adénosine 

sont reliés à la phospholipase C et produisent le diacylglycérol via un système 

couplé aux protéines G (300). De plus, les PKCs peuvent phosphoryler les 

canaux potassiques dépendants de l'ATP, ce qui favorise leur ouverture même à 

des niveaux d'ATP physiologiques (301). Il fut également rapporté que la 

réponse protectrice induite par un activateur des PKCs, le dioctanoylglycérol, 

pouvait être aboli par le glibenclamide (299). D'ailleurs, il semble que l'action de 

l'adénosine et des PKCs sur les canaux potassiques dépendants de l'ATP soit 

synergique (302). 

Les canaux potassiques présents au niveau de la membrane cellulaire furent les 

plus étudiés et semblent avoir un rôle à jouer dans le PCI. Actuellement, 

l'implication des canaux potassiques dépendants de l'ATP présents sur les 

membranes des mitochondries est à l'étude. Bien que leur identité moléculaire 

pour l'instant ne soit pas très bien connue et que leur effet lors du PCI ne soit pas 

identifié, tout porte à croire qu'ils représentent de bons candidats. Une de leurs 
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fonctions connues, en concert avec l'échangeur K+/H+, est de maintenir 

l'homéostasie du potassium dans les mitochondries et de réguler leur volume et 

leur pression osmotique, qui en retour influence la consommation énergétique et 

la destiné des mitochondries et du même coup module la survie de la cellule toute 

entière (303). Ceci amena Garlid et coll. à proposer leur implication lors du PCI. 

En utilisant la diazoxide, un puissant activateur des canaux potassiques 

dépendants de l'ATP présents au niveau de mitochondries, ces auteurs 

démontrèrent un important effet cardioprotecteur chez le rat (304). Mais 

présentement, il est encore trop tôt pour confirmer hors de tout doute l'implication 

de ces canaux lors du PCI. 

D'autres effecteurs du PCI ont également été suggérés, comme par exemple ceux 

impliqués dans les effets du PCI sur la consommation énergétique (133;305) et 

sur les modifications du cytosquelette (306). 

1.5 HYPOTHÈSES DE TRAVAIL 

Ayant maintenant démontré le rôle primordial joué par l'endothélium dans 

l'homéostasie cardiovasculaire toute entière et les dommages infligés à celui-ci 

par l'ischémie et la reperfusion, il est facilement compréhensible que l'on veuille 

protéger son intégrité et sa fonctionnalité des effets délétères de l'ischémie. 

Comme illustré précédemment, plusieurs méthodes s'offrent à nous, mais l'une 

des plus efficaces semble être celle du PCI et de ces médiateurs. D'ailleurs 

certains groupes ont déjà démontré que le PCI pouvait protéger la fonction 

endothéliale des effets délétères de l'ischémie (57;145). 

C'est donc pour cette raison que nous avons choisi cette approche et que nous 

voulions savoir si, dans nos conditions expérimentales, le PCI était reproductible 

au niveau de l'endothélium coronaire de rat et si oui, nous voulions en connaître 

les mécanismes qui n'étaient pas encore identifiés à ce moment. 
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1.5.1 Reproductibilité du préconditionnement ischémique et implication des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP au niveau de l'endothélium 

Il y a quelques années, certaines études ont démontré que les effets bénéfiques du 

PCI n'étaient pas seulement limités aux cardiomyocytes, mais pouvaient être 

observés au niveau des cellules endothéliales de certains modèles expérimentaux 

tels : les vaisseaux coronaires de résistance de chien in vivo (57) et les artères de 

conductance de rat in vitro (145). 

Par le passé, il fut démontré que l'ischémie et la reperfusion entraînait une 

dysfonction endothéliale des grands (55;56) et des petits vaisseaux coronaires 

isolés (57). Mais au début des travaux de cette thèse, peu était connu sur les effets 

que pouvait avoir le PCI sur la fonction endothéliale du lit coronaire de rat. 

Le premier but de l'article présenté au deuxième chapitre était donc d'évaluer si 

l'effet protecteur induit par le PCI était reproductible au niveau de la fonction 

endothéliale chez le cœur de rat isolé. Le second but était d'identifier par quel 

mécanisme le PCI produisait sa protection. Deux mécanismes furent évalués : 

premièrement l'activation des récepteurs à l'adénosine au cours du PCI, et 

deuxièmement la participation des canaux potassiques dépendants de l'ATP à ce 

phénomène. 

1.5.2 Reproductibilité du préconditionnement ischémique dans un modèle 

pathologique, le diabète 

Il y a quelques années, une étude rapporta que, dans un modèle de rat diabétique 

non insulinodépendant, le PCI réduisait la taille de l'infarctus (152). Par contre, 

dans ce même modèle, le PCI n'a pu réduire l'incidence des arythmies 

ventriculaires et n'a pu améliorer la fonction ventriculaire (307;308). 
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Mais pour l'instant, l'effet du PCI sur la fonction endothéliale de rat diabétique 

est inconnu et l'on ne sait pas non plus si l'adénosine peut mimer l'effet 

protecteur du PCI dans ce modèle pathologique. Comme le diabète est associé à 

des dysfonctions endothéliales (309;310) et contractiles (311;312) et que les 

animaux diabétiques ne réagissent pas de la même façon à l'ischémie (313;314), 

les réponses amenées par cette étude revêtiront une grande importance tant au 

niveau fondamental que clinique. 

Le premier but de l'article composant le chapitre 3 fut d'évaluer si le PCI était 

reproductible au niveau de la fonction endothéliale et de la contractilité cardiaque 

du rat diabétique. Le second but fut de vérifier si une perfusion exogène 

d'adénosine pouvait mimer l'effet protecteur du PCI dans ce modèle 

pathologique. 

1.5.3 Implication des kinines dans le préconditionnement ischémique au 

niveau de l'endothélium 

La contribution des kinines à la protection induite par le PCI fut étudiée à l'aide 

de différents modèles expérimentaux. Ces travaux révélèrent l'implication des 

récepteurs B2 dans la réduction des arythmies associées à l'ischémie et à la 

reperfusion (206), dans la diminution de la taille de l'infarctus (207) et dans 

l'amélioration de la récupération ventriculaire post-ischémique (208) induites par 

le PCI. Également, de nombreuses études démontrèrent qu'une perfusion 

exogène de bradykinine prévenait l'apparition de fibrillations ventriculaires post-

ischémiques (209;315). De plus, Chahine et coll. démontrèrent qu'une perfusion 

exogène de bradykinine ou de des-Arg9-bradykinine diminue l'incidence des 

arythmies et la libération de catécholamines via le récepteur B1  (210). 

Cependant, cette fois-ci encore, peu de choses sont connues sur le rôle joué par les 

kinines lors du PCI au niveau de l'endothélium. Donc le but initial du manuscrit 

présenté au quatrième chapitre était de déterminer si les kinines étaient impliquées 
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dans la réponse protectrice induite par le PCI au niveau de la fonction 

endothéliale. Le deuxième objectif était d'évaluer si une perfusion exogène de 

bradykinine ou de des-Arg9-bradykinine pouvait mimer l'effet bénéfique produit 

par le PCI. 

1.5.4 Implication des prostaglandines dans la protection endothéliale induite 

par le préconditionnement ischémique 

Il fut démontré que l'ischémie et l'hypoxie étaient d'importants modulateurs de la 

libération de prostacycline de la circulation coronaire (215-219). De plus, de 

nombreuses études ont suggéré que les produits de la cyclooxygénase (COX) 

participent à l'effet protecteur du PCI. D'ailleurs, Vegh et coll. observèrent que 

l'effet antiarythmique du PCI était aboli par un prétraitement à l'aide du 

meclofenate, un inhibiteur des COXs (220). Utilisant le modèle de cœur isolé 

perfusé selon Langendorff, un autre groupe rapporta que l'aspirine abolissait 

l'effet qu'avait le PCI sur le tachycardies associées à la reperfusion (221). 

D'autres études démontrèrent que des perfusions exogènes de prostaglandines 

préservaient le métabolisme cardiaque (224) et diminuaient la taille de l'infarctus 

(225) lors de l'ischémie. D'ailleurs, le défibrotide, un agent augmentant la 

production endothéliale de prostacycline, protégea le cœur, le rein et le foie de rat 

contre les dommages infligés par l'ischémie (226). 

Cependant, à cette époque, le rôle joué par les prostaglandines produites de façon 

endogène lors du PCI demeurait encore inconnu. Alors l'objectif premier de 

l'étude présentée au cinquième chapitre fut de déterminer si le PCI produisait son 

effet protecteur sur la fonction endothéliale via l'activation de la production et la 

libération de prostaglandines. Le second but de cette étude était de vérifier si une 

perfusion exogène de prostaglandines pouvait mimer l'effet bénéfique du PCI. 
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1.5.5 Implication des cannabinoïdes endogènes dans le préconditionnement 

ischémique 

Le delta9-Tetrahydrocannabinol, l'agent psychoactif dérivé de la marijuana, se lie 

à des récepteurs spécifiques (C131  et CB2) (230). L'existence de ces récepteurs 

implique donc la présence de ligands endogènes. L'arachidonyléthanolamide 

(AEA) (231), le palmitoyléthanolamide (PEA) (232) et le sn-2 

arachidonylglycérol (2-AG) (233;234) sont des constituants apparentés aux 

prostaglandines produits de façon endogène par la membrane de divers organes. 

De plus, ces agents se lient aux récepteurs CB1  et/ou CB2  aux cannabinoïdes et 

démontrent des propriétés pharmacologiques comparables à ceux des dérivés du 

cannabis. 

Il a été démontré que les cannabinoïdes possèdent une action suppressive sur le 

système immunitaire (232;235) et sont des agents antioxydants (236). De plus, 

ces produits démontrent des effets cardiovasculaires (237;238) et l'ARNm codant 

pour leurs récepteurs spécifiques fut détecté dans le cœur (239). Certains auteurs 

ont même rapportés que les cannabinoïdes produits de façon endogène pourraient 

être l'EDHF (37-39). 	Comme nous avons vu précédemment, une 

hyperpolarisation de la membrane raccourcit le potentiel d'action cardiaque, 

induit une relaxation des myocytes et produit une certaine cardioplégie. 

Également, elle atténue la surcharge en ions calcium ce qui augmente la survie 

des myocytes. Toutes ces propriétés font des cannabinoïdes des candidats 

probables de la cardioprotection. 

Pour le moment, aucune équipe n'a étudié si les cannabinoïdes endogènes étaient 

impliqués dans le PCI. Donc, le but de cette étude était 1) de vérifier si les 

cannabinoïdes endogènes étaient produits au niveau du cœur et s'ils étaient 

impliqués dans le PCI et 2) d'évaluer si une perfusion exogène de ces produits 

mimait l'effet du PCI. 
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1.6 OBJECTIFS GÉNÉRAL ET SPÉCIFIQUES 

L'objectif général de cette thèse était d'étudier à l'aide d'une approche 

fonctionnelle et parfois biochimique les médiateurs et les mécanismes impliqués 

dans le préconditionnement ischémique au niveau de la fonction endothéliale dans 

des modèles sain et pathologique. 

Plus spécifiquement, les protocoles expérimentaux utilisés au cours de cette thèse 

avaient de pour but d'(de): 

1- Évaluer si le PCI était reproductible au niveau de la fonction endothéliale 

du cœur de rat 

2- Évaluer si le PCI était reproductible chez l'animal diabétique 

3- Déterminer les médiateurs impliqués dans ce phénomène. Dans cette 

thèse furent évalués : l'adénosine, la bradykinine, la des-Arg9-bradykinine, 

la prostacycline, la prostaglandine E2, l'arachidonyléthanolamide, le 

palmitoyléthanolamide et le sn-2 arachidonylglycérol. 

4- Déterminer les récepteurs impliqués lors du PCI. Parmi ceux-ci furent 

évalués : les récepteurs à l'adénosine, aux prostaglandines, aux kinines et 

aux cannabinoïdes. 

5- Déterminer quelles étaient les voies de signalisation intracellulaire 

impliquées dans le PCI. Les canaux potassiques dépendants de l'ATP et 

les protéine kinases C furent évalués au cours de cette thèse. 
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CHAPITRE DEUX : MECHANISMS OF PROTECTION AFFORDED BY PRECONDITIONNIG 

TO ENDOTHELIAL FUNCTION AGAINST ISCHEMIC. 

2.1 ABSTRACT 

The aim of this study was to assess whether the cardioprotective effect of 

ischemic preconditioning (IPC) on endothelial function in resistance coronary 

arteries of the rat involves adenosine and/or activation of ATP-sensitive K+  

channels (KATp channels). Isolated rat hearts perfused under constant flow 

conditions were exposed to 30 min of partial ischemia (flow rate 1 ml/min) 

followed by 20 min of reperfusion. Preconditioning was perforrned with 5 min 

ischemia and 10 min reperfusion before the 30-min ischemia. After the 20-min 

reperfusion period, coronaries were precontracted with U-46619 0.11.1114, and the 

coronary response to the endothelium-dependent vasodilator, serotonin (5-HT, 

10uM), was compared to that of the endothelium-independent vasodilator, sodium 

nitroprusside (SNP, 31.iM). KATp channels or adenosine receptors were blocked 

with perfusion of either glibenclamide 0.3µM or 8-phenyltheophylline 5p.M (8-

PT) respectively, starting 15 min before IPC or a corresponding sham period. In 

untreated hearts, ischemia diminished selectively 5-HT-induced vasodilation, 

compared to sham hearts (without ischemia). The vasodilation by SNP was 

unaffected after ischemia and reperfusion. Preconditioning in untreated hearts 

preserved the vasodilation produced by 5-HT. Treatment of hearts with either 

glibenclamide or 8-PT halved the vasodilation produced by both 5-HT and SNP in 

sham hearts. Glibenclamide reduced by half, whereas 8-PT completely blocked 

the protective effect of IPC on endothelium-dependent vasodilation. These results 

suggest that IPC affords protection to endothelial function in resistance coronary 

arteries of the rat partially by activation of KATp channels. Adenosine plays a 

major role in that protection. 
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2.2 INTRODUCTION 

Short periods of ischemia, single or repetitive, render the heart more resistant to a 

subsequent longer ischemia. This phenomenon, called ischemic preconditioning 

(IPC), reduces myocardial infarct size (90;94), decreases the number and severity 

of reperfusion-induced arrhythmias (128;130), and improves systolic ventricular 

function recovery (94). The cardioprotective effect of IPC has been documented 

in different species, including pigs (316), dogs (90), rabbits (94), rats (222;317), 

and humans. (96) 

Recent studies have demonstrated that the beneficial effect of IPC is not limited to 

the cardiomyocytes, but can be observed in endothelial cells in various 

experimental models including dog resistance coronary arteries in vivo (57), and 

conduit coronary arteries of the rat in vitro (145). 	Some studies have 

demonstrated that ischemia-reperfusion attenuated endothelial function in large 

coronary vessels (55;56) and in coronary microvessels (57). Little is lcnown about 

the effect of IPC on endothelial function in intact rat coronary circulation, and the 

mechanisms involved in this endothelial protection remain unIcnown. 

The first aim of this study was therefore to evaluate whether IPC affords 

protection against ischemic injury to the endothelium of coronary vessels in the 

isolated rat heart. The second aim was to identify the mechanisms whereby IPC 

provides this protection. Two mechanisms were postulated to explain this 

protective effect of IPC, 1) activation of adenosine receptors by adenosine 

released during IPC, and 2) participation of ATP-sensitive potassium channels 

(KA-rp channels). 
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2.3 METHODS 

Preparation of hearts 

The investigation was performed in accordance with the Canadian Council on 

Animal Care. Male Sprague-Dawley rats (300-350 g) were narcotized with CO2  

until a complete loss of consciousness and rapidly decapitated. The thorax was 

rapidly opened and the heart excised and immersed in ice-cold heparinised buffer 

(10 IU m1 1). It was immediately mounted on the experimental setup and perfused 

at constant flow by means of a digital roller pump. A 20-ml compliance chamber 

along the perfusion line ensured a continuous flow. The flow rate was adjusted 

during the stabilization period to obtain a coronary perfusion pressure of 

approximately 75 mmHg and was held constant, with the exception of the 

ischemic periods during which flow was either stopped (zero-flow ischemia) or 

reduced to 1 ml min-1  (low-flow ischemia). A second adjustment of the flow rate 

was made at the end of the long reperfusion period, before the perfusion of U-

46619, to correct any deviation of the coronary perfusion pressure from 75 

mmHg, and was held constant thereafter. Flow rate was measured throughout the 

experiment with an in-line ultrasonic flow probe and meter (Transonic Systems 

Inc., model T106). Perfusion pressure was monitored to calculate coronary 

resistance. The normal perfusion solution consisted of a modified Krebs-Henseleit 

buffer containing (in mM): NaC1 118, KC1 4, CaC12  2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, 

NaHCO3  24, D-glucose 5, sodium pyruvate 2. The perfusate was gassed with 

95% 02- 5% CO2  (pH 7.4) and kept at a constant temperature of 37 °C. All drugs 

were administered through a Y connector in the aortic cannula with syringe 

pumps (Harvard Apparatus, model 11) at one hundredth of the coronary flow rate. 

Adequate mixing of the drugs was ensured by the turbulent flow created in the 

reverse drop shaped aortic cannula. All concentrations mentioned in the text and 

figures refer to the final concentration after mixing. Coronary perfusion pressure 

was measured with a pressure transducer connected to a side arm of the aortic 
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perfusion cannula. Isovolumetric left ventricular pressure and its first derivative 

(dP/dt) was measured by a fluid filled latex balloon inserted into the left 

ventricule through a pulmonary vein and connected to a second pressure 

transducer. The volume of the balloon was adjusted to obtain a diastolic pressure 

of between 5 and 10 mmHg. Head rate was derived from the left ventricular 

pressure trace by a tachograph. Data were recorded on a polygraph system (Grass 

Model 79 polygraph). 

Experimental protocols 

The animais were randomised into nine groups (fig 1). The hearts in all groups 

were subjected to a 20-min stabilisation period. Drugs or vehicle infusion was 

then started, followed by an additional 15-min perfusion period. The ischemic 

groups (I) were subjected to a 15-min sham period, followed by 30 min of partial 

ischemia (flow rate 1 ml/min) prior to a 20-min reperfusion period. In the 

preconditioned groups (IPC), the hearts were exposed to 5 min global ischemia 

(zero flow) plus 10 min of reperfusion before the 30-min ischemia and 20-min 

reperfusion periods. The sham groups were not exposed to ischemia-reperfusion, 

but to a time-matched normal perfusion. After these periods, coronary arteries 

were precontracted with 0.1µM U-46619 administered throughout the end of the 

experiment. 15 min after the beginning of U-46619 infusion, the endothelial 

function was evaluated by the vasodilation produced by 10p.M serotonin (5-HT), 

whereas coronary smooth muscle function was evaluated with 3p.M sodium 

nitroprusside (SNP). These infusions were maintained for 10 min, which was 

long enough to reach a steady state. A washout period of 10 min was allowed 

between each infusion. Vasodilation was evaluated by computing percent 

changes in coronary resistance (coronary perfusion pressure divided by coronary 

flow), measured immediately before each drug infusion, and after a new steady 

state. The concentrations of 5-HT and SNP were determined in preliminary dose-

response experiments to produce near-maximal vasodilation. 
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Sham, I, and IPC hearts were treated with either 0.3µM glibenclamide, 5p.M 8-

phenyltheophylline (8-PT), or vehicles starting after the 20-min stabilisation 

period, and lasting throughout the experiments. 

Statistical analysis 

Values represent the mean ± SEM. Statistical significance of differences between 

means was evaluated by a two way analysis of variance with Scheffe post-hoc 

test. In the presence of an interaction between the different groups, one way 

analysis of variance were used for each group. A commercially available 

software (Systat for Windows) was used. Only probability values (p) smaller than 

0.05 were considered to be statistically significant. 

Drugs 

U-46619 was a kind gift of Upjohn Canada. All others drug were obtained from 

Sigma. A stock solution of glibenclamide (10 mM) was prepared in 100 % 

dimethylsulphoxide (DMSO). This stock solution was added directly to Krebs-

Henseleit buffer. U-46619 (28.5 mM) was dissolved in 100% ethanol and diluted 

with 0.9% NaC1 solution to obtain the desired final concentration. A stock 

solution of 8-PT (0.5 mM) was prepared in a 10 mM NaOH solution with DMSO 

(2%). This stock solution was not directly added to Krebs-Henseleit buffer, but 

was administered thought the Y connector with syringe pump at one hundredth of 

the flow rate. Ethanol (0.003%), DMSO (0.02%), and NaOH (0.1 mM), at the 

concentrations obtained in the final dilutions, had no effect on any of the 

hemodynamic variables studied and on the dilator responses to 5-HT and SNP. 

All the other drugs were dissolved in 0.9% NaC1 solution. 
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2.4 RESULTS 

Untreated groups 

Coronary resistance measured just before 0.1uM U-46619 perfusion (n=24) was 

5.92 ± 0.29 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 6.72 ± 0.22 ml min-1  g-1  

(mean heart weight of 1.90 ± 0.05 g). Infusion of U-46619 (0.1p.M, n=24) 

induced a significant (p<0.05) vasoconstriction in all untreated groups (sham, I, 

and IPC, Table 1). Vasodilation produced by 10uM 5-HT in sham hearts was - 

25.2 ± 3.3%. Ischemia significantly diminished the vasodilation by more than half 

(fig 2). Ischemic preconditioning prevented the deleterious effect of ischemia on 

endothelium-dependent vasodilation: the vasodilation produced by 5-HT in 

preconditioned hearts was comparable to that of sham hearts (fig 2). 

Endothelium-independent vasodilation to 31.iM SNP was comparable in the three 

untreated groups (sham, ischemic, and preconditioned, fig 3). The values of 

coronary flow, perfusion pressure, and coronary resistance, before and during 

infusion on 5-HT and SNP in all groups, are shown in Table 2. 

Glibenclamide-treated groups 

Blockade of KATp channels with glibenclamide (0.3µM) was accompanied by 

significant increases in coronary resistance when measured just before 0.1µM U-

46619 perfusion (glibenclamide-treated vs untreated hearts, p<0.05) (Table 1). 

The perfusion rate was 5.30 ± 0.13 ml min-1  il  (mean heart weight of 1.94 ± 0.04 

g). 	Infusion of U-46619 (0.1uM, n=24) induced a significant (p(0.05) 

vasoconstriction in all glibenclamide-treated groups (Table 1). Vasodilation 

produced by 10 !lb/1 5-HT (-10.6 ± 1.6% in sham hearts, n=8) was totally 

abolished in the ischemic group (fig 2). Ischemic preconditioning in 

glibenclamide-treated hearts failed to prevent completely the deleterious effect of 

ischemia on 5-HT-induced vasodilation (fig 2). Vasodilation to 3i.t/v1 SNP was 

comparable in the three glibenclamide-treated groups (sham, ischemic, and 
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preconditioned, fig 3). The vasodilation produced by SNP (fig 3) and 5-HT (fig 

2) in glibenclamide-treated groups were significantly smaller compared to the 

values in the corresponding untreated group. 

8-Phenyltheophylline-treated groups 

Blockade of adenosine receptors with 8-PT was accompanied by significant 

increases in coronary resistance when measured just before 0.1µM U-46619 

perfusion (8-PT-treated vs untreated hearts, p(0.05) (Table 1). The perfusion 

rate was 5.06 ± 0.13 ml min -1 g (mean heart weight of 2.02 ± 0.04 g). Infusion 

of U-46619 (0.1µM, n=21) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction in all 

three groups (Table 1). Vasodilation produced by 10 ktM 5-HT (-10.5 ± 1.6% in 

sham hearts, n=7) was practically abolished in the ischemic group (fig 2). 

Ischemic preconditioning in 8-PT-treated hearts was unable to prevent the 

deleterious effect of ischemia on 5-HT-induced vasodilation (fig 2). Vasodilation 

to 311M SNP was comparable in all 8-PT-treated groups (sham, ischemic, and 

preconditioned, fig 3). The vasodilation produced by SNP (fig 3) and 5-HT (fig 

2) in the 8-PT treated groups were significantly different from the values in the 

corresponding untreated group, but were not significantly different from those in 

the corresponding glibenclamide-treated group. 

2.5 DISCUSSION 

In the present study, we evaluated whether IPC, in addition to its well known 

protective effect on myocardial function, could also prevent endothelial cell 

dysfunction induced by ischemia-reperfusion injury in the coronary circulation. 

The contribution of adenosine and/or KATp activation in that protection was also 

evaluated. The major findings of this study were: 1) that IPC by a single short 

period of ischemia prevented endothelial dysfunction produced by ischemia-

reperfusion; 2) that KATp channel activation explains partially that protection; 3) 

whereas adenosine is a major contributor to the beneficial role of IPC. 
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Effect of preconditioning on endothelial dysfunction 

In the present study, the vasodilation to 5-HT was used as an index of endothelial 

function. 5-HT has been shown to be an endothelium-dependent vasodilator in 

several isolated vessel preparations (318) as well as in isolated rat hearts (319). In 

isolated hearts, the coronary vasodilation to 5-HT is blocked after treatment with 

NO-synthase inhibitors (319). Thus, the vasodilatory response to 5-HT is 

indicative of the ability of endothelial cells to generate and release NO. Our data 
show that endothelium-dependent vasodilation of coronary arteries to 5-HT is 

drastically decreased after ischemia-reperfusion injury. However the same 

vessels retained the ability to dilate to SNP, an endothelium-independent 

vasodilator. This indicates that, under our experimental conditions, ischemia-

reperfusion altered selectively the functionality of the endothelium without 

affecting that of smooth muscle cells. IPC prevented the reduction in the 

vasodilation to 5-HT, suggesting that IPC can protect endothelial function in 

coronary arteries against the deleterious effect of ischemia-reperfusion. A similar 

protective effect of IPC was observed on endothelium-dependent acetylcholine-

induced relaxation of epicardial coronary arteries in dogs (57), and in rat isolated 

left coronary arteries in vitro (145). In contrast, in an anesthetized open-chest 

canine model, IPC could not prevent the reduction in both endothelium-dependent 

and independent dilator responses observed after one hour coronary occlusion and 

4 hours of reperfusion (320). However, it is currently unclear whether this 

discrepancy is species-related or due to a different severity of the ischemic insult. 

Role of KATp channels h IPC 

In the glibenclamide-treated groups, the protective effect of IPC on endothelial 

function was diminished by half, as reflected by the reduction of endothelium-

dependent vasodilation to 5-HT in the preconditioning group, compared to the 

glibenclamide-treated sham group. The unaltered dilator response to SNP in all 
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glibenclamide-treated groups implies that the decreased vasodilation to 5-HT in 

glibenclamide-treated preconditioned group was not the result of a non-specific 

smooth muscle dysfunction, but rather a specific diminution of the protective 

effect of IPC on endothelium-mediated dilation. These data suggest that KATP 

channel activation is one of the mechanisms involved in the protection afforded 

by IPC against endothelial dysfunction observed with ischemia-reperfusion. 

Role of adenosine receptors in IPC 

In the 8-PT-treated preconditioned group, the vasodilation to 5-HT was 

completely abolished whereas the vasodilation to SNP was not significantly 

different from that observed in the sham group. These data suggest that 

adenosine, acting on its receptors, plays a predominant role in the endothelial 

protection afforded by IPC. 

The protective role of IPC against endothelial dysfunction and the mechanisms 

whereby it produces this effect seem to share similarities with those observed in 

cardiomyocytes. 	It is widely recognised that IPC limits infarct size 

(90;127;133;321), reduces the risk of ischemia-reperfusion arrhythmias (128-

130), improves recovery of ventricular function (131;132), reduces catabolites 

accumulation, and slows ischemic metabolism (127;133). KATP channels 

(322;323) and adenosine receptors (165;324) are mechanisms that have been 

proposed to explain the protective effect of IPC on these different end-points. 

The contribution of adenosine or KATP channels can differ depending of the 

animal species or the end-points used. For example, there is evidence in the dog, 

rabbit, and pig, but not in the rat, to support the hypothesis that KATP channel 

activation may contribute to the beneficial effect of IPC on infarct size (322). 

The intracellular mechanisms by which IPC protects the myocardium or the 

coronary endothelium from the ischemic damage are not completely understood, 

but some hypothesis have been proposed. In the myocardium, activation of KATP 
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channels possibly inhibits ischemic depolarisation, which could reduce Ca2+  entry 

via voltage-gated channels, resulting in a reduction in intracellular Ca2+  levels and 

decreased myocardial contractility (323). Furthermore, recent studies have shown 

the presence of KATp channels in mitochondrial membranes. The role of these 

channels remains unknown, but it may maintain membrane polarity or even 

control mitochondrial Ca2+  concentration (323). This control of intracellular Ca2+  

concentration via KATp channels activation can prevent mitochondrial Ca2+  

overload, a key factor in myocardial ischemic damage. Some evidences indicate 

that activation of KATp channels during ischemia can also preserve the myocardial 

energy status (325;326). Although the presence of KATp channels in the 

endothelium of rat coronary arteries has not been directly demonstrated, patch 

clamp studies have shown of the presence of KATp channels on rat aorta and brain 

microvascular endothelial cells (327). In endothelial cells, activation of KATP 

channels also produces hyperpolarisation. Because endothelial cells lack voltage-

gated Ca2+  channels, hyperpolarisation will have an unusual effect on Ca2+  influx 

in these cells: it will increase the electrochemical gradient and facilitate Ca2+  entry 

(327;328), which will enhance nitric oxide release from endothelial cells (329). 

The contribution of nitric oxide in the protection of the endothelium afforded by 

IPC remains unknown. 

Adenosine has often been reported to be a mediator of protection against ischemia 

afforded by IPC (165;324). Adenosine, released from ischemic tissues and acting 

on its A1  receptors, can activate KATp channels via a G protein (297) and produce 

effects similar to those described for KATp channels. A recent study has reported 

adenosine A2 receptors on guinea pig coronary endothelial cells (330). However, 

cyclic AMP production was used to rank the different agonists: since A1  receptors 

may be coupled to effectors different from adenylate cyclase, the presence of A1  

receptors might have been overlooked. Recently, Liu et al. (165) have reported 

that adenosine acting through A3 receptors may mediate the protection afforded 

by preconditioning. The physiological role of the A3 receptor is still poorly 

characterised, but has recently been implicated as an activator of mast cells (331). 
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According to this hypothesis, mast cells would release mediators (histamine, 

leukotrienes, free radicals, thromboxanes, cytokines) during the preconditioning 

period (transient ischemia), producing little or no damage to myocytes, being 

washed away too rapidly. During the subsequent prolonged ischemic insult, 

depleted mast cells could no longer release these deleterious mediators, resulting 

in a reduced damage (332). It remains to be established whether these 

mechanisms can also explain the protective effect of IPC on endothelial function. 

It has been reported that IPC attenuates reperfusion-induced myocardial edema 

(333). This reduction in myocardial edema could presumably improve coronary 

perfusion through a reduction in external compression of coronary microvessels. 

However, in the present study, vasodilation to SNP was unaffected by ischemia-

reperfusion, suggesting that myocardial edema under our conditions was not 

severe enough to affect vasodilator function. On the other hand, we cannot rule 

out the possibility that IPC attenuates edema of endothelial cells, which could 

improve endothelial-dependent vasodilation. 

Treatment with either glibenclamide or 8-PT reduced the vasodilation produced 

by 5-HT and SNP, compared to the untreated groups. This effect is probably due 

to the increase in coronary resistance observed in all treated hearts. It is important 

to note that for each treatment, coronary resistance measured before infusion of 

vasodilators in sham, ischemic, and preconditioned hearts, was comparable. 

In conclusions, these data suggest that ischemic preconditioning affords 

protection to endothelial function against subsequent ischemic injury in the intact 

coronary circulation of the rat. The reduced protective effect of ischemic 

preconditioning in presence of glibenclamide suggests that this protection may be 

mediated partially by Kivu channel activation. The complete inhibitory action of 

8-PT on ischemic preconditioning suggests that adenosine may play a major role 

in the protection of the endothelial function. 
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Figure 2.1: Diagram showing the different experimental protocols. Each 
experiment started with a 20-min stabilisation period, followed by infusion of 
either glibenclamide (Gli, 0.311M), 8-phenyltheophylline (8-PT, 511M), or vehicle. 
Hearts in the ischemia protocol underwent 30 min of low-flow (1 ml/min) 
ischemia and 20 min of reperfusion, after an additional 30-min stabilisation 
period. Hearts in the ischemia + preconditioning protocol were submitted to a 
preconditioning 5 min zero-flow ischemia and 10 min reperfusion, before the 30-
min low-flow ischemia. For each group, endothelial and smooth muscle function 
was tested alter the 20-min reperfusion period. Hearts in the sham protocol were 
used as time-matched controls. Coronary arteries were precontracted by a 
continuous infusion of 0.1µM U-46619. After 15 min, infusion of 5-HT (10µM) 
was started for 10 min. A wash-out period of 10 min was allowed between 5-HT 
and SNP (311M, 10 min) infusions. The numbers above the bars represent the 
time in minutes. 
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Figure 2.2: Change in coronary resistance produced by 10uM serotonin in 

untreated hearts and in hearts treated with either 0.3 uM glibenclamide (Gli) or 

5 uM 8-phenyltheophylline (8-PT). Hatched, open, and closed columns represent 

sham, ischemic, and preconditioning plus ischemic hearts, respectively. *p<0.05. 

NS= non-significant. a represents p<0.05 for untreated vs glibenclamide and 8-PT 

for sham hearts and preconditioning plus ischemic hearts. n=8 per column. 
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Figure 2.3: 	Change in coronary resistance produced by 3111\,4 sodium 

nitroprusside in untreated hearts and in hearts treated with either 0.3µM 

glibenclamide (Gli) or 51.tM 8-phenyltheophylline (8-PT). Hatched, open, and 

closed columns represent sham, ischemic, and preconditioning plus ischemic 

hearts, respectively. *p<0.05. NS=non-significant. n=8 per column. 
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CHAPITRE TROIS : PROTECTION AFFORDES BY PRECONDITION1NG TO THE DIABETIC 

HEART AGAINST ISCHAEMIC 

3.1 ABSTRACT 

Objective : The aim of this study was to assess whether the cardioprotective 

effect of ischaemic preconditioning (IPC) on endothelial function in coronary 

arteries and myocardial function is affected in the streptozotocin-induced diabetic 

rat heart. Methods : Isolated hearts, perfused under constant flow conditions, 

were exposed to 30 min of partial ischaemia (flow rate 1 ml min-I) followed by 20 

min of reperfusion. Results : In the diabetic group (without ischaemia or IPC), 

infusion of 10µ1V1 serotonin (5-HT), an endothelium-dependent, and 311M sodium 

nitroprusside (SNP), an endothelium-independent vasodilator, in the coronary bed 

preconstricted with 0.1p.M U-46619 induced a marked vasodilation. Ischaemia, 

either without or with preconditioning with a single 5-min ischaemia and 10-min 

reperfusion (IPC1) before ischaemia, was accompanied by a reduced 5-HT-

induced vasodilation in diabetic hearts. In contrast, IPC1 preserved the response 

to 5-HT in non-diabetic hearts. A more extensive IPC with 3 periods of 5-min 

ischaemia followed by 5-min reperfusion (IPC3) preserved the vasodilation 

produced by 5-HT in both diabetic and non-diabetic hearts. IPC3 increased the 

recovery of dP/dtm  and dP/dtrni,, during the 30-min ischaemic period and during 

reperfusion in all hearts. In contrast, IPC1 had no effect on myocardial recovery 

in either groups. Adenosine pre-treatment started 30 min before ischaemia 

mimicked IPC3, preserving the vasodilation to 5-HT and improving myocardium 

recovery in both groups. When adenosine was started 15 min before ischaemia, 

vasodilation to 5-HT was preserved in non-diabetic hearts only. Conclusions : 

These results suggest that IPC affords protection of endothelial function in 

resistance coronary arteries of diabetic hearts. To achieve this protection, a more 

extensive IPC is needed, which may be related to a longer exposure to adenosine. 
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3.2 INTRODUCTION 

Single or repetitive short periods of ischaemia followed by intermittent 

reperfusion, render the heart more resistant to a subsequent longer ischaemic 

period. This phenomenon, called ischaemic preconditioning (IPC), limits infarct 

size (90;127;321), reduces the risk of ischaemia-reperfusion arrhythmias (128-

130), improves recovery of ventricular function (131;132), reduces catabolites 

accumulation, and slows ischaemic metabolism (127). This cardioprotective 

effect has been observed in different species, including rats (222;317), rabbits 

(94), dogs (90), pigs (316), and humans (96). 

Some studies have demonstrated that ischaemia-reperfusion attenuated 

endothelial function in large coronary vessels (55;56) and in coronary 

microvessels (57). Some groups have demonstrated that the beneficial effect of 

IPC is not limited to the cardiomyocytes, but can be observed in endothelial cells 

in various experimental models including dog resistance coronary arteries in vivo 

(57), and coronary arteries of the rat in vitro (145;334). Adenosine has often been 

reported to be a mediator of the protection afforded by IPC (165;324). For 

example, we have recently demonstrated that blockade of adenosine-receptors 

with 8-phenyltheophylline can prevent the protection of the endothelial function 

afforded by IPC in the non-diabetic rat coronary bed (334). 

An early study reported that IPC can reduce infarct size in a non-insulin-

dependent diabetic rat model in vivo (152). On the other hand, IPC failed to 

reduce the incidence of ventricular arrhythmias and to improve cardiac function in 

diabetic rat hearts (307;308). However, to the best of our knowledge, little is 

known about the effect of IPC on endothelial function in diabetic hearts, and 

whether exogenous adenosine perfusion can mimic the effects of IPC in this 

pathological model. 	Since diabetes has been associated with endothelial 

(309;310) and myocardial dysfunction (311;312), as well as an altered sensitivity 

to ischaemic injury (313;314), these unanswered questions are highly relevant. 
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Therefore, the first aim of the present study was to evaluate whether IPC affords 

protection against ischaemic injury to the endothelium of coronary vessels and to 

contractile function in isolated diabetic rat hearts. The second aim was to 

verified whether exogenous adenosine perfusion can mimic the beneficial effects 

of IPC against ischaemic injury in these hearts. 

3.3 METHODS 

Preparation of hearts 

The investigation was performed in accordance with the Canadian Council on 

Animal Care. Male Sprague-Dawley rats weighing 200-225g were rendered 

diabetic or treated as vehicle control by injection into the tail vein of 

streptozotocin (55mg kg-1) or vehicle (0.1N citrate buffer, pH 4.5), respectively, 

under light anaesthesia (methoxyflurane). Animals were allowed free access to 

food and water at all times. After two months, diabetic rats and age-matched 

controls were narcotised with CO2  until a complete loss of consciousness and 

promptly decapitated. The thorax was rapidly opened and the heart excised and 

immersed in ice-cold heparinised buffer (10 IU m1-1). It was immediately 

mounted on the experimental setup and perfused within 1 min after decapitation at 

constant flow by means of a digital roller pump. A 20-ml compliance chamber 

along the perfusion line ensured a continuous flow. The flow rate was adjusted 

during the stabilisation period to obtain a coronary perfusion pressure of 

approximately 75 mmHg and was held constant, with the exception of the 

ischaemic periods during which flow was either stopped (zero-flow ischaemia) or 

reduced to 1 ml min-1  (low-flow ischaemia). A second adjustment of the flow rate 

was made at the end of the long reperfusion period, before the perfusion of U-

46619, to correct any deviation of the coronary perfusion pressure from 75 

mmHg, and was held constant thereafter. Flow rate was measured during all the 

experiment with an in-line ultrasonic flow probe and meter (Transonic Systems 
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Inc., model T106). Perfusion pressure was monitored to calculate coronary 

resistance. The normal perfusion solution consisted of a modified Krebs-Henseleit 

buffer containing (in mM): NaC1 118, KCI 4, CaC12  2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, 

NaHCO3  24, D-glucose 5, pyruvate 2. The perfusate was gassed with 95% 02-

5% CO2  (pH 7.4) and kept at a constant temperature of 370  C. All drugs were 

administered through a Y connector in the aortic cannula with syringe pumps 

(Harvard Apparatus, model 11) at one hundredth of the coronary flow rate. 

Adequate mixing of the drugs was ensured by the turbulent flow created in the 

reverse drop shaped aortic cannula. All concentrations mentioned in the text and 

figures refer to the final concentration after mixing. Coronary perfusion pressure 

was measured with a pressure transducer connected to a side arm of the aortic 

perfusion cannula. Isovolumetric left ventricular pressure and its first derivative 

(dP/dt) was measured by a fluid filled latex balloon inserted into the left ventricle 

and connected to a second pressure transducer. The volume of the balloon was 

adjusted to obtain a diastolic pressure between 5 and 10 mmHg. Heart rate was 

derived from the left ventricular pressure trace by a tachograph. Data were 

recorded on a polygraph system (Grass Model 79 polygraph). Body weight and 

blood glucose levels (One Touch II glucometer, Lifescan) were measured at the 

time of decapitation. 

Experimental protocols 

The animals were randomised into twelve groups (fig 1). The hearts in all groups 

were subjected to a 20-min stabilisation period. Ischaemic groups were subjected 

to a 15-min sham period, followed by 30 min of partial ischaemia (flow rate 1 ml 

min-1) prior to a 20-min reperfusion period. In the preconditioned groups (IPC), 

the hearts were exposed to 5 min global ischaemia (zero flow) plus 10 min of 

reperfusion (IPC1) or 5 min global ischaemia plus 5 min of reperfusion repeated 

tlu-ee times (IPC3) before the 30-min ischaemia and 20-min reperfusion periods. 

The sham groups were not exposed to ischaemia-reperfusion at all, but to a time- 

matched normal perfusion. 	After these periods, coronary arteries were 
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precontracted with 0.1µM U-46619 administered throughout the end of the 

experiment. Fifteen min after the beginning of U-46619 infusion, the endothelial 

function was evaluated with the vasodilation produced by 10µM serotonin (5-

HT), whereas coronary smooth muscle function was evaluated using 3t.i.M sodium 

nitroprusside (SNP). These infusions were maintained for 10 min, which was 

long enough to reach a steady state. A washout period of 10 min was allowed 

between each infusion. Vasodilation was quantified by computing percent 

changes in coronary resistance (coronary perfusion pressure divided by coronary 

flow), measured immediately before each drug infusion, and after a new steady 

state. The concentrations of 5-HT and SNP were determined in preliminary dose-

response experiments to produce near-maximal vasodilation. 

In additional experimental series, the effect of an adenosine perfusion was 

compared with that of IPC. In these groups, hearts were treated with either 3µM 

adenosine or vehicle starting after either a 20-min or a 35-min stabilisation period, 

in order to expose the hearts to either 30 or 15 min adenosine perfusion before 

ischaemia. The adenosine perfusion lasted throughout the ischaemic period. 

Statistical analysis 

Values represent the mean ± SEM. Statistical significance of differences between 

means was evaluated by a two way analysis of variance with Scheffe post-hoc 

test. In the presence of an interaction between the different groups, one way 

analysis of variance were used for each group. A commercially available 

software (Systat for Windows, version 6.1) was used. Only probability values (p) 

smaller than 0.05 were considered to be statistically significant. 

Drugs 

All drugs were obtained from Sigma (St-Louis, MA). A 28.5 mM stock solution 

of U-46619 (9,11-dideoxy-11,9-epoxymethano-prostaglandin F2 ) was dissolved 
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in 100% ethanol and diluted with 0.9% NaC1 solution to obtain the desired final 

concentration. Ethanol at the concentration obtained in the final dilution 

(0.003%), had no effect on any of the hemodynamic variables studied and on the 

dilator responses to 5-HT and SNP. All the other drugs were dissolved in Krebs-

Henseleit buffer. 

3.4 RESULTS 

A total of 42 non-diabetic rats and 43 diabetic rats have been used in the present 

study. Body weight of rats treated with streptozotocin or vehicle two months after 

injection was 365.3 ± 10.1 and 558.9 ± 13.7 g, respectively, p<0.05. Blood 

glucose level of these animals was 21.4 ± 0.47 and 4.5 ± 0.12 mmol L-1  

respectively, p<0.05. 

IPC GROUPS 

Vascular function 

Coronary resistance of non-diabetic hearts measured just before 0.1uM U-46619 

perfusion (n=30) was 5.92 ± 0.29 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 

6.72 ± 0.22 ml min-1  g-1  (mean heart weight of 1.90 ± 0.05 g). In diabetic hearts 

(n=29), coronary resistance measured before 0.1µM U-46619 perfusion was 4.99 

± 0.32 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 7.38 ± 0.36 ml min-1  g-1  (mean 

heart weight of 2.04 ± 0.06g). Infusion of U-46619 (0.1µM, n=59) induced a 

significant (p<0.05) vasoconstriction in all groups of hearts (sham, Ischaemia, 

IPC1, and IPC3, Table 1). Vasodilation produced by 10uM 5-HT in sham hearts 

from diabetic rats (-25.2 ± 4.8 %) was comparable to that of age-matched control 

rats (-25.2 ± 3.3 %). Thirty min of partial ischaemia significantly diminished the 

5-HT-induced vasodilation by more than half in hearts from non-diabetic and 

diabetic rats (fig 2). One period of IPC in non-diabetic hearts prevented the 

deleterious effect of ischaemia on endothelium-dependent vasodilation: the 
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vasodilation produced by 5-HT in preconditioned hearts was comparable to that 

observed in hearts not exposed to ischaemia (fig 2). In diabetic hearts, one period 

of IPC was insufficient to preserve the endothelial function. However, three 

periods of IPC prevented the deleterious effect of ischaemia on endothelium-

dependent vasodilation in diabetic as well as in non-diabetic hearts (fig 2). 

Endothelium-independent vasodilation to 311M SNP was not affected by 
ischaemia and was found to be comparable in the four groups of hearts (sham, 

ischaemia, IPC1, and IPC3) from diabetic and non-diabetic rats (fig 2). 

Myocardial function 

The inotropic and lusitropic characteristics of diabetic hearts were comparable to 

that of non-diabetic hearts: dP/dtmax  values measured before the 30-min partial 

ischaemia were 2405 ± 161 and 2307 ± 117 mmHg s-1, and the dP/dt,-,,h, values 

1695 ± 94 and 1702 ± 101 mmHg s-1, for diabetic hearts and age-matched 

controls, respectively. Partial ischaemia was accompanied by a severe reduction 

in dP/dtmax  (fig 3) in both diabetic and non-diabetic hearts. IPC3 improved 

dP/dtmax  (fig 3) recovery during ischaemia, particularly during the last 20 min of 

ischaemia. Reperfusion after partial ischaemia was accompanied by a complete 

recovery of dP/dtmax  after 20 min in non-diabetic hearts, whereas diabetic hearts 

recovered to 80 % of the pre-ischaemic level. IPC3 improved the post-ischaemic 

recovery of dP/dtmax  (fig 3) in diabetic and control rats. In all hearts studied, IPC1 

was insufficient to improve ischaemic and post-ischaemic recovery of dP/dtmax 

(fig 3). The effect of ischaemia and reperfusion, with or without preconditioning, 

on dP/dtniiii  in both diabetic and non-diabetic hearts was superimposed with that 

on dP/dt„,a, (data not showri). 
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ADENOSINE GROUPS 

Vascular function 

Adenosine perfusion (3µM) was accompanied by a significant decrease in 

coronary resistance when measured just before the 30-min ischaemic period (-

30.5 ± 2.5 % in non-diabetic hearts (n=12) and -28.1 ± 3.2 % in diabetic hearts, 

p<0.05, n=14). The perfusion rate in non-diabetic hearts was 6.2 ± 0.3 ml min-1  g- 

(mean heart weight of 2.31 ± 0.09 g). In diabetic hearts, the perfusion rate was 

7.29 ± 0.39 ml min-1  g-1  (mean heart weight of 2.14 ± 0.09 g). Infusion of U-

46619 (0.1µM, n=26) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction in all 

adenosine-treated hearts (Table 1). Treatment with adenosine, starting either 15 

min (n=6) or 30 min (n=8) before ischaemia, preserved the vasodilation produced 

by 10µM 5-HT in non-diabetic hearts (fig 4). In contrast, only the 30-min pre-

treatment with adenosine (n=7) preserved the vasodilation produced by 10µ.M 5-

HT in diabetic hearts (fig 4). Vasodilation to 3µM SNP was comparable in all 

adenosine-treated hearts (fig 4). 

Myocardial function 

The dP/dtni  values measured before the 30-min partial ischaemia were 2257 ± 

104 and 2000 ± 64 mmHg s-1, and the dP/dt,„;,, values 1574 ± 83 and 1392 ± 60 

nunHg s-1, for diabetic hearts and age-matched controls, respectively. In the 

control hearts, pre-treatment with adenosine, either 15 or 30-min before 

ischaemia, had no effect on ischaemic or post-ischaemic recovery of dP/dtmax  (fig 

5). In diabetic hearts, the 60-min pre-treatment with adenosine improved dP/dtmax 

recovery during ischaemia, the 45-min pre-treatment having no effect. In 

contrast, both 45-min and 60-min pre-treatment improved post-ischaemic 

recovery of dP/dtmax  (fig 5) upon reperfusion in diabetic rats. The effect of 

ischaemia and reperfusion, with or without adenosine pre-treatment, on dP/dtmir, in 
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both diabetic and non-diabetic hearts was superimposed with that on dP/dtmax  

(data not shown). 

3.5 DISCUSSION 

In the present study, we have evaluated whether IPC can exert a protective effect 

on myocardial function, and prevent endothelial cell dysfunction induced by 

ischaemia-reperfusion injury in the coronary circulation of diabetic and non-

diabetic rats. The effect of exogenous adenosine perfusion was also evaluated. 

The major findings of this study are 1) that IPC with a single short period of 

ischaemia prevents endothelial dysfunction produced by ischaemia-reperfusion in 

non-diabetic hearts, whereas three periods are necessary in diabetic hearts, 2) IPC 

with 3 periods of ischaemia can improve the recovery of myocardial function after 

ischaemia in both groups, 3) adenosine perfusion starting 15 min before ischaemia 

can mimic the beneficial effect of IPC on endothelial function in non-diabetic 

coronary arteries, whereas a longer adenosine perfusion (30 min) is obligatory for 

endothelial protection in diabetic hearts. Finally, the longer adenosine perfusion 

can also improve the recovery of contractile function after ischaemia in diabetic 

hearts. 

The buffer-perfused, flow-controlled isolated heart was selected for the present 

study. This model allowed highly reproducible ischaemia and controlled 

reperfusion, without any damage to the vessels by clamping or ligature 

procedures. However, oxygen transport by a buffer solution is less than that of 

blood, and a higher flow rate must be used to obtain a perfusion pressure within 

the physiological range. Since ischaemia-reperfusion can alter the coronary 

dilatory reserve (Bouchard and Lamontagne, unpublished observation), 

preconstriction of coronary arteries with U-46619 allowed a more reliable 

assessment of endothelium-dependent and independent responses. Finally, all 

groups were time-matched to minimize the effect of time on our preparations. 
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Effect ofpreconditioning on endothelial dysfunction 

In the present study, the vasodilation to 5-HT was used as an index of endothelial 

function. 5-HT has been shown to be an endothelium-dependent vasodilator in 

several isolated vessel preparations (318) as well as in isolated rat hearts (319). In 

isolated hearts, the coronary vasodilation to 5-HT is blocked after treatment with 

NO-synthase inhibitors (319). Thus, the vasodilatory response to 5-HT is 

indicative of the ability of endothelial cells to generate and release NO. The 

coronary vasodilation to 5-HT was not altered in diabetic rats. This is in contrast 

with several studies reporting impairment of endothelium-dependent relaxation in 

aorta from diabetic animals, including rabbits and rats (335;336). However, other 

reports have shown no change in endothelium-dependent relaxation in diabetic 

animals (337;338). This controversy may be explain by several variables like the 

animal species, the vascular bed studied, or the duration and severity of the 

pathology. 

Our data show that endothelium-dependent vasodilation of coronary arteries to 5-

HT is drastically decreased after ischaemia-reperfusion injury. However the same 

vessels retained the ability to dilate to SNP, an endothelium-independent 

vasodilator. This indicates that, under the present conditions, ischaemia-

reperfusion altered selectively the functionality of the endothelium without 

affecting that of smooth muscle cells. IPC1 in non-diabetic hearts only, and IPC3 

in all hearts, prevented the reduction in the vasodilation to 5-HT, suggesting that 

IPC can protect endothelial function in coronary arteries against the deleterious 

effect of ischaemia-reperfusion. 	A similar protective effect of IPC on 

endothelium-dependent acetylcholine-induced relaxation was observed in 

epicardial coronary arteries of normal dogs (57), and in left coronary arteries in 

vitro isolated from non-diabetic rats (145). In contrast, in an anaesthetized open-

chest canine model, IPC could not prevent the reduction in both endothelium-

dependent and independent dilator responses observed after one hour coronary 

occlusion and 4 hours of reperfusion (320). However, it is currently unclear 



80 

whether this discrepancy is species-related or due to a different severity of the 

ischaemic insult. 

Effect of preconditioning on myocardial recovery 

In our study, dP/dtm  and dP/dtmin, which represent the capacity of the ventricle to 

contract during systole and its ability to relax during diastole, were used to 

evaluate the contractile function of the hearts. The results of the present study as 

well as others (130;131) showed that IPC enhances functional recovery in isolated 

non-diabetic rat hearts. However, some reported no protective effect of IPC 

against myocardial dysfunction in isolated rat hearts (339). Interestingly, recent 

studies have shown that aging hearts (154;155) as well as hearts from 

hypercholesterolaemic (340) and diabetic animals (307;308) do not benefit from 

IPC. In the present study however, an improved post-ischaemic ventricular 

recovery with IPC was observed in the diabetic rat model. 

Protective effect of exogenous adenosine 

Adenosine has often been reported to be the endogenous mediator of the 

protection afforded by IPC (165;324). We have recently reported that the 

adenosine-receptor antagonist, 8-phenyltheophylline, prevents the protective 

effect of IPC on the endothelial function in the isolated rat heart (334). Therefore, 

we tested whether a reduced sensitivity to the cardioprotective effect of adenosine 

in diabetic hearts could explain the more extensive IPC required in these hearts. 

Two pre-treatment regimens with exogenous adenosine were compared: 

adenosine perfusion started either 15 min before ischaemia, being temporally 

equivalent to IPC1 with 5 min ischaemia and 10 min reperfiision, or 30 min 

before ischaemia, corresponding to IPC3 with 3 cycles of 5-min ischaemia and 5-

min reperfusion. In accordance, a longer pre-treatment with adenosine was 

required in diabetic hearts (60 vs 45 min) in order to prevent the ischaemia-

induced reduction in the vasodilation to 5-HT. This difference is probably 
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underestimated since we have recently observed that, in non-diabetic hearts, a 5-

min treatment with 3 jiM adenosine performed 10 min before ischaemia is 

sufficient to preserve the vasodilation to 5-HT (-28 ± 1 % vs -25 ± 4 % for 

ischaemic and sham hearts, respectively, n=4 per group). Thus, these data suggest 

that exogenous adenosine can mimic the protective effect of IPC on the 

endothelial function. In addition, the longer exposure to adenosine needed in 

diabetic hearts in order to observe a protective effect may explain the more 

extensive IPC required. 

In contrast to the endothelial function, both the 45-min and 60-min adenosine pre-

treatments were effective in improving the post-ischaemic recovery of dP/dtm  

and dP/dtmin  in diabetic hearts. However, adenosine could not significantly 

improve functional recovery in non-diabetic hearts. This is probably due to the 

fact that non-diabetic hearts recovered completely within the 20-min reperfusion, 

whereas functional recovery of diabetic hearts was blunted compared with control 

hearts. Therefore, the beneficial effect of adenosine will be more important in 

hearts with depressed ventricular function. 

The mechanisms by which adenosine can exert a cardioprotective effect are 

numerous. Adenosine, released from ischaemic tissues and acting on A1  

receptors, can activate KATp channels via a G protein (297) and produce effects 

similar to those described for KAirp channels. In the myocardium, activation of 

KATp channels possibly inhibits ischaemic depolarisation, which could reduce 

Ca2+  entry via voltage-gated channels, resulting in a reduction in intracellular Ca2+  

levels and decreased myocardial contractility (323). Furthermore, recent studies 

have shown the presence of KATp channels in mitochondrial membranes. The role 

of these channels remains unknown, but it may maintain membrane polarity or 

even control mitochondrial Ca2+  concentration (323). This control of intracellular 

Ca2+  concentration via KATp channel activation can prevent mitochondrial Ca2+  

overload, a key player in myocardial ischaemic damage. Some evidences indicate 

that activation of KATp channels during ischaemia can also preserve the 
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myocardial energy status (325;326). Activation of PKC seems to be another 

major event in the cardioprotective effect of IPC in the rat heart (260;271). 

Partial inhibition of PKC can provide additional protection, whereas complete 

inhibition blocks the protective effect of IPC (341). Interestingly, adenosine and 

PKC can act in synergism to activate KATI) channels in rabbit ventricular 

myocytes (302). Liu et al. (165) have reported that adenosine acting through A3 

receptors can be a mediator of the ischaemic preconditioning. The physiological 

role of A3 receptors is still poorly characterised, but they have recently been 

implicated as activators of mast cells (331). According to this hypothesis, mast 

cells would release mediators (histamine, leukotrienes, free radicals, 

thromboxanes, cytokines) during the preconditioning period (transient ischaemia) 

or during exogenous adenosine perfusion, producing little or no damage to 

myocytes, being washed away to rapidly. During the subsequent prolonged 

ischaemic insult, depleted mast cells could no longer release these deleterious 

mediators, resulting in a reduced myocardial or vascular damage (332). It 

remains to be established whether these mechanisms can also explain the 

protective effect of IPC or exogenous adenosine perfusion on endothelial and 

myocardial functions. 

There is a strong controversy whether the diabetic heart is more (313) or less 

(314) sensitive to ischaemic injury. In the present study, no marker of ischaemic 

injury such as CK release was measured. Therefore, the severity of the ischaemic 

injury in diabetic and normal hearts cannot be compared. However, post-

ischaemic ventricular recovery was blunted in diabetic hearts. On the other hand, 

diabetic hearts needed more IPC periods and longer adenosine perfusion, 

compared with non-diabetic hearts, to achieve the same level of protection to the 

endothelial function. Although the exact mechanism of this difference remains 

unknown, several hypotheses can be suggested. First, the signalling pathways 

activated by endogenous or exogenous adenosine may be affected in diabetic 

coronary vessels. Since PKC and KATp channels are involved in the 

cardioprotective effect of IPC and adenosine, it is possible that an alteration of 
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these mechanisms could explain the reduced sensitivity to the cardioprotective 

effect of IPC and adenosine observed in diabetic hearts. On the one hand, an 

attenuated PKC is unlikely, since many studies have reported an increased PKC 

activity along with higher diacylglycerol levels in vascular tissues of diabetic 

animals (342;343) Furthermore, dose-response curves to the PKC activator, 

phorbol 12-myristate 13-acetate, performed in diabetic hearts were found to be 

comparable with that of age-matched controls (Bouchard and Lamontagne, 

unpublished observation). On the other hand, reduced vascular responses to KATP 

channel activators in diabetes mellitus have been reported (344;345). We have 

also observed a reduced coronary dilation with lemakalim in diabetic hearts 

(Bouchard and Lamontagne, unpublished observation). However, we cannot rule 

out that IPC in diabetic hearts involves activation of other pathways than those 

described for non-diabetic hearts. 

These findings may have clinical implications. For example, during angioplasty 

or transplantation procedures, diabetic patients may need more ischaemic periods 

or a longer adenosine perfusion in order to achieve the same level of 

cardioprotection. However, it is certainly premature to extrapolate these findings 

to human beings and further experiments will be necessary. 

In conclusion, these data suggest that ischaemic preconditioning or exogenous 

adenosine perfusion can afford protection to myocardial and endothelial function 

against subsequent ischaemic injury in diabetic hearts. However, to achieve the 

same degree of endothelial protection, preconditioning must be more extensive 

and adenosine perfusion period be longer in diabetic hearts, compared with non-

diabetic hearts. 



Tableau 111.1 
Effect of 0.11iM U-46619 infusion on coronary resistance (mmHg min m1-1) 

n Before U-46619 After U-46619 

IPC groups 

Non-diabetics 
Sham 8 5.87 ± 0.35 10.10 ± 0.82 * 
Ischaemia 8 5.96 ± 0.82 11.53 ± 0.75 * 
IPC1 8 5.94 ± 0.31 11.53 ± 0.75 * 
IPC3 6 5.25 ± 0.47 9.50 ± 0.89 * 

Diabetics 
Sham 8 5.35 ± 0.54 9.34 ± 1.05 * 
Ischaemia 8 5.46 ± 0.88 10.05 ± 1.25 * 
IPC1 6 5.13 ± 0.36 8.73 ± 0.83 * 
IPC3 7 3.93 ± 0.43 7.29 ± 0.65 * 

Adenosine groups 

Non-diabetics 
45-min perfusion 8 5.08 ± 0.40 8.95 ± 0.56 * 
60-min perfusion 4 5.84 ± 0.89 9.72 ± 1.43 * 

Diabetics 
45-min perfusion 7 4.51 ± 0.35 8.63 ± 0.62 * 
60-min perfusion 7 4.78 ± 0.61 7.56 ± 0.66* 

Coronary resistance was calculated as perfusion pressure(mmHg)/perfusion flow 
(ml min-1) 
Values are means ± SEM 

* p< 0.05 compared with the corresponding "before U-46619" value 
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Figure 3.1: Diagrams showing the different experimental protocols. Each experiment 
started with a 20-min stabilisation period. Hearts in the ischaemia protocol (no. 2) 
underwent 30 min of low-flow (1 ml 	ischaemia and 20 min of reperfusion, after an 
additional 30-min stabilisation period. Hearts in the IPC1 + ischaemia protocol (no. 3) 
were submitted to a preconditioning 5 min zero-flow ischaemia and 10 min reperfusion, 
before the 30-min low-flow ischaemia. Hearts in the IPC3 + ischaemia protocol (no. 4) 
were submitted to 3 cycles of 5 min zero-flow ischaemia followed by 5 min reperfusion, 
before the 30-min low-flow ischaemia. In the experiments in which adenosine (Ado) 
perfusion replaced IPC, infusion with 31.1M adenosine started either 15 min (no. 5) or 30 
min (no. 6) before the 30-min low-flow ischaemia and 20 min of reperfusion. Adenosine 
perfusion lasted throughout the ischaemic period. Hearts in the sham protocol (no. 1) 
were used as time-matched controls. For all protocols, endothelial and smooth muscle 
function was evaluated after the 20-min reperfusion period. Coronary arteries were 
precontracted by a continuous infusion of 0.1uM U-46619. After 15 min, infusion of 5-
HT (10µM) was started for 10 min. A wash-out period of 10min was allowed between 5-
HT and SNP (311M, 10 min) infusions. The numbers above the bars represent the time in 
min. 
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Figure 3.2: Change in coronary resistance induced by 10uM serotonin (5-HT, 
panels A and B) and 31.iM sodium nitroprusside (SNP, panels C and D) in non-
diabetic hearts (panels A and C) and in diabetic hearts (panels B and D). Open, 
hatched, closed, and crosshatched columns represent sham, ischaemic, IPC1 and 
IPC3 protocols, with 8, 8, 8, and 6 non-diabetic, and 8, 8, 6, and 7 diabetic hearts, 
respectively. a p<0.05, compared with sham, IPC1, and IPC3. *p<0.05, 
compared with sham and IPC3. 
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Figure 3.3 Change in dP/dtmax  (à%) observed during 30 min partial ischaemia (1 

ml min-1) and 20 min reperfusion in non-diabetic (top panel) and in diabetic hearts 

(bottom panel). Closed circles, open circles, and open triangles represent 

ischaemic, IPC3, and IPC1 protocols, with 8, 8, and 6 non-diabetic, and 8, 6, and 

7 diabetic hearts, respectively. *p<0.05 compared with ischaemic hearts. 
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Figure 3.4: Change in coronary resistance (%) induced by 10µM serotonin (5-

HT) and 3µM sodium nitroprusside (SNP) in non-diabetic (left panel) and in 

diabetic hearts (right panel). Open and closed columns represent 60-min and 45-

min adenosine (3µM) pre-treatment with 4 and 8 non-diabetic, and 7 diabetic 

hearts in each pre-treatment, respectively. *p<0.05. NS= non-significant. 
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Figure 3.5: Change in dP/dtmax  (à%) observed during 30 min partial ischaemia 
(1 ml min-1) and 20 min reperfusion in non-diabetic (top panel) and in diabetic 
hearts (bottom panel). Closed circles, open circles, and open triangles represent 
ischaemic, 60-min, and 45-min adenosine pre-treatment protocols for 8, 4, and 8 
non-diabetic, and 8, 7, and 7 diabetic hearts, respectively. *p<0.05 compared 
with ischaemic hearts. 
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CHAPITRE QUATRE : ROLE OF KININS IN THE ENDOTHELIAL PROTECTIVE EFFECT OF 

ISCHAEMIC PRECONDITIONING. 

4.1 ABSTRACT 

1. The aim of this study was to assess whether the protective effect of ischaemic 

preconditioning on endothelial function in coronary arteries of the rat involves 

kinins. 

2. Isolated rat hearts were exposed to a 30-min low-flow ischaemia (flow rate of 

1 ml min-1) followed by 20-min reperfusion, after which coronaries were 

precontracted with 0.1itM U-46619, and the response to the endothelium-

dependent vasodilator, serotonin (5-HT, 10µM), compared to that of the 

endothelium-independent vasodilator, sodium nitroprusside (SNP, 3µ1q). 

3. In untreated hearts, ischaemia-reperfusion diminished selectively 5-HT-

induced vasodilatation, compared with time-matched sham hearts. The 

vasodilatation to SNP was unaffected after ischaemia-reperfusion. 

Preconditioning (5 min of zero-flow ischaemia followed by 10 min 

reperfusion) in untreated hearts preserved the vasodilatation produced by 5- 

HT. 

4. Blockade of B1  and B2 receptors with either 3nM [Lys°, Leu8, des-Argl-

bradykinin (LLDBK) or 1 OnM Hoe 140 (icatibant) respectively (started 15 

min before ischaemic preconditioning or a corresponding sham period and 

stopped just before the 20-min reperfusion period) had no effect on the 

vasodilatation produced by both 5-HT and SNP in sham hearts. Pretreatment 

with Hoe 140 did not block the protective effect of ischaemic preconditioning 

on the 5-HT vasodilatation. In contrast, LLDBK halved the protective effect 

of ischaemic preconditioning on endothelium-dependent vasodilatation. 

5. Perfusion with either bradykinin or des-Arebradykinin (1nM) 30 min before 

and lasting throughout the ischaemia protected the endothelium. 

6. In conclusion, ischaemic preconditioning affords protection to the endothelial 

function in resistance coronary arteries of the rat partially by activation of B1 
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receptors. Although exogenous BK perfusion can protect the endothelium, B2 

receptors do not play an important role in this protection in the isolated rat 

heart. 

4.2 INTRODUCTION 

Ischaemic preconditioning induced by single or repetitive short periods of 

ischaemia followed by intermittent reperfusion, render the heart more resistant to 

a subsequent longer ischaemic period. This phenomenon limits infarct size 

(90;94), reduces the risk of ischaemia-reperfusion arrhythrnias (128;130), 

improves recovery of ventricular function (94), reduces catabolite accumulation, 

and slows ischaemic metabolism (127;133). This cardioprotective effect has been 

observed in different species, including rats (222;317), rabbits (94), dogs (90), 

pigs (346), and humans (96). 

Some studies have demonstrated that ischaemia-reperfusion attenuated 

endothelial function in large coronary vessels (55;56) and in coronary 

microvessels (57). In addition, it has been shown that the beneficial effect of 

ischaemic preconditioning is not limited to the cardiomyocytes, but can be 

observed in endothelial cells in various experimental models including dog 

resistance coronary arteries in vivo (57), and coronary circulation of the rat in 

vitro (145;334). Adenosine (165;324;334), ATP sensitive potassium channels 

(KATp channels) (322;323;334), and protein kinase C activation (260) have been 

implicated in the mechanisms of the protection afforded by ischaemic 

preconditioning. 

The contribution of kinins in the protection afforded by ischaemic preconditioning 

has been studied in isolated rat heart as well as in dogs and rabbits in vivo. These 

studies revealed that B2-receptor activation is involved in the reduction in both 

ischaemia and reperfusion-induced arrhythmias (206) and infarct size (169;207), 

and improvement of post-ischaemic ventricular recovery by ischaemic 
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preconditioning (208). Numerous studies have demonstrated that exogenous 

bradykinin perfusion is protective against ischaemia-reperfusion induced 

ventricular fibrillation (209;315). In addition, it has been reported that exogenous 

perfusion of bradykinin (BK) and des-Arg9-bradykinin (DBK) decreased 

reperfusion-induced noradrenaline outflow and arrhythmias via B1-receptors 

(210). 

However, little is known about the role played by endogenous kinins in the 

endothelial protective effect of ischaemic preconditioning. Therefore, the first aim 

of the present study was to evaluate whether ischaemic preconditioning affords 

protection against the ischaemic insult to the endothelium of coronary vessels in 

isolated rat hearts via the kinin pathway. The second aim was to verify whether 

exogenous kinin perfusion could mimic the beneficial effects of ischaemic 

preconditioning against ischaemic insult in these hearts. 

4.3 METHODS 

Preparation of hearts 

The investigation was performed in accordance with the guidelines from the 

Canadian Council on Animal Care. Male Sprague-Dawley rats (300-350 g) were 

narcotized with CO2  until a complete loss of consciousness and rapidly 

decapitated. Hearts were rapidly excised and immersed in ice-cold heparinised 

buffer (10 IU m1-1). They were immediately mounted on the Langendorff setup 

and perfused at constant flow by means of a digital roller pump. A 20-ml 

compliance chamber along the perfusion line ensured a continuous flow. The 

flow rate was adjusted during the stabilization period to obtain a coronary 

perfusion pressure of approximately 75 mmHg and was held constant, with the 

exception of the ischaemic periods during which flow was either stopped (zero-

flow ischaemia) or reduced to 1 ml min-1  (low-flow ischaemia). A second 

adjustment of the flow rate was made at the end of the long reperfusion period, 
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before the perfusion of U-46619, to correct any deviation of the coronary 

perfusion pressure from 75 mmHg, and was held constant thereafter. Flow rate 

was measured during the whole experiment with an in-line ultrasonic flow probe 

and meter (Transonic Systems Inc., model T106). Perfusion pressure was 

monitored to calculate coronary resistance. The normal perfusion solution 

consisted of a modified Krebs-Henseleit buffer containing (in mM): NaC1 118, 

KC1 4, CaC12  2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, NaHCO3 24, D-glucose 5, pyruvate 2. 

The perfusate was gassed with 95% 02- 5% CO2 (pH 7.4) and kept at a constant 

temperature of 37 °C. All drugs were administered through a Y connector in the 

aortic cannula with syringe pumps (Harvard Apparatus, model 11) at one 

hundredth of the coronary flow rate. Adequate mixing of the drugs was ensured 

by the turbulent flow created in the reverse drop shaped aortic cannula. All 

concentrations mentioned in the text and figures refer to the final concentration 

after mixing. Coronary perfusion pressure was measured with a pressure 

transducer connected to a side arm of the aortic perfusion cannula. Isovolumetric 

left ventricular pressure and its first derivative (dP/dt) was measured by a fluid 

filled latex balloon inserted into the left ventricle and connected to a second 
pressure transducer. The volume of the balloon was adjusted to obtain a diastolic 

pressure between 5 and 10 mmHg. Heart rate was derived from the left 

ventricular pressure trace by a tachograph. Data were recorded on a polygraph 

system (Grass Model 79 polygraph). 

Experimental protocols 

The animals were randomized into fifteen groups (Figure 1). The hearts in all 

groups were subjected to a 20-min stabilization period. Drugs or vehicle infusion 

was then started, followed by an additional 15-min perfusion period. 	The 

ischaemic groups were subjected to a 15-min sham period, followed by 30 min of 

partial ischaemia (flow rate 1 ml min-1) prior to a 20-min reperfusion period. In 

the preconditioned groups, the hearts were exposed to 5 min global ischaemia 

(zero-flow) plus 10 min of reperfusion before the 30-min ischaemia and 20-min 
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reperfusion periods. The sham groups were not exposed to ischaemia-

reperfusion, but to a time-matched normal perfusion. After these periods, 

coronary arteries were precontracted with 0.1µM U-46619 administered 

throughout the end of the experiment. 15 min after the beginning of U-46619 

infusion, the endothelial function was evaluated by the vasodilatation produced by 

10p.M serotonin (5-HT), whereas coronary smooth muscle function was evaluated 

with 3µM sodium nitroprusside (SNP). These infusions were maintained for 10 

min, which was long enough to reach a steady state. A washout period of 10 min 

was allowed between each infusion. Vasodilatation was evaluated by computing 

percent changes in coronary resistance (coronary perfusion pressure divided by 

coronary flow), measured immediately before each drug infusion, and after a new 

steady state. The concentrations of 5-HT and SNP were determined in 

preliminary dose-response experiments to produce near-maximal vasodilatation. 

Sham, ischaemic, and ischaemic preconditioning hearts were treated with either 

1 OnM Hoe 140 (icatibant, a selective B2 receptor antagonist), 3nM [Lys°, Leu8, 

des-Argl-bradykinin (LLDBK, a selective B1  receptor antagonist), or vehicles 

starting after the 20-min stabilization period, and lasting throughout the 30-min 

partial ischaemic period. Drug infusion was stopped upon reperfusion. 

In additional experimental series, the effect of an exogenous kinin perfusion was 

compared with that of ischaemic preconditioning. In these groups, hearts were 

treated with either 1nM BK, 1nM DBK or vehicle starting after the 20-min 

stabilization period, in order to expose the hearts to 30 min kinin perfusion before 

ischaemia. The kinin perfusion lasted throughout the 30-min ischaemic period, 

and was stopped upon reperfusion. 

Statistical analysis 

Values represent the mean ± s.e.mean. Statistical significance of differences 

between means was evaluated by a two way analysis of variance followed by a 



95 

Scheffé post-hoc test. In the presence of an interaction between the different 

groups, one way analysis of variance were used for each group. A commercially 

available software (Systat for Windows version 6.1) was used. Only probability 

values (P) smaller than 0.05 were considered to be statistically significant. 

Drugs 

Hoe 140 was kindly provided by Hoechst-Marion-Roussel (Frankfurt, Germany). 

LLDBK was a generous gift from Dr A. Adam. All other drugs were obtained 

from Sigma-Aldrich (Mississauga, Ont, Canada). Stock solutions of Hoe 140 (0.1 

mM), LLDBK (1 mM), BK (0.9 mM), and DBK (1.12 mM) were prepared in 

Krebs-Henseleit buffer, and further diluted in the same buffer. U-46619 (9,11-

dideoxy-1 1,9-epoxymethano-prostaglandin F2, 28.5 mM) was dissolved in 100% 

ethanol and diluted in Krebs-Henseleit buffer to obtain the desired final 

concentration. Ethanol (0.003%) at the concentration obtained in the final 

dilution had no effect on any of the haemodynamic variables studied and on the 

dilator responses to 5-HT and SNP. All the other drugs were dissolved in Krebs-

Henseleit buffer. 

4.4 RESULTS 

Ischaemic preconditioning groups 

VASCULAR FUNCTION 

Untreated groups 

Coronary resistance measured just before 0.1IaM U-46619 perfusion (n=24) was 

5.92 ± 0.29 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 6.72 ± 0.22 ml min-1  g-1  

(mean heart weight of 1.90 ± 0.05 g). Infusion of U-46619 (0.1µM, n=24) 

induced a significant (P(0.05) vasoconstriction in all groups of hearts (sham, 
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ischaemia, and ischaemic preconditioning, Table 1). Perfusion of 1 OptM 5-HT 

produced a diminution in coronary resistance of -25.2 ± 4.8%. 30 min of partial 

ischaemia significantly diminished the 5-HT-induced vasodilatation by more than 

half (Figure 2a). One period of ischaemic preconditioning prevented the 

deleterious effect of ischaemia on endothelium-dependent vasodilatation: the 

vasodilatation produced by 5-HT in preconditioned hearts was comparable to that 

observed in hearts not subjected to ischaemia (Figure 2a). Endothelium-

independent vasodilatation to 3µM SNP was not affected by ischaemia and was 

found to be comparable in the three groups (sham, ischaemia, and ischaemic 

preconditioning, Figure 2b). 

Hoe 140-treated groups 

Blockade of kinin B2 receptors with Hoe 140 (10nM) was accompanied by a 

small but non-significant increase in coronary resistance when measured just 

before 0.1µM U-46619 perfusion (Hoe 140-treated vs untreated hearts, P>0.05, 

Table 1). The perfusion rate was 5.57 ± 0.32 ml miril  il  (mean heart weight of 

2.18 ± 0.06 g). Infusion of U-46619 (0.11.tM, n=27) induced a significant 

(P<0.05) vasoconstriction in all Hoe 140-treated groups (Table 1). Vasodilatation 

produced by 10µM 5-HT (-20.3 ± 4.2% in sham hearts, n=7) was almost totally 

abolished in the ischaemic group (Figure 2c). Ischaemic preconditioning in Hoe 

140-treated hearts was still able to prevent completely the deleterious effect of 

ischaemia on 5-HT-induced vasodilatation (Figure 2c). Vasodilatation to 3µM 

SNP was comparable in the three Hoe 140-treated groups (sham, ischaemic, and 

ischaemic preconditioning, Figure 2d). 

LLDBK-treated groups 

Blockade of kinin B1  receptors with LLDBK produced no significant increase in 

coronary resistance when measured just before 0.1µM U-46619 perfusion 

(LLDBK-treated vs untreated hearts, P>0.05, Table 1). The perfusion rate was 
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5.75 ± 0.31 ml min-I  il  (mean heart weight of 2.16 ± 0.08 g). Infusion of U-

46619 (0.1p,M, n=17) induced a significant (P<0.05) vasoconstriction in all three 

groups (Table 1). Vasodilatation produced by 10uM 5-HT (-35.7 ± 4.5% in 

sham hearts, n=5) was practically abolished in the ischaemic group (Figure 2e). 

Ischaemic preconditioning in LLDBK-treated hearts was unable to prevent the 

deleterious effect of ischaemia on 5-HT-induced vasodilatation (Figure 2e). 

Vasodilatation to 31.1M SNP was comparable in the three LLDBK-treated groups 

(sham, ischaemic, and ischaemic preconditioning, Figure 2f). 

MYOCARDIAL FUNCTION 

The inotropic and lusitropic characteristics of Hoe 140 and LLDBK-pretreated 

hearts were comparable to those of untreated hearts: dP/dtrnax  values measured 

before the 30-min low-flow ischaemia were 1980±449 (n=16), 1453 ± 45 (n=20) 

and 1532 ± 104 mmHg s-1  (n=12), and the dP/dtrnin  values 934±120 (n=16), 966 ± 

42 (n=20) and 1041 ± 65 mmHg s-1  (n=12), for untreated, Hoe 140 and LLDBK 

pretreated hearts, respectively. Low-flow ischaemia was accompanied by a severe 

reduction in dP/dt. (Figure 3) and in dP/dt„,;,, (Figure 4) in all groups. 

Ischaemic preconditioning improved dP/dtmax  and dP/dtmir, recovery during 

ischaemia, particularly during the last 20 min of ischaemia, in LLDBK pretreated 

(Figures 3 & 4) and Hoe 140 pretreated (Figures 3 & 4), but not in untreated 

hearts. Ischaemic preconditioning improved the post-ischaemic recovery of 

dP/dt„,,„ (Figure 3) and dPidtrnin  (Figure 4) in LLDBK pretreated (Figures 3 & 4) 

and Hoe 140 pretreated (Figures 3 & 4), but not in untreated hearts (Figures 3 & 

4). 
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Exogenous kinins groups 

VASCULAR FUNCTION 

BK-treated groups 

Perfusion with BK (1nM) produced no significant effect in coronary resistance 

when measured just before the 30-min ischaemic period (0.7 ± 2.7% variation of 

coronary resistance, n=12). The perfusion rate in BK-treated hearts was 6.11 ± 

0.32 ml min-1  il  (mean heart weight of 2.14 ± 0.14 g). Infusion of U-46619 

(0.1µM, n=12) induced a significant (P<0.05) vasoconstriction in all BK-treated 

hearts (Table 1). 30 min of low-flow ischaemia significantly diminished the 

5-HT-induced vasodilatation by more than half in untreated hearts (Figure 5a). 

Treatment with BK, starting 30 min before ischaemia, preserved the 

vasodilatation produced by 10p.M 5-HT in ischaemic hearts (Figure 5a). 

Vasodilatation to 311M SNP was comparable in all BK-treated hearts (Figure 5b). 

DBK-treated groups 

DBK perfusion (1nM) produced no significant effect on coronary resistance when 

measured just before the 30-min ischaemic period (3.5±3.0 % variation of 

coronary resistance, n=12). The perfusion rate in DBK-treated hearts was 6.41 ± 

0.54 ml min-1  g (mean heart weight of 2.14 ± 0.13 g). Infusion of U-46619 

(0.1p.M, n=12) induced a significant (P<0.05) vasoconstriction in all DBK-treated 

hearts (Table 1). 30 min of low-flow ischaemia halved the 5-HT-induced 

vasodilatation in untreated hearts (Figure 5c). Treatment with DBK, starting 30 

min before ischaemia, preserved the vasodilatation produced by 10µM 5-HT in 

ischaemic hearts (Figure 5c). Vasodilatation to 3µM SNP was comparable in all 

DBK-treated hearts (Figure 5d) 
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MYOCARDIAL FUNCTION 

The dP/dtmax  values measured before the 30-min low-flow ischaemia were 1483 ± 

71 and 1600 ± 63 mmHg s-1, and the dP/dtmin  values 942 ± 88 and 1180 ± 116 

mmHg s-1, for BK 1nM and DBK 1nM pretreated hearts, respectively. In both 

groups, pretreatment with exogenous kinins, either DBK or BK 30-min before 

ischaemia, had no effect on ischaemic or post-ischaemic recovery of dP/dtma, and 

dP/dtmin  (data not showr). 

4.5 DISCUSSION 

In the present study, the contribution of kinins in the protective effect of 

ischaemic preconditioning on myocardial and endothelial functions of the rat 

heart was assessed. The major findings are 1) that ischaemic preconditioning 

with a single short period of ischaemia prevents endothelial dysfunction produced 

by ischaemia-reperfusion in rat hearts via activation of B1  receptors, but not B2 

receptors, and 2) both DBK and BK perfusions starting 30 min before ischaemia 

can mimic the beneficial effect of ischaemic preconditioning on endothelial 

function in rat coronary arteries. 

Effect ofpreconditioning on ischaemic dysfunction 

In the present study, the ischaemic conditions (flow rate and duration) were 

selected in order to observe a selective endothelial dysfunction. This was 

confirmed by the fact that the endothelium-dependent and NO-mediated (319) 

vasodilatation of coronary arteries to 5-HT was drastically decreased after the 

ischaemia-reperfusion insult, whereas the same vessels retained the ability to 

dilate to SNP, an endothelium-independent vasodilator. It has been reported 

earlier (334) that ischaemic preconditioning prevents the reduction in the 

vasodilatation to 5-HT after ischaemia-reperfusion, suggesting that ischaemic 

preconditioning can protect endothelial function in coronary arteries. Such a 
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protection was observed in the present study. A protective effect of ischaemic 

preconditioning was also observed with canine epicardial coronary arteries (57), 

and in rat isolated left coronary arteries in vitro (145). 

The upper and lower limits of the dP/dt signal, dP/dtrna, and dP/dtmin, which 

represent the capacity of the ventricle to contract during systole and its ability to 

relax during diastole, were used to evaluate the contractile function of the hearts. 

These variables recovered rapidly and completely within the 20-min reperfusion 

period. Furthermore, ischaemic preconditioning failed to improve post-ischaemic 

ventricular recovery. The inability of ischaemic preconditioning to improve 

ventricular recovery is most probably due to the fact that the present ischaemic 

conditions were too mild to severely depress the contractile function, leaving little 

room for improvement. 

Role of B2  receptors in ischaemic preconditioning 

BK has often been reported to be an endogenous mediator of the protection 

afforded by ischaemic preconditioning (347). Some investigators have reported 

that the B2 receptor antagonist, Hoe 140, prevents the protective effect of 

ischaemic preconditioning on ventricular arrhythmias in dogs in vivo (206), on 

infarct size in rabbits in vivo (207), and contractile function in isolated rat hearts 

(208). However, to the best of our knowledge, little is known about the role 

played by endogenous kinins in the endothelial protective effect of ischaemic 

preconditioning. Therefore, we tested whether B2 receptor activation was 

involved in the protection afforded by ischaemic preconditioning to the 

endothelium. Hoe 140 was selected for its high selectivity for B2 receptors. 

Furthermore, the concentration used was above those corresponding to the pA2  

values reported in the literature (348). The protective effect of ischaemic 

preconditioning on endothelial function was not affected by Hoe 140, as reflected 

by the comparable endothelium-dependent vasodilatation to 5-HT in both Hoe 

140-treated preconditioned and sham groups. Therefore, these data suggest that 
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B2 receptor activation is not involved in the protection afforded by ischaemic 

preconditioning against endothelial dysfunction observed following ischaemia-

reperfusion. 

In the present experimental conditions, Hoe 140 pretreatment seems to improve 

myocardial recovery in the preconditioned group, but this may rather be due to a 

slightly depressed myocardial recovery observed in Hoe 140-treated ischaemic 

group. Thus, these data suggest that B2 receptor activation may be required for a 

full post-ischaemic ventricular recovery under the present conditions. 

Role of B 1  receptors in ischaemic preconditioning 

Recently, some have reported that the protective effect against ischaemia obtained 

by either BK or DBK perfusion is mediated via the activation of B1  receptors 

(210). However, for the moment, the role played by B1  receptor activation in the 

protective action of ischaemic preconditioning remains unknown. Therefore, we 

tested using a potent and highly selective B1  receptor antagonist (349) whether the 

activation of B1  receptors is involved in ischaemic preconditioning. In the 

LLDBK-treated preconditioned group, the vasodilatation to 5-HT was halved 

whereas the vasodilatation to SNP was not significantly different from that 

observed in the sham group. These data suggest that an endogenously produced 

Bi-receptor agonist plays a role in the endothelial protection afforded by 

ischaemic preconditioning. 

In the present experimental conditions, myocardial recovery was improved in the 

LLDBK-treated preconditioned group, compared with the LLDBK-treated 

ischaemic group. Once again, this phenomenon is probably due to the depressed 

myocardial recovery observed in the LLDBK-treated ischaemic group, and 

suggests that B1  receptor activation may also be needed for rapid post-ischaemic 

ventricular recovery. 
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Protective effect of exogenous kinins 

To confirm the contribution of kinins in the endothelial protection afforded by 

ischaemic preconditioning, the effect of exogenous perfusion with low 

concentration of kinins on the endothelial function following ischaemia-

reperfusion was studied. Two kinins were compared: BK and DBK, both 

perfused 30 min before ischaemia. Both kinins prevented the ischaemia-induced 

reduction in the vasodilatation to 5-HT. Thus, these data suggest that both BK 

and DBK can mimic the protective effect of ischaemic preconditioning on the 

endothelial function. 

In contrast to the endothelial function, neither BK nor DBK were able to improve 

ischaemic and post-ischaemic recovery of dP/dtmax  and dP/dtmin. As discussed 

earlier, this is probably due to the fact that a 30-min 1 ml min-1  ischaemia, 

although sufficient to alter the endothelial function, is not severe enough to impair 

ventricular recovery. 

The mechanisms by which kinins could exert a protective effect are numerous 

(347). Bradykinin, released from ischaemic tissues can act directly on B2 

receptors or can be metabolized into DBK and act on B1  receptors (350). We have 

recently observed that the protective effect of BK on the endothelial function in 

the isolated rat heart can be blocked by LLDBK (unpublished observation), 

suggesting that B1  receptors might be implicated in the protective effect of BK. 

B1  receptors can be expressed during the ischaemia as suggested by some groups 

who reported an induction of B1  receptors in pathological conditions such as 

anoxia (351). Activation of B2 and possibly B1  receptors could stimulate the 

endothelial production of NO and prostacyclin both of which have been linked to 

KATp channel activation (352;353). It has been recently reported that inhibition of 

KATp channels with glibenclamide reduces the endothelial protection afforded by 

ischaemic preconditioning (334). The exact mechanisms by which KATp channel 
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activation protects the endothelium remain unknown, but several hypotheses have 

been proposed (334). 

Alternatively, both B1  and B2 receptors activate phospholipase C to release 

inositol 1,4,5-trisphosphate and 1,2-diacylglycerol. The latter compound in 

combination with intracellular calcium then causes the translocation and 

activation of PKC. Activated PKC may phosphorylate secondary effectors, which 

would be responsible for the protective effects of ischaemic preconditioning 

(208;271). 

It may be argued that the protective effect of BK could be based on an increase in 

coronary flow, which would increase glucose uptake and washing of deleterious 

catabolic wastes. However, an increase in coronary flow is certainly not the only 

contributor of these beneficial effects. Previous studies have shown that BK at 

low concentration, without any effect on coronary flow, still prevented the 

deleterious effect of ischaemia-reperfusion (208;354). In addition, our study 

demonstrated protection to the endothelium without a discernible increase in 

coronary flow. 

In conclusion, these data suggest that ischaemic preconditioning affords 

protection to the endothelial function against subsequent ischaemic insult in the 

intact coronary circulation of the rat. The reduced protective effect of ischaemic 

preconditioning in presence of LLDBK suggests that this protection may be 

mediated partially by B1  receptor activation. The lack of inhibitory action of Hoe 

140 on ischaemic preconditioning suggests that B2 receptors do not play a role in 

the endogenous protection of the endothelial function. Exogenous perfusion of 

BK or DBK can afford protection to endothelial function against the deleterious 

effect of ischaemia-reperfusion. 



Tableau IV.I 
Effect of 0.1p.M U-46619 infusion on coronary resistance (mmHgmitnn1-1) 

n Before U-46619 After U-46619 

Ischaemic preconditioning groups 

Untreated 
Sham 8 5.87 ± 0.35 10.10 ± 0.82 * 
Ischaemia 8 5.96 ± 0.82 11.53 ±0.75 * 
Preconditioning 8 5.94 ± 0.31 11.53 ± 0.75 * 

Hoe 140 
Sham 7 7.58 ± 0.60 13.15 ± 0.87 * 
Ischaemia 7 8.21±1.22 12.28 ± 0.60 * 
Preconditioning 13 6.16 ± 0.31 10.63 ± 1.37 * 

LLDBK 
Sham 5 6.71 ± 0.61 11.33 ± 0.68 * 
Ischaemia 6 4.64 ± 0.58 9.06± 1.43 * 
Preconditioning 6 7.18 ± 0.55 12.05 ± 0.62 * 

Exogenous kinin groups 

Bradykinin 
Sham 7 7.53 ± 0.74 11.90± 0.72 * 
Ischaemia 5 5.52 ± 0.20 10.00 ± 0.61* 
Ischaemia without BK 8 5.94 ± 0.31 11.53 ± 0.75 * 

Des-Arg9,Bradykinin 
Sham 6 6.02 ± 0.60 10.51 ± 0.72 * 
Ischaemia 6 5.45 ± 0.55 10.41 ± 1.27 * 
Ischaemia without DBK 8 5.94 ± 0.31 11.53 ± 0.75 * 

Coronary resistance was calculated as perfusion pressure (mmHg) divided by 
perfusion flow (ml min-I) 
Values are means ± SEM 

* P< 0.05 compared with the corresponding "before U-46619" value 
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Figure 4.1: Diagrams showing the different experimental protocols. Each 
experiment started with a 20-min stabilization period. Hearts in the ischaemia 
protocol (no. 2 & 5) underwent 30 min of low-flow (1 ml min-1) ischaemia and 20 
min of reperfusion, atter an additional 30-min stabilization period. Hearts in the 
ischaemic preconditioning + ischaemia protocol (no. 3) were submitted to a 
preconditioning 5 min zero-flow ischaemia and 10 min reperfusion, before the 30-
min low-flow ischaemia. Perfusion of drugs [Hoe 140 1 OnM (no. 1, 2 & 3), 
[Lys°,Leu8,des-Arg9]-bradykinin 3nM (LLDBK, no. 1, 2 & 3), bradykinin 1nM 
(BK, no. 4 & 5), des-Arg9-bradykinin 1nM (DBK, no. 4 & 5), or their respective 
vehicles (VH)] 	was started atter the 20-min stabilization period, lasted 
throughout the 30-min low-flow ischaemia or a corresponding period, and was 
stopped upon reperfusion. In all protocols, endothelial and smooth muscle 
function was evaluated after the 20-min reperfusion period. 	Coronary 
arterieswere precontracted by a continuous infusion of 0.14\4 U-46619. Atter 15 
min, infusion of serotonin (5-HT, 10uM) was started for 10 min. A wash-out 
period of 10 min was allowed between 5-HT and sodium nitroprusside (SNP, 
3µM, 10 min) infusions. The bottom axis represents the time in min. 
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Figure 4.2: Change in coronary resistance (A%) induced by 10µ.M serotonin (5-
HT, panels a, c, and e) and 3µM sodium nitroprusside (SNP, panels b, d, and f) in 
control hearts (panels a and b), in Hoe 140 pretreated hearts (panels c and d), and 
in [Lys°,Leus,des-Argl-bradykinin (LLDBK) pretreated hearts (panels e and f). 
Number of sham, ischaemic, and ischaemic preconditioning hearts were 8, 8, and 
8 for untreated; 7, 7, and 13 for Hoe 140; and 5, 6, and 6 for LLDBK pretreated 
hearts, respectively. 	a P<0.05, compared with sham and ischaemic 
preconditioning. *P<0.05, compared with sham. 
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Figure 4.3: Change in dP/dtmax  (A%) observed during 30 min low-flow 

ischaemia (1 ml min-1) and 20 min reperfusion in untreated (panel a), Hoe 140 

(panel b) and in [Lys°,Leus,des-Argl-bradykinin (LLDBK) pretreated hearts 

(panel c). Number of ischaemic and ischaemic preconditioning hearts were 8 and 

8 for untreated; 7 and 13 for Hoe 140; and 6 and 6 for LLDBK pretreated hearts, 

respectively. 	*P<0.05 	compared 	with 	ischaemic 	hearts. 
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Figure 4.4: Change in dP/dtmin  (A%) observed during 30 min low-flow 
ischaemia (1 ml min-1) and 20 min reperfusion in untreated (panel a), Hoe 140 
(panel b) and in [Lys°,Leu8,des-Arg9]-bradykinin (LLDBK) pretreated hearts 
(panel c). Number of ischaemic and ischaemic preconditioning hearts were 8 and 
8 for untreated; 7 and 13 for Hoe 140; and 6 and 6 for LLDBK pretreated hearts, 
respectively. *P<0.05 compared with ischaemic hearts. 
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Figure 4.5:Change in coronary resistance (3,%) induced by 10uM serotonin (5-
HT, panels a and c) and 3µM sodium nitroprusside (SNP, panels b and d) in 
bradykinin (BK) pretreated hearts (panels a and b), and in des-Arg9-bradykinin 
(DBK) pretreated hearts (panels c and d). Number of sham, ischaemia without 
treatment, and ischaemia with treatment hearts were 7, 8, and 5 for BK; and 6, 8, 
and 6 for DBK pretreated hearts, respectively. a P<0.05, compared with sham 
and ischaemia with treatment. 
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CHAPITRE CINQ : PARTICIPATION OF PROSTAGLANDIN E2 IN THE ENDOTHELIAL 

PROTECTIVE EFFECT OF ISCHAEMIC PRECONDITIONING IN ISOLATED RAT 

HEART. 

5.1 ABSTRACT 

Objective: Assess whether the protective effect of ischaemic preconditioning 

(IPC) on endothelial function in coronary arteries of the rat involves 

prostaglandins. Methods: Isolated rat hearts perfused under constant flow 

conditions were exposed to 30 min of partial ischaemia (flow rate 1 ml/min) 

followed by 20 min of reperfusion, after which coronaries were precontracted 

with U-46619 0.1µM, and the coronary response to the endothelium-dependent 

vasodilator, serotonin (5-HT, 10uM), was compared to that of the endothelium-

independent vasodilator, sodium nitroprusside (SNP, 3µM). Prostaglandin 

production was blocked with a perfusion of indomethacin 10uM started 15 min 

before IPC or a corresponding sham period and stopped just before the 20-min 

reperfusion period. Results: In untreated hearts, ischaemia diminished selectively 

5-HT-induced vasodilatation, compared to sham hearts. The vasodilatation by 

SNP was unaffected after ischaemia and reperfusion. IPC (5 min of zero-flow 

ischaemia followed by 10 min reperfusion before the 30-min partial ischaemia) 

preserved the vasodilatation produced by 5-HT. Enzymeimmunoassays showed 

an increased production of PGE2  in the IPC group. Treatment of hearts with 

indomethacin blocked the protective effect of IPC on the vasodilatation produced 

by 5-HT and decreased the production of PGE2. A 5-min perfusion with 3nM 

PGE2  started 15 min before the partial ischaemia, protected the endothelium. This 

was blocked by 1 uM chelerythrine, but not by 0.3µM glibenclamide. 

Conclusions: These results suggest that IPC affords protection to endothelial 

function in coronary arteries of the rat partially via the release of PGE2. In our 

experimental condition, protective effect of PGE2  is mediated by PKC. 
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5.2 INTRODUCTION 

Single or repetitive short periods of ischaemia followed by intermittent reperfusions, 

render the heart more resistant to a subsequent longer ischaemic period. This 

phenomenon described for the first time by Murry et al (90) limits infarct size 

(90;94), reduces the risk of ischaemia-reperfusion arrhythmias (128;130), improves 

recovery of ventricular function (94), reduces catabolite accumulation, and slows 
ischaemic metabolism (127;133). This cardioprotective effect called ischaemic 

preconditionnig (IPC) has been observed in different species, including rats 

(222;317), rabbits (94), dogs (90), pigs (346), and humans (96). 

Some studies have demonstrated that ischaemia-reperfusion attenuated endothelial 

function in large coronary vessels (55;56) and in coronary microvessels (57). In 

addition, it has been shown that the beneficial effect of IPC is not limited to the 

cardiomyocytes, but can be observed in endothelial cells in various experimental 

models including dog resistance coronary arteries in vivo (57), and coronary 

circulation of the rat in vitro (145;334). Adenosine (165;324;334), ATP sensitive 

potassium channels (KATp charnels) (322;323;334), and protein kinase C (PKC) 

activation (260;271) have all been implicated as mechanisms of the protection 

afforded by IPC. 

On the other hand, ischaemia and hypoxia are known to be potent stimuli of 

prostaglandin release into the coronary circulation (215-219). Furthermore, a 

number of reports have suggested that cyclooxygenase (COX) products may be 

involved in the protective effects of myocardial preconditioning. With respect to 

COX-derived metabolites, Vegh et al. (220) reported that the antian-hythmic effect 

of 1PC in the canine heart was abolished by the COX inhibitor, meclofenamate, 

although the effects of this thug on either infarct size or ventricular haemodynamics 

were not determined. Another group reported that aspirin abolished the effect of 

IPC against reperfusion tachyarrhythmias in isolated Langendorff perfused rat 

hearts (221). In contrast, some groups failed to observe any effect of aspirin in the 
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rat heart subjected to coronary artery occlusion followed by reperfiision, either in 

terms of infarct size (355) or the incidence of arrhythmias (223;355). 

In addition, some studies have demonstrated that exogenous prostaglandin perfusion 

preserves myocardial metabolism (224) and decreases infarct size (225). Moreover, 

defibrotide, an agent capable of increasing prostacyclin production by endothelial 

cells significantly protected rat heart, kidney and liver from ischaemia and 

postischaemic reperfusion injuries (226). But, on the other hand, experimental 

studies with exogenous prostaglandins have produced conflicting results with 

respect to their influence on ischaemia-reperfusion induced ventricular fibrillation 

(227-229). 

However, for the moment, little is known about the role played by endogenous 

prostaglandins in the endothelial protective effect of IPC. Therefore, the first aim of 

the present study was to evaluate whether IPC affords protection against ischaemic 

injury to the endothelium of coronary vessels in isolated rat hearts via the 

prostaglandin pathway. The second aim was to verify whether exogenous 

prostaglandin perfusion could mimic the beneficial effects of IPC against ischaemic 

injury in these hearts. 

5.3 METHODS 

Preparation of hearts 

The investigation was performed in accordance with the guidelines from the 

Canadian Council on Animal Care. Male Sprague-Dawley rats (300-350 g) were 

narcotised with CO2  until a complete loss of consciousness and rapidly decapitated. 

Hearts were rapidly excised and immersed in ice-cold heparinised Krebs-Henseleit 

buffer (10 IU m1-1). They were immediately mounted on the experimental 

Langendorff setup and perfused at constant flow by means of a digital roller pump. 

A 20-ml compliance chamber along the perfusion line ensured a continuous flow. 
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The flow rate was adjusted during the stabilisation period to obtain a coronary 

perfusion pressure of approximately 75 mmHg and was held constant, with the 

exception of the ischaemic periods during which flow was either stopped (zero-flow 

ischaemia) or reduced to 1 ml 	(low-flow ischaemia). A second adjustment of 

the flow rate was made at the end of the long reperfusion period, before the 

perfusion of U-46619, to correct any deviation of the coronary perfusion pressure 

from 75 mmHg, and was held constant thereafter. Flow rate was measured during 

all the experiments with an in-line ultrasonic flow probe and meter (Transonic 

Systems Inc., model T106). Perfusion pressure was monitored to calculate coronary 

resistance. The normal perfusion solution consisted of a modified Krebs-Henseleit 

buffer containing (in mM): NaC1 118, KC1 4, CaC12  2.5, KH2PO4 1.2, MgSO4  1, 

NaHCO3  24, D-glucose 5, pruvate 2. The perfusate was gassed with 95% 02- 5% 

CO2  (pH 7.4) and kept at a constant temperature of 37 °C. All drugs were 

administered through a Y connector in the aortic cannula with syringe pumps 

(Harvard Apparatus, model 11) at one hundredth of the coronary flow rate. 

Adequate mixing of the drugs was ensured by the turbulent flow created in the 

reverse drop shaped aortic cannula. All concentrations mentioned in the text and 

figures refer to the final concentration after mixing. Coronary perfusion pressure 

was measured with a pressure transducer connected to a side arm of the aortic 

perfusion cannula. Isovolumetric left ventricular pressure and its first derivative 

(dP/dt) were measured by a fluid filled latex balloon inserted into the left ventricle 

and connected to a second pressure transducer. The volume of the balloon was 

adjusted to obtain a diastolic pressure between 5 and 10 mmHg. The typical systolic 

pressure values measured with this setup were around 80-85 mmHg. Heart rate was 

derived from the left ventricular pressure trace by a tachograph. Data were recorded 

on a polygraph system (Grass Model 79 polygraph). 
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Experimental protocols 

Ischaemic preconditioning protocol 

The animals were assigned to one of three different experimental protocols (fig 1, 

protocols 1-3). The hearts in all groups were subjected to a 20-min stabilisation 

period. Drugs or vehicle infusion was then started, followed by an additional 15-
min perfusion period. The ischaemic groups (protocol 2, fig 1) were subjected to a 

15-min sham period, followed by 30 min of partial ischaemia (flow rate 1 ml/min) 

prior to a 20-min reperfusion period. In the preconditioned groups (protocol 3, fig 

1), the hearts were exposed to 5 min global ischaemia (zero flow) plus 10 min of 

reperfusion before the 30-min ischaemia and 20-min reperfusion periods. The sham 

groups (protocol 1, fig 1) were not exposed to ischaemia-reperfusion, but to a time- 

matched normal perfusion. 	After these periods, coronary arteries were 

precontracted with O. li,tM U-46619, an agonist of thromboxane A2 receptors (356), 

administered throughout the end of the experiment. 15 min after the beginning of 

U-46619 infusion, the endothelial function was evaluated by the vasodilatation 

produced by 10µM serotonin (5-HT), whereas coronary smooth muscle function 

was evaluated with 3µM sodium nitroprusside (SNP). These infusions were 

maintained for 10 min, which was long enough to reach a steady state. A washout 

period of 10 min was allowed between each infusion. Vasodilatation was evaluated 

by computing percent changes in coronary resistance (coronary perfusion pressure 

divided by coronary flow), measured immediately before each drug infusion, and 

after a new steady state. The concentrations of 5-HT and SNP were determined in 

preliminary dose-response experiments to produce near-maximal vasodilatation. 

Sham, ischaemic, and ischaemic preconditioning hearts were treated with either 

10µM indomethacin, 0.3 µI‘A glibenclamide, lktM chelerythrine or their respective 

vehicles starting after the 20-min stabilisation period, and lasting throughout the 30-

min partial ischaemic period (protocols 1-3, fig 1). Drug infusion was stopped upon 

reperfusion. 
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Exogenous PGE2  experimental protocol 

In additional experimental series, an exogenous prostaglandin E2 (PGE2) perfusion 

was performed instead of ischaemic preconditioning. The animals were assigned to 

one of two different experimental protocols (protocols 4 and 5, fig 1). The hearts in 

all groups were subjected to a 20-min stabilisation period. Drugs or vehicle infusion 

was then started, followed by an additional 15-min perfusion period. The ischaemic 

groups (protocol 5, fig 1) were subjected to 30 min of partial ischaemia (flow rate 1 

ml/min) prior to a 20-min reperfusion period. In these groups, hearts were pretreated 

with either 0.3µM glibenclamide, liaM chelerythrine or vehicles starting after the 

20-min stabilisation period, in order to expose the hearts to 15 min antagonist 

perfusion before the exposure to PGE2. The antagonist perfusion lasted throughout 

the 30-min low-flow ischaemic period, and was stopped upon reperfusion. PGE2  

was perfused for 5 min, fifteen minutes before the 30 min low-flow ischaemia. The 

sham groups (protocol 4, fig 1) were not exposed to ischaemia-reperfusion, but to a 

time-matched normal perfusion. Mer these periods, coronary arteries were 

precontracted with 0.11.tM U-46619 administered throughout the end of the 

experiment. 15 min after the beginning of U-46619 infusion, the endothelial 

function was evaluated by the vasodilatation produced by 1011M serotonin (5-HT), 

whereas coronary smooth muscle function was evaluated with 31.1M sodium 

nitroprusside (SNP). 

6-Keto PGFIG, and PGE2  determination in coronary effluent 

Coronary effluent samples were collected five times for each protocol (after the 

20-min stabilisation period, just before zero-flow ischaemic period, 5 min after 

(upon reperfusion), 29 min alter the beginning of the low-flow ischaemic period, 

and 30 seconds after the beginning of reperfusion (fig 1). Samples for 

measurement of prostacyclin (PGI2) release were kept at room temperature for 15 

min to ensure a complete hydrolysis of PGI2  into its stable metabolite, 6-Keto 

PGF i c,. All the samples were then stored at —20°C until analysis. The 

concentration of 6-Keto PGF la  and PGE2  in coronary effluent samples were 
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evaluated by enzymeimmunoassays (EIA) (Biotrak, Amersham, Life Science, 

Buckinghamshire, England). 

Statistical analysis 

Values represent the mean ± SEM. Statistical significance of differences between 

means was evaluated by a two way analysis of variance with Scheffe post-hoc test. 

In the presence of an interaction between the different groups, one way analysis of 

variance were used for each group. A commercially available software (Systat for 

Windows version 6.1) was used. Only probability values (p) smaller than 0.05 were 

considered to be statistically significant. 

Drugs 

Drugs were obtained from Sigma-Aldrich (Mississauga, Ont, Canada). 

Indomethacin (1mM) was prepared in 600µ1 100 % dimethylsulphoxide (DMSO) 

and 30 ml of Krebs-Heinseleit buffer. Chelerythrine (5mM) was dissolved in 

bidistilled water. A stock solution of glibenclamide (10mM) was prepared in 

100% DMSO. Stock solution of PGE2  (2.84mM) was prepared in 100% ethanol. 

All these stock solutions were diluted in Krebs-Henseleit buffer to obtain the 

desired final concentrations. U-46619 (9,11 -dideoxy-11a,9a-epoxymethano-

prostaglandin Fm, 28.5 mM) was dissolved in 100% ethanol and diluted in Krebs-

Henseleit buffer to obtain the desired final concentration. Ethanol (0.003%) and 

DMSO (0.02%), at the concentration obtained in the final dilution, had no effect on 

any of the haemodynamic variables studied and on the dilator responses to 5-HT and 

SNP. All the other drugs were dissolved directly in Krebs-Henseleit buffer. 
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5.4 RESULTS 

Ischaemic preconditioning groups 

VASCULAR FUNCTION 

Untreated groups 

Coronary resistance measured just before 0.1µ.1v1 U-46619 perfusion (n=25) was 

5.94 0.29 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 6.7Q 0.20 ml min-I  g-1  (mean 

heart weight of 1.90, 0.05 g). Infusion of U-46619 (0.111M, n=25) induced a 

significant (p<0.05) vasoconstriction in all groups of hearts (sham, ischaemia, and 

IPC). Perfusion of 101.I.M 5-HT produced a decrease in coronary resistance of-25. 

3.3% in sham heart (n=8). 30 min of low-flow ischaemia (n=8) significantly 

diminished the 5-HT-induced vasodilatation by more than half (fig 2A). One period 

of IPC (n=9) prevented the deleterious effect of ischaemia on endothelium-

dependent vasodilatation: the vasodilatation produced by 5-HT in preconditioned 

hearts was comparable to that observed in hearts not subjected to ischaemia (fig 2A). 

Endothelium-independent vasodilatation to 3!.tM SNP was not affected by ischaemia 

and was found to be comparable in the three groups of hearts (sham, ischaemia, and 

IPC, fig 2B). 

Indomethacin-treated groups 

Inhibition of COX-1 with indomethacin (10 1..tM) produced no significant change 

in coronary resistance when measured just before 0.1 1.11\.4 U-46619 perfusion 

(6.50 ± 0.50, n=19 vs 5.94 ± 0.29 mmHg min mrl, n=25 in untreated hearts, 

p>0.05). The perfusion rate was 5.53 ± 0.30 ml min-I  g-I  (mean heart weight of 

2.23 ± 0.07 g). Infusion of U-46619 (0.11.tM, n=19) induced a significant 

(p<0.05) vasoconstriction in all indomethacin-treated groups (coronary resistance 
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of 10.27± 0.67 mmHg min m1-1, 10.75 ± 0.85 mmHg min m1-1, and 10.87 ±1.38 

mmHg min m11  in sham (n=7), ischaemic (n=8), and IPC (n=4) group 

respectively). Vasodilatation produced by 10 µM 5-HT (-33.7 ± 2.7% in sham 

hearts, n=7) was almost totally abolished in the ischaemic group (n=8) (fig 2C). 

IPC in indomethacin-treated hearts (n=4) was unable to prevent the deleterious 

effect of ischaemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 2C). Vasodilatation to 

3µM SNP was comparable in the three indomethacin-treated groups (sham, 

ischaemic, and IPC, fig 2D). 

Glibenclamide-treated groups 

Blockade of KATp channels with glibenclamide (0.3µM) (n=24) was accompanied 

by a significant increase in coronary resistance when measured just before 0.1µM 

U-46619 perfusion (glibenclamide-treated (8.89 ± 0.49 mmHg min m11) vs 

untreated hearts (5.94. 0.29 mmHg min m1-1, p<0.05)). The perfusion rate was 

5.30 ± 0.13 ml min-1  g-I  (mean heart weight of 1.94 ± 0.04 g). Infusion of U-

46619 (0.1µM, n=24) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction in 

glibenclamide-treated group (13.62 ± 0.75 mmHg min m1-1). Vasodilatation 

produced by 10 µM 5-HT (-15.6 ± 1.6% in sham hearts, n=8) was totally 

abolished in the ischaemic group (fig 3A). IPC in glibenclamide-treated hearts 

failed to prevent the deleterious effect of ischaemia on 5-HT-induced 

vasodilatation (fig 3A). Vasodilatation to 3µM SNP was comparable in the three 

glibenclamide-treated groups (sham, ischaemic, and IPC, fig 3B). 

Chelerythrine-treated groups 

Inhibition of protein kinase C with chelerythrine (1µM) produced no significant 

change in coronary resistance when measured just before 0.1µM U-46619 perfusion 

(chelerythrine-treated (6.87 ± 1.48 mmHg min m1-1) vs untreated hearts (5.94 0.29 

mmHg min m1-1), p>0.05). The perfusion rate was 5.36, 0.24 ml min-1  g-1  (mean 

heart weight of 2.25. 0.06 g). Infusion of U-46619 (0.1µM, n=20) induced a 
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significant (p(0.05) increase of the coronary resistance (12.45 ± 0.45 mmHg min mi-

l). Vasodilatation produced by 101.1M 5-HT (-23. 3.2% in sham hearts, n=7) was 

practically abolished in the ischaemic group (fig 3C). IPC in chelerythrine-treated 

hearts was unable to prevent the deleterious effect of ischaemia on 5-HT-induced 

vasodilatation (fig 3C). Vasodilatation to 3µM SNP was comparable in the three 

chelerythrine-treated groups (sham (n=7), ischaemic (n=7), and IPC (n=6), fig 3D). 

MYOCARDL4L FUNCTION 

The inotropic characteristics of indomethacin, glibenclamide, and chelerythrine-

pretreated hearts were comparable to those of untreated hearts: dP/dtm  values 

measured before the 30-min low-flow ischaemia were 1980±449 (n=25), 1613 ±106 

(n=19), 1775 ± 119 (n=24), and 1639 ± 137 =Hg s-1  (n=20) for untreated, 

indomethacin, glibenclamide, and chelerythrine-pretreated hearts, respectively. Low-

flow ischaemia was accompanied by a severe reduction in dP/dtnia, in all groups, 

which was followed by a complete recovery within 20 min of reperfusion (data not 

shown). Left ventricular systolic pressure followed the same pattern as dP/dtmax, with 

a severe reduction during ischaemia and a complete recovery upon reperfusion, 

whereas diastolic pressure was not significantly affected (data not shown). All 

parameters of myocardial function (systolic and diastolic pressure, dP/dtrria„, and 

dP/dtmin) at the end of the reperfusion period were comparable in all groups studied. 

PROSTAGLANDIN MEASUREMENTS IN CORONARY EFFLUENT 

6-Keto PGFIÇ, 

Before indomethacin treatment (T20), 6-Keto PGF la  measured in the coronary 

effluent was 664± 56 pM, n=16 (fig.4). Treatment with indomethacin produced a 

significant decrease in 6-Keto PGF la  levels just before the 5min zero-flow 

ischaemic period (T35) and after this period (T40) (P(0.05). At the end of the 

low-flow ischaemia (T79), levels of 6-Keto PGF la  were significantly increased in 
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the ischaemic untreated group (n=3) and in the IPC untreated group (n=4) vs the 

sham untreated group (n=3) (P<0.05). This increase in 6-Keto PGFic, levels was 

significantly blocked by indomethacin (n=6) at time T79 and T80.5 (P<0.05). 

PGE2  

Before indomethacin treatment (T20), PGE2  in the coronary effluent amounted to 

380± 31 pM, n=21 (fig.5). Treatment with indomethacin produced a significant 

decrease in PGE2  levels just before the 5min zero-flow ischaemic period (T35) 

and after this period (T40) (P<0.05). At T40, IPC produced a significant increase 

in PGE2  levels (n=4). At the end of the low-flow ischaemia (T79), levels of PGE2  

were significantly increased in the ischaemic untreated group (n=3) and in the IPC 

untreated group (n=4) vs the sham untreated group (n=3) (P<0.05). At T79, the 

increase in IPC group(n=4) was significantly higher from that of the ischaemic 

group (n=3) (P<0.05). These increases in PGE2  levels were significantly blocked 

by indomethacin (n=6) at time T79 and T80.5 (P<0.05). 

Exogenous prostaglandin groups 

VASCULAR FUNCTION 

Perfusion with 3nM PGE2  produced a slight but significant decrease in coronary 

resistance when measured five min after the beginning of its perfusion (7.9. 4.8% 

decrease of coronary resistance, n=12). Coronary resistance measured just before 

0.1}tM U-46619 perfusion (n=12) was 6.81 0.67 mmHg min m1-1  and the perfusion 

rate in PGE2-treated hearts was 4.8 0.19 ml min-1  g-1  (mean heart weight of 2.12 

0.06 g). Infusion of U-46619 (0.1µM, n=12) induced a significant (p<0.05) 

vasoconstriction in PGErtreated hearts (14.07 d. 0.59 mmHg min m1-1). 30 min of 

low-flow ischaemia significantly diminished the 5-HT-induced vasodilatation by 

more than half in untreated hearts (fig 2A). Treatment with PGE2, starting 15 min 

before ischaemia and lasting only 5 min, preserved the vasodilatation produced by 
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10µM 5-HT in ischaemic hearts (fig 6A). Vasodilatation to 311M SNP was 

comparable in all PGE2-treated hearts (fig 6B). Treatment with 5 min PGE2 

perfusion in glibenclamide-pretreated hearts prevented the deleterious effect of 

ischaemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 6C). In contrast, treatment with 

PGE2  in chelerythrine-pretreated hearts was unable to prevent the deleterious effect 

of ischaemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 6E). Vasodilatation to 3FtM SNP 

was comparable in all groups, regardless of the treatment (fig 6 B,D,F) 

MYOCARDIAL FUNCTION 

In all groups, pretreatment with exogenous PGE2  perfusion for 5min, 30-min before 

low-flow ischaemia, had no effect on ischaemic or post-ischaemic recovery of 

dP/dtr„.. 

5.5 DISCUSSION 

In the present study, we have assessed the contribution of prostaglandins in the 

protective effect of IPC on endothelial function in the rat isolated heart. The major 

findings are 1) that IPC with a single short period of ischaemia prevents endothelial 

dysfunction produced by ischaemia-reperfusion in rat hearts partially via the release 

of PGE2, 2) this protection can be blocked by a pretreatment with indomethacin, and 

3) 5-min PGE2  perfusion starting 15 min before ischaemia mimics the beneficial 

effect of IPC on endothelial function in rat coronary arteries. 

The rat isolated heart has, like any experimental model, its advantages and 

limitations. The hearts were not perfused during the few seconds it took to mount 

them on the perfusion setup. This could theoretically produced an IPC per se. 

However, the absence of perfusion during the preparation was not severe enough to 

protect the endothelial function under the present experimental conditions. In 

addition, the isolated hearts were not perfused with blood, but with an oxygenated 

buffer. Although this can limit the comparison of our results to the one obtained in 
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vivo, this model provides a valuable tool to study the local protective mechanisms 

without any interference with blood-borne elements. 

Effect of ischaemic preconditioning on ischaemic dysfunction 

In the present study, the ischaemic conditions (flow rate and duration) were selected 

in order to observe a selective endothelial dysfunction. This was confirmed by the 

fact that the endothelium-dependent and NO-mediated (319) vasodilatation of 

coronary arteries to 5-HT was drastically decreased after ischaemia-reperfusion 

insult, whereas the same vessels retained the ability to dilate to SNP, an 

endothelium-independent vasodilator. We have reported earlier (334) that IPC could 

prevent the reduction in the vasodilatation to 5-HT after ischaemia-reperfusion, 

suggesting that ischaemic preconditioning could protect endothelial function in 

coronary arteries. Such a protection was observed in the present study. A protective 

effect of IPC was also observed with canine epicardial coronary arteries (57), and in 

rat isolated left coronary arteries in vitro (145). 

Role of prostaglandins in ischaemic preconditioning 

Prostaglandins have been reported to be endogenous mediators of the protection 

afforded by IPC (220;221). Some investigators have reported that a COX inhibitor, 

meclofenamate, prevented the protective effect of IPC on arrhythmias in dogs in 

vivo (220). 	Another group demonstrated that aspirin could abolish the 

antiarrhythmic effect of IPC against reperfusion tachyarrhythmias in isolated rat 

hearts (221). However, to the best of our knowledge, little is known about the role 

played by endogenous prostaglandins in the endothelial protective effect of IPC. 

Therefore, we tested, using indomethacin, whether prostaglandins were involved in 

the protection afforded by IPC to the endothelium. In the indomethacin-treated and 

preconditioned group, the vasodilatation to 5-HT was almost totally abolished 

whereas the vasodilatation to SNP was not significantly different from that observed 
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in the sham group. These data suggest that endogenously produced cyclooxygenase 

metabolites play a role in the endothelial protection afforded by IPC. 

In the untreated group, low-flow ischaemia was accompanied by an important 

increase in 6-Keto PGF lu  and PGE2  levels measured in the coronary effluent. 

However, only PGE2  levels increased during IPC and its accumulation at the end of 

the low-flow ischaemia in the preconditioned group was significantly higher than 

that observed in the non-preconditioned ischaemic group. Pretreatment with 

indomethacin 15 min before and during ischaemia, blocked these increases in 

prostaglandin levels and abolished the protective effect of IPC. Therefore, these 

data suggest that increased PGE2  concentration during IPC and low-flow ischaemia 

is one of the mechanisms involved in the endothelial protection induced by IPC. 

This however contrasts with the finding of Arad et al. (221) who reported that IPC 

was associated with an increased release of prostacyclin prior to reperfiision in the 

isolated hearts. The reason for this discrepancy remains unclear. 

A few years ago, we reported that PGE2  could activate ATP-sensitive potassium 

(KATp) channels (353). In the myocardium, activation of KATI) channels has been 

linked to cardioprotection, possibly through a reduction in intracellular Ca2+  levels 

(323), prevention of mitochondrial Ca2+  overload or preservation of the myocardial 

energy status (325;326). In endothelial cells, activation of KATp channels produces 

hyperpolarisation, which increases the electrochemical gradient for Ca2+  entry 

(327;328), resulting in an enhanced nitric oxide release(329). 

PGE2  can also act on EP2  receptors, stimulating the production of cyclic adenosine 

3 ' ,5 -monophosphate and inducing vasodilatation (357). Alternatively, EP i 

receptors activate phospholipase C to release inositol 1,4,5-trisphosphate and 1,2-

diacylglycerol (357). The latter compound in combination with intracellular calcium 

then causes the translocation and activation of protein kinase C (PKC) (358). 

Activated PKC may phosphorylate secondary effectors, which would be 

responsibles for the protective effects of PGE2. PKC activation have been 
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implicated in the mechanisms of the protection afforded to the myocardium by IPC 

(260;271). 

Therefore, we tested, using glibenclamide, a KATp channels blocker, and 

chelerythrine, a PKC inhibitor, whether these were involved in the protection 

afforded by IPC, as well as exogenous PGE2, to the endothelium under our 

experimental conditions. 

In the glibenclamide-treated groups, the protective effect of IPC on endothelial 

function was diminished by more than half, as reflected by the reduction of 

endothelium-dependent vasodilatation to 5-HT in the preconditioned group, 

compared to the glibenclamide-treated sham group. 	Likewise, in the 

chelerythrine-treated groups, the protective effect of IPC on endothelial function 

was halved, as reflected by the reduction of endothelium-dependent vasodilatation 

to 5-HT in the preconditioning group, compared to the chelerythrine-treated sham 

group. The vasodilatation to SNP was not affected by these treatments. These 

data suggest that both KATp channels and PKC activation are involved in the 

protection afforded by IPC against endothelial dysfunction observed with 

ischaemia-reperfusion. Interestingly, ischaemia appeared to be more deleterious 

for the endothelium in the presence of glibenclamide and, to a lesser extent, 

chelerythrine. This suggests that KATp channels and PKC play a protective role 

even in the absence of IPC, the latter having an enhancing effect on these 

protective mechanisms. 

Protective effect of exogenous PGE2 

To confirm the contribution of PGE2  in the endothelial protection afforded by IPC, 

the effect of exogenous perfusion with a low concentration of PGE2  on the 

endothelial function following ischaemia-reperfusion was studied. PGE2  perfused 

for 5 min, 15 min before ischaemia prevented the ischaemia-induced reduction in the 

vasodilatation to 5-HT. Pretreatment with chelerythrine, but not with glibenclamide, 
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perfused 15 min before and during low-flow ischaemia, abolished the protective 

effect of PGE2  on 5-HT vasodilatation. Thus, these data suggest that PGE2  can 

mimic the protective effect of IPC on the endothelial function via the activation of 

PKC. Under our experimental conditions, KATp channels seem not to be implicated 

in this protection. This implies that other mechanisms or autacoids, like adenosine, 

are responsible for KATp channel activation by IPC. 

In conclusion, these data suggest that IPC affords protection to the endothelial 

function against subsequent ischaemic injury in the intact coronary circulation of the 

rat. The reduced protective effect of IPC in presence of indomethacin and the 

increase of PGE2  levels during IPC suggest that this protection may be mediated 

partially via the production of PGE2. Exogenous perfusion of PGE2  can afford 

protection to the endothelial function against the deleterious effect of ischaemia-

reperfusion via an activation of protein kinase C. 
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Figure 5.1: Diagrams showing the different experimental protocols. Each experiment started with a 
20-min stabilisation period. Hearts in the ischaemia protocol (no. 2 & 5) underwent 30 min of low-
flow (1 ml min-1) ischaemia and 20 min of reperfusion, after an additional 30-min stabilisation period. 
Hearts in the ischaemic preconditioning + ischaemia protocol (no. 3) were submitted to a 
preconditioning 5 min zero-flow ischaemia and 10 min reperfusion, before the 30-min low-flow 
ischaemia. Perfusion of drugs (indomethacin 1012M (no.1,2 & 3), glibenclamide 0.3µM (no.1-5), 
chelerythrine 	(no.1-5) or their respective vehicles (all protocols)) was started after the 20-min 
stabilisation period, lasted throughout the 30-min low-flow ischaemia or a corresponding period, and 
was stopped upon reperfusion. 5 min perfusion of prostaglandin E2 3nM (no.4 & 5) was started 15 
min before the 30-min low-flow ischaemia or a corresponding period. For all protocols, endothelial 
and smooth muscle function was evaluated after the 20-min reperfusion period. Coronary arteries 
were precontracted by a continuous infusion of 0.11.IM U-46619. After 15 min, infusion of 5-HT 
(1011M) was started for 10 min. A wash-out period of 10 min was allowed between 5-HT and SNP 
(31.1M, 10 min) infusions. The abcissa represents the time in min. 
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Figure 5.2: Change in coronary resistance (A%) induced by 10µM serotonin (5-
HT, panels A and C) and 3i_tM sodium nitroprusside (SNP, panels B and D) in 
untreated hearts (panels A and B), and in 1011M indomethacin pretreated hearts 
(panels C and D). Open, hatched, and closed columns represent sham, ischaemic, 
and ischaemic preconditioning protocols, with 8, 8, and 9 untreated and 7, 8, and 4 
indomethacin pretreated hearts, respectively. ri p<0.05, compared with sham and 
ischaemic preconditioning. *p<0.05, compared with sham (one way ANOVA with 
Scheffe post-hoc test). 



0 

- 

-10 - 

-20 - 

-30 - 

C. 5-HT, Chelerythrine D. SNP, Chelerythrine 

Sham 
\-"\•zI  Ischaemia 

-40 - mi IPC 

0 - 

-10 - 

-20 - 

-30 - 

-- 

- 

^ 

- 

l 	I 

Co
ro

na
ry

  re
si

st
an

ce
  (

A%
)  

Co
ro

na
ry

  re
si

st
an

ce
  (

A%
)  

A. 5-HT, Glibenclamide B. SNP, Glibenclamide 

10- 	 - 

* 

128 

Figure 5.3: Change in coronary resistance (A%) induced by 101.1M serotonin (5-
HT, panels A and C) and 3µ1\.4 sodium nitroprusside (SNP, B and D) in 0.3 uM 
glibenclamide pretreated hearts (A and B), and in 1 uM chelerythrine pretreated 
hearts (panels C and D). Open, hatched, and closed columns represent sham, 
ischaemia, and ischaemic preconditioning protocols, with 8, 8, and 8 glibenclamide, 
and 7, 7, and 6 chelerythrine pretreated hearts, respectively. * p<0.05, compared 
with sham. (one way ANOVA with Scheffe post-hoc test). 
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Figure 5.4: Coronary effluent concentration of 6-Keto PGFic, (pM) after 

stabilisation period (T20), at the beginning of the 5-min zero-flow ischaemia 

(T35), 10 min before low-flow ischaemia (T40), at the end of the low-flow 

ischaemia (T79) and 30 sec after the beginning of reperfusion (T80.5). *p<0.05 

compared with the indicated group(s) two way ANOVA with Scheffe post-hoc test. 
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Figure 5.5: Coronary effluent concentration of PGE2  (pM) after stabilisation 
period (T20), at the beginning of the 5-min zero-flow ischaemia (T35), 10 min 
before low-flow ischaemia (T40), at the end of the low-flow ischaemia (T79) and 
30 sec after the beginning of reperfusion (T80.5). *p<0.05 compared with the 
indicated group(s) (two way ANOVA with Scheffe post-hoc test). 
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Figure 5.6: Change in coronary resistance (A%) induced by 10uM serotonin (5-
HT, panels A, C, and E) and 311M sodium nitroprusside (SNP, panels B, D, and F) in 
untreated hearts (panels A and B), in glibenclamide pretreated hearts (panels C and 
D), and in chelerythrine pretreated hearts (panels E and F). Open and closed 
colurnns represent sham with 3nM PGE2  and ischaemia with PGE2  protocols, with 6 
and 6 untreated, 8 and 8 glibenclamide, and 8 and 8 chelerythrine pretreated hearts, 
respectively. *p<0.05, compared with sharn (two way ANOVA). 
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CHAPITRE SIX: ISCHEMIC PRECONDITIONING IN ISOLATED RAT HEART IS MEDIATED 

BY ENDOGENOUS CANNABINOIDS. 

6.1 ABSTRACT 

Background: Our laboratory has previously shown that endogenously produced 

mediators such as adenosine, des-Arg9-bradykinin, and prostaglandin E2 are 

involved in the protective effect of ischemic preconditioning (IPC) on the 

coronary endothelial function. The purpose of the present study was to assess 

whether the protective effect of IPC on endothelial function in coronary arteries of 

the rat also involves endogenously produced cannabinoids. Methods and results: 

Isolated rat hearts were exposed to a 30-min low flow ischemia followed by 20-min 

reperfusion, after which the response to the endothelium-dependent vasodilator, 

serotonin (5-HT), was compared with that of the endothelium-independent 

vasodilator, sodium nitroprusside (SNP). In untreated hearts, ischemia-reperfusion 

diminished selectively 5-HT-induced vasodilatation, compared with time-matched 

sham hearts, the vasodilatation to SNP being unaffected. IPC in untreated hearts 

preserved the vasodilatation produced by 5-HT. Blockade of C131  or CB2  receptors 

with either (AM 630 or SR141716A) or SR144528 abolished the protective effect of 

IPC on the 5-HT vasodilatation. 	Gas-chromatography/mass-spectrometry 

measurements indicate the presence of palmitoylethanolamide in coronary 

effluent. 	Perfusion with either palmitoylethanolamide (PEA) or 2- 

arachidonylglycerol, but not anandamide, 15 min before and lasting throughout the 

ischemia protected the endothelium. This protection was blocked by SR144528 in 

both cases, whereas SR141716A only blocked the effect of PEA. Conclusions: 

Ischemic preconditioning affords protection to the endothelial function in resistance 

coronary arteries of the rat partially by activation of CB1  and CB2  receptors. 

Exogenous cannabinoid perfusion protected the endothelium via CB1  and/or CB2  

receptors. 
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6.2 INTRODUCTION 

In recent years a great deal of interest has focused on the phenomenon of ischemic 

preconditioning and the mechanisms by which its potent cardioprotective effect 

occurs. This phenomenon described for the first time by Murry et al (90) limits 

infarct size (90;94), reduces the risk of ischemia-reperfusion arrhythmias (128;130), 

improves recovery of ventricular function (94), reduces catabolite accumulation, and 

slows ischemic metabolism (127;133). 

In addition, it has been shown that the beneficial effect of IPC is not limited to the 

cardiomyocytes, but can be observed in endothelial cells in various experimental 

models including dog resistance coronary arteries in vivo (57), and coronary 

circulation of the rat in vitro (145;334). Adenosine (165;324;334), des-Arg9-

bradykinin (359), prostaglandin E2, opioids (175), ATP-sensitive potassium channels 

(KATp channels) (322;323;334), and protein kinase C (PKC) activation (260;271) 

have all been implicated as mechanisms of -the protection afforded by IPC. 

Delta9-Tetrahydrocannabinol, the psychoactive marijuana-derived cannabinoid, 

binds to CB1  and CB2  receptors (230). The existence of these receptors implies 

the presence of endogenous ligands. Arachidonyléthanolamide (AEA) (231), 

palmitoylethanolamide (PEA) (232), and sn-2 arachidonylglycerol (2-AG) 

(233;234) are naturally-occuring constituents of the membrane of several organs 

that act as CBI  and/or CB2  agonists and exhibit pharmacological activity 

comparable to cannabinoids. Cannabinoids have also been shown to suppress the 

immune system (232;235) and may act as antioxydant agents (236). Furthermore, 

these compounds may have some cardiovascular properties(237;238) and the 

„,ARN coding for their specific receptors has been detected in heart (239). All 

these properties made cannabinoids good candidates for cardioprotection. 

However, for the moment, little is known about the role played by endogenous 

cannabinoids in the endothelial protective effect of IPC. Therefore, the first aim of 
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the present study was to evaluate whether IPC affords protection against ischemic 

injury to the endothelium of coronary vessels in isolated rat hearts via cannabinoid 

receptor activation. The second aim was to verify whether exogenous cannnabinoid 

perfusion could mimic the beneficial effects of IPC against ischemic injury in these 

hearts. 

6.3 METHODS 

Preparation of hearts 

The investigation was performed in accordance with the guidelines from the 

Canadian Council on Animal Care. The detail methodology has been described 

earlier (334),male Sprague-Dawley rats (300-350 g) were narcotised with CO2  until 

a complete loss of consciousness and rapidly decapitated. Hearts were rapidly 

excised and perfused at constant flow by means of a digital roller pump. A 20-ml 

compliance chamber along the perfusion line ensured a continuous flow 

(Langendorff perfusion). The flow rate was adjusted during the stabilisation period 

to obtain a coronary perfusion pressure of approximately 75 mmHg and was held 

constant, with the exception of the ischemic periods during which flow was either 

stopped (zero-flow ischemia) or reduced to 1 ml min-1  (low-flow ischemia). A 

second adj ustment of the flow rate was made of the end of the long reperfusion 

period, before the perfusion of U-46619, to correct any deviation of the coronary 

perfusion pressure from 75 mmHg, and was held constant thereafter. Perfusion 

pressure and flow rate were monitored to calculate coronary resistance. The 

perfusion solution (a modified Krebs-Henseleit buffer) contained (in mM): NaC1 

118, KC1 4, CaC12  2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, NaHCO3  24, D-glucose 5, pyruvate 

2, gassed with 95% 02- 5% CO2  (pH 7.4), 37 °C. All drugs were administered 

through a Y connector in the aortic cannula with syringe pumps. 
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Experimental protocols 

Ischemic preconditioning protocol 

The animals were assigned to one of three different experimental protocols (fig 1). 

The hearts in all groups were subjected to a 20-min stabilisation period. Drugs or 

vehicle infusion was then started, followed by an additional 15-min perfusion 

period. The ischemic groups (protocol 2, fig 1) were subjected to a 15-min sham 

period, followed by 30 min of partial ischemia (flow rate 1 ml/min) prior to a 20-

min reperfusion period. In the preconditioned groups (protocol 3, fig 1), the hearts 

were exposed to 5 min global ischemia (zero flow) plus 10 min of reperfusion 

before the 30-min ischemia and 20-min reperfusion periods. The sham groups 

(protocol 1, fig 1) were not exposed to ischemia-reperfusion, but to a time-matched 

normal perfusion. After these periods, coronary arteries were precontracted with 

0.1µM U-46619 administered throughout the end of the experiment. 15 min after 

the beginning of U-46619 infusion, the endothelial function was evaluated by the 

vasodilatation produced by 10µ.M serotonin (5-HT), whereas coronary smooth 

muscle function was evaluated with 3µM sodium nitroprusside (SNP). These 

infusions were maintained for 10 min, which was long enough to reach a steady 

state. A washout period of 10 min was allowed between each infusion. 

Vasodilatation was evaluated by computing percent changes in coronary resistance 

(coronary perfusion pressure divided by coronary flow), measured immediately 

before each drug infusion, and after a new steady state. The concentrations of 5-HT 

and SNP were determined in preliminary dose-response experiments to produce 

near-maximal vasodilatation. 

Sham, ischemic, and ischemic preconditioning hearts were treated with either 1µM 

SR141716A, 3µM AM630, 1µM SR144528 or their respective vehicles starting 

after the 20-min stabilisation period, and lasting throughout the 30-min partial 

ischemic period (protocols 1-3, fig 1). Drug infusion was stopped upon reperfusion. 
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Cannabinoid perfusion protocol 

In additional experimental series, the effect of perfusions of exogenous 300nM 2-

AG, 300nM PEA, 100nM-1 uM AEA, or their respective vehicle were compared 

with that of ischemic preconditioning. The animals were assigned to one of two 

different experimental protocols (protocols 4 and 5, fig 1). The hearts in all groups 

were subjected to a 20-min stabilisation period. Drugs or vehicle infusion was then 

started, followed by an additional 15-min perfusion period. The ischemic groups 

(protocol 5, fig 1) were subjected to a 30 min of partial ischemia (flow rate 1 

mllmin) prior to a 20-min reperfusion period. In these groups, hearts were pretreated 

with either luM SR141716A, 1 uM SR144528 or vehicles starting after the 20-min 

stabilisation period, in order to expose the hearts to the antagonist 15 min before the 

exogenous cannabinoid. The antagonist perfusion lasted throughout the 30-min low-

flow ischemic period, and was stopped upon reperfusion. Cannabinoids were 

perfused for 45 min, fifteen min before the 30 min low-flow ischemia. The sham 

groups (protocol 4, fig 1) were not exposed to ischemia-reperfusion, but to a time-

matched normal perfusion. Endothelial and smooth muscle functions were 

evaluated as described above. 

Cannabinoid determination in coronary effluent 

Coronary effluent samples (60 ml or 30 ml during 30 min low-flow ischemia) 

were collected four times for each protocol (after the 20-min stabilisation period, 

just before ischemic period, during all the ischemic period, and 30 seconds after 

the beginning of reperfusion. After extraction with anhydrous ethanol through a 

C-18 Sep-Pak light column, samples were dried using a Speed-Vac. All the 

samples were then stored at —80°C until analysis. 	GC/MS of the 

butyldimethylsilyl instead of the trimethylsilyl derivatives of anandamide, 2-AG 

and PEA were carried out as described(360;361). 
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Statistical analysis 

Values represent the mearl ± SEM. Statistical significance of differences between 

means was evaluated by a two way analysis of variance with Scheffé post-hoc test. 

In the presence of an interaction between the different groups, one way analyses of 
variance were used for each group. A commercially available software (Systat for 

Windows version 6.1) was used. Only probability values (p) smaller than 0.05 were 

considered to be statistically significant. 

Drugs 

SR144528 and SR141716A were a kind gift from Sanofi Recherche (Montpellier, 

France); PEA and AM630 were provided by Tocris Cookson (Ballwin, MO, 

USA). All other drugs were obtained from Sigma-Aldrich (Mississauga, Ont, 

Canada). AM630 (9.9mM), was prepared in lml 100 % dimethylsulphoxide 

(DMSO) and 1 ml propylene glycol. SR144528 and SR141716A (10mM) were 

prepared in lml 100 % DMSO. All these stock solutions were diluted in bidistilled 

water to obtain the desired final concentrations. Anandamide (1mM) was diluted 

in 1m1 propylene glycol and 9 ml of Krebs-Henseleit buffer. 2-AG (13.2 mM) 

and PEA (16.7mM) were dissolved in anhydrous ethanol and diluted in Krebs-

Henseleit buffer to obtain the desired final concentration. All these stock solutions 

were diluted in Krebs-Henseleit buffer to obtain the desired final concentrations. 

U-46619 (9,11-dideoxy-11a,9a-epoxymethano-prostag1andin F2a, 28.5 mM) was 

dissolved in 100% ethanol and diluted in Krebs-Henseleit buffer to obtain the 

desired final concentration. Ethanol (0.003%) and DMSO (0.02%), at the 

concentration obtained in the final dilution, had no effect on any of the 

hemodynamic variables studied and on the dilator responses to 5-HT and SNP. All 

the other drugs were dissolved directly in Krebs-Henseleit buffer. 
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6.4 RESULTS 

Ischemic preconditioning groups 

Coronary resistance measured just before 0.1µM U-46619 perfusion (n=25) was 

5.94 0.29 mmHg min m1-1, for a coronary flow rate of 6.70 t 0.20 ml min-I  il  

(mean heart weight of 1.90 t 0.05 g). Infusion of U-46619 (0.1µM, n=25) induced 

a significant (p<0.05) vasoconstriction in all groups of hearts (sham, ischemia, and 

IPC). Perfusion of 10µM 5-HT produced a decrease in coronary resistance of -25.2 

3.3% in sham hearts (n=8). 30 min of low-flow ischemia (n=8) significantly 

diminished the 5-HT-induced vasodilatation by more than half (fig 2A). One period 

of IPC (n=9) prevented the deleterious effect of ischemia on endothelium-dependent 

vasodilatation: the vasodilatation produced by 5-HT in preconditioned hearts was 

comparable to that observed in hearts not subjected to ischemia (fig 2A). 

Endothelium-independent vasodilatation to 3µM SNP was not affected by ischemia 

and was found to be comparable in the three groups of hearts (sham, ischemia, and 

IPC, fig 2B). 

SR141716A (1µM), a selective antagonist of CB1  receptors produced no 

significant change in coronary resistance (data not shown). Infusion of U-46619 

(0.1µM, n=24) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction (11.73 ± 

0.51mmHg min m1-1). Vasodilatation produced by 10 !AM 5-HT (-24.7 ± 2.6% in 

sham hearts, n=10) was markedly reduced in the ischemic group (n=8) (fig 2C). 

IPC in SR141716A-treated hearts (n=6) was unable to prevent the deleterious 

effect of ischemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 2C). Vasodilatation to 

3µM SNP was comparable in the three SR141716A-treated groups (sham, 

ischemic, and IPC, fig 2D). 

AM630 (3µM), another selective antagonist of CB1  receptors produced no 

significant change in coronary resistance (data not shown). Infusion of U-46619 

(0.1µM, n=22) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction (11.57 ± 0.52 
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mmHg min m11). Vasodilatation produced by 10 µM 5-HT (-25.2± 3.3% in sham 

hearts, n=8) was severely reduced in the ischemic group (n=8) (fig 2E). IPC in 

AM630-treated hearts (n=6) was unable to prevent the deleterious effect of 

ischemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 2E). Vasodilatation to 3µM SNP 

was comparable in the three AM630-treated groups (sham, ischemic, and IPC, fig 

2F). 

SR144528 (1µM), a selective antagonist of CB2  receptors produced no significant 

change in coronary resistance (data not shown). Infusion of U-46619 (0.1µM, 

n=24) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction (12.09± 0.63 mmHg min 

m1-1). Vasodilatation produced by 10 µM 5-HT (-25.0± 2.9% in sham hearts, 

n=9) was markedly depressed in the ischemic group (n=8) (fig 3C). IPC in 

SR144528-treated hearts (n=6) was unable to prevent the deleterious effect of 

ischemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 3C). Vasodilatation to 3µM SNP 

was comparable in the three SR144528-treated groups (sham, ischemic, and IPC, 

fig 3D). 

Cannabinoid measurements in coronary effluent 

After the 20-min stabilisation period, we observed in the coronary effluent the 

presence of AEA and PEA but not 2-AG, n=6/group (data not shown). During 

IPC period we still detected the presence of AEA and PEA but not 2-AG in the 

collected coronary effluent just after the 5min zero-flow ischemic period and 
after this period. During low-flow ischemia, presence of AEA and PEA was still 

detected. 

Exogenous cannabinoid groups 

Perfusion with AEA (100nM-1µM) produced no significant effect in coronary 

resistance when measured five min after the beginning of its perfusion (data not 

shown). Infusion of U-46619 (0.111M, n=18) induced a significant (p<0.05) 
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vasoconstriction in AEA-treated hearts (13.37 ± 1.14 mmHg min m1-1). 30 min of 

low-flow ischemia significantly diminished the 5-HT-induced vasodilatation by 

more than half in untreated hearts (fig 4A). Treatment with AEA (100nM-1µM), 

starting 15 min before ischemia and lasting 45 min, was unable to preserve the 

vasodilatation produced by 10µ,M 5-HT in ischemic hearts (fig 4A). Vasodilatation 

to 3µ.M SNP was comparable in all AEA-treated hearts (fig 4B). 

Perfusion with PEA (300nM) produced no significant effect in coronary resistance 

when measured five min after the beginning of its perfusion (data not shown). 

Infusion of U-46619 (0.41M, n=17) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction 

in PEA-treated hearts (12.70 ± 1.27 mmHg min m1-1). Thirty min of low-flow 

ischemia significantly diminished the 5-HT-induced vasodilatation by more than 

half in untreated hearts (fig 4C). Treatment with PEA (300nM), starting 15 min 

before ischemia and lasting 45 min, preserved the vasodilatation produced by 1011M 

5-HT in ischemic hearts (fig 4C). Vasodilatation to 3p,M SNP was comparable in 

all PEA-treated hearts (fig 4D). Treatment with PEA in SR141716A or in 

SR144528-pretreated hearts was unable to prevent the deleterious effect of 

ischemia on 5-HT-induced vasodilatation (fig 4C). 

Perfusion with 2-AG (300nM) produced no significant effect in coronary resistance 

when measured five min after the beginning of its perfusion (data not shown). 

Infusion of U-46619 (0.1µM, n=18) induced a significant (p<0.05) vasoconstriction 

in 2-AG-treated hearts (13.65 ± 1.47 mmHg min m1-1). Thirty min of low-flow 

ischemia significantly halved the 5-HT-induced vasodilatation by more than half in 

untreated hearts (fig 4E). Treatment with 2-AG (300nM), starting 15 min before 

ischemia and lasting 45 min, preserved the vasodilatation produced by 101.I.M 5-HT 

in ischemic hearts (fig 4E). Vasodilatation to 3µM SNP was comparable in all 2-

AG-treated hearts (fig 4F). Treatment with 2-AG perfusion in SR141716A-

pretreated hearts still prevented the deleterious effect of ischemia on 5-HT-

induced vasodilatation (fig 4E). In contrast, treatment with 2-AG in SR144528- 
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pretreated hearts was unable to prevent the deleterious effect of ischemia and 

reperfusion on 5-HT vasodilatation (fig 4E). 

6.5 DISCUSSION 

In the present study, we have assessed the contribution of cannabinoids in the 

protective effect of IPC on endothelial function in the rat heart. The major findings 

are 1) that IPC -with a single short period of ischemia prevents endothelial 

dysfunction produced by ischemia-reperfusion in rat hearts partially via the release 

of cannabinoids, 2) this protection can be blocked by a pre-treatment with 

SR141716A, AM630 or SR144528, and 3) 45-min perfusion with 2-AG, PEA, but 

not AEA, starting 15 min before ischemia mimic the beneficial effect of IPC on 

endothelial ftinction in rat coronary arteries. This protective effect was blocked by 

SR144528 and SR141716A in the case of PEA, and by SR144528 only with 2-AG 

perfusion 

Effect of ischemic preconditioning on endothelial dysfunction 

In the present study, the ischemic conditions (flow rate and duration) were selected 

in order to observe a selective endothelial dysfunction. This was confirmed by the 

fact that the endothelium-dependent and NO-mediated (319) vasodilatation of 

coronary arteries to 5-HT was drastically decreased after ischemia-reperfusion 

insult, whereas the same vessels retained the ability to dilate to SNP, an 

endothelium-independent vasodilator. We have reported earlier (334) that IPC could 

prevent the reduction in the vasodilatation to 5-HT after ischemia-reperfusion, 

suggesting that ischemic preconditioning could protect endothelial fimction in 

coronary arteries. Such a protection was observed in the present study. 
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Role of cannabinoids in ischemic preconditioning 

Cannabinoids exert several physiological and pharmacological actions, including 

suppression of the immune system (232;235), antioxydative effects (236), and 

cardiovascular actions (237;238). However, to the best of our knowledge, nothing 

is known about the role played by endogenous cannabinoids in the protective effect 

of IPC. Therefore, we tested, using SR141716A and AM630 (selective CBI  

receptor antagonists), and SR144528 (selective CB2  receptor antagonist), whether 

endogenous cannabinoids were involved in the protection afforded by IPC to the 

endothelium. In SR141716A, AM630, and SR144528-treated and preconditioned 

groups, the vasodilatation to 5-HT was almost totally abolished whereas the 

vasodilatation to SNP was not significantly different from that observed in the sham 

groups. These data suggest that endogenously produced cannabinoids play a role in 

the endothelial protection afforded by IPC by acting on 031  or CB2  receptors. 

In the untreated group, zero-flow and low-flow ischemia the presence of AEA and 

PEA but not 2-AG was detected in the coronary effluent. Therefore, these data 

suggest that the presence of endogenous cannabinoids during IPC and low-flow 

ischemia is one of the mechanisms involved in the endothelial protection induced by 

IPC. This is the first time that endogenous cannabinoids have been reported to be 

mediators of IPC. 

Protective effect of exogenous cannabinoids 

To confirm the contribution of cannabinoids in the endothelial protection afforded 

by IPC, the effect of exogenous perfusion with a low concentration of 2-AG, PEA, 

and AEA, on the endothelial function following ischemia-reperfusion was studied. 

2-AG and PEA, but not AEA, perfused, 15 min before and throughout ischemia 

prevented the ischemia-induced reduction in the vasodilatation to 5-HT. Only the 

CB2  receptor antagonist abolished the protective effect of 2-AG, whereas both the 

CB1  and CB2  receptor antagonists abolished that of PEA. Thus, taken together these 
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data suggest that 2-AG and PEA, can mimic the protective effect of IPC on the 

endothelial function via the activation of CB2  receptors for 2-AG and PEA, and via 

CB1  receptors for PEA. The lack of effect of AEA may be explained by the short 

lifespan of this compound, which undergoes rapid inactivation in tissues 

(362;363). 

In the brain, delta 9-tetrahydrocannabinol, cannabinol, cannabidiol, and AEA 

increased the activity of protein kinase C (PKC) (364;365). Randall et al reported 

that AEA produced vasorelaxation in isolated rat hearts by an hyperpolarisation 

which could be blocked by non-selective potassium channel blockers (38). Also, 

some groups demonstrated that endogenous cannabinoids produced a concentration-

related increase in the activity of the mitogen-activated protein (MAP) kinases 

(366;367). PKC (260;271), ATP sensitive potassium (KATp) channels (334), MAP 

kinases (276) activation have been implicated in the mechanisms of the protection 

afforded to the myocardium by IPC. Activated PKC and MAP kinases may 

phosphorylate secondary effectors, which would be responsible for the protective 

effects of cannaninoids. In the myocardium, activation of KATp channels has been 

linked to cardioprotection, possibly through a reduction in intracellular Ca2+  levels 

(323), prevention of mitochondrial Ca2+  overload or preservation of the myocardial 

energy status (325). In endothelial cells, activation of KATp channels produces 

hyperpolarisation, which increases the electrochemical gradient for Ca2+  entry (327), 

resulting in a enhanced nitric oxide release (329). Currently, little is known about 

the pathways stimulated by the activation of CB1  and CB2  receptors in the heart. 

Thus, for the moment, mechanisms proposed in this paper are only speculative, 

further experiments are needed to assess the pathways implicated during the 

activation of cannabinoid receptors. 

In conclusion, these data suggest that IPC affords protection to the endothelial 

function against subsequent ischemic injury in the intact coronary circulation of 

the rat. The reduced protective effect of IPC in presence of SR141716A, AM630, 

and SR144528 and the presence of endogenous cannabinoids during IPC suggest, 
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for the first time, that this protection may be mediated partially via the production 

of endogenous cannabinoids. Exogenous perfusion of 2-AG and PEA can afford 

protection to the endothelial function against the deleterious effect of ischemia-

reperfusion via an activation of their specific receptors. 
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Figure 6.1: Diagrams showing the different experimental protocols. Each experiment started with a 20-min 
stabilisation period. Hearts in the ischemia protocol (no. 2 & 5) underwent 30 min of low-flow (1 ml 	ischemia and 
20 min of reperfusion, after an additional 30-min stabilisation period. Hearts in the ischemic preconditioning + ischemia 
protocol (no. 3) were submitted to a preconditioning 5 min zero-flow ischemia and 10 min reperfusion, before the 30-min 
low-flow ischemia. Perfusion of drugs (SR141716A 1 uM (no.1-5), AM630 3µM (no.1-3), SR144528 lu.M (no.1-5) or 
their respective vehicles) was started after the 20-min stabilisation period, lasted throughout the 30-min low-flow ischemia 
or a corresponding period, and was stopped upon reperfusion. Perfusion of 2-arachidonylglycerol (2-AG,300nM), 
palmitoylethanolamide (PEA, 300nM), anandamide (AEA, 100nM-luM) or their respective vehicle (no.4 & 5) was started 
15 min before and lasted throughout the 30-min low-flow ischemia or a corresponding period. For all protocols, 
endothelial and smooth muscle function was evaluated after the 20-min reperfusion period. Coronary arteries were 
precontracted by a continuous infusion of 0.1µM U-46619. After 15 min, infusion of 5-11T (10µM) was started for 10 min. 
A wash-out period of 10 min was allowed between 5-HT and SNP (31.iM, 10 min) infusions. The bottom axis represents 
the time in min. 
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Figure 6.2: Change in coronary resistance (A%) induced by 10p.M serotonin (5-
HT, panels A, C, and E) and 3µM sodium nitroprusside (SNP, panels B, D, and F) in 
untreated hearts (panels A and B), in 1 uM SR141716A (panels C and D), and in 
1µM AM630 pretreated hearts (panels E and F). Open, cross-hatched, and hatched 
columns represent sham, ischemic, and ischemic preconditioning protocols, with 8, 
8, and 9 untreated, 10, 8, 6 SR141716A and 8, 8, and 6 AM 630 pretreated hearts, 
respectively. p<0.05, compared with sham and ischemic preconditioning. *p<0.05, 
compared with sham (one way ANOVA with Scheffé post-hoc test). 
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Figure 6.3: Change in coronary resistance (A%) induced by 10µM serotonin (5-
HT, panels A and C) and 3µM sodium nitroprusside (SNP, panels B and D) in 
untreated hearts (panels A and B), and in 1µM SR144528 pretreated hearts (panels C 
and D). Open, cross-hatched, and hatched columns represent sham, ischemia, and 
ischemic preconditioning protocols, with 8, 8, and 9 untreated, and 9, 8, and 6 
SR144528 pretreated hearts, respectively. 	p<0.05, compared with sham and 
ischemic preconditioning. * p<0.05, compared with sham. (one way ANOVA with 
Scheffé post-hoc test). 
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Figure 6.4: Change in coronary resistance (A%) induced by 10µM serotonin (5-HT, panels A, C, and 
E) and 3µM sodium nitroprusside (SNP, panels B, D, and F) in anandamide (AEA, panels A and B), 
in palmitoylethanolamide (PEA, panels C and D), and in 2-arachidonylglycerol (2-AG) pretreated 
hearts (panels E and F). Open, hatched, cross hatched horizontally hatched, and vertically hatched 
columns represent respectively in panels A and B sham, ischemia w/o AEA, ischemia with AEA 
100nM, ischemia with AEA 300nM, and ischemia with AEA 1µM. In panels C and D, they represent 
respectively sham, ischemia w/o PEA 300nM, ischemia with PEA 300nM + SR141716A 1µM, and 
ischemia with PEA 300nM + SR144528. Finally, in panels E and F, they represent sham, ischemia 
w/o 2-AG 300nM, ischemia with 2-AG 300nM + SR141716A 1µM, and ischemia with 2-AG 300nM 
+ SR144528 respectively. *p<0.05, compared with sham (one way ANOVA). 
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CHAPITRE SEPT : DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSIONS 

Les résultats des travaux présentés dans cette thèse (fig 7.1) suggèrent que l'effet 

protecteur du PCI est reproductible au niveau de la fonction endothéliale 

coronaire de rat (334;359). Ces résultats ont pu également être reproduits chez les 

rats diabétiques mais nécessitèrent une période de PCI plus longue (368). 

L'activation des récepteurs à l'adénosine semble intervenir dans ce phénomène 

tant chez l'animal sain (334) que chez l'animal diabétique (368). D'autres 

médiateurs ont également été identifiés, il s'agit : de la bradykinine et de la des-

Arg9-bradykinine qui agissent via le récepteur B1  (359), de la prostaglandine E2 

qui semble produire son effet via un de ses récepteurs EP et du 

palmitoyléthanolamide et du 2-arachidonylglycérol qui stimulent autant le 

récepteur CB1  que le CB2. Ces travaux rapportent d'ailleurs pour la première fois 

l'implication de la prostaglandine E2 et des cannabinoïdes endogènes dans le PCI. 

Les PKCs activées lors de la stimulation des récepteurs EP aux prostaglandines ou 

des récepteurs B1  aux kinines semblent également être impliquées dans cette 

réponse protectrice. Les cibles exactes phosphorylées par ces enzymes demeurent 

néanmoins pour l'instant, dans nos conditions expérimentales, encore inconnues 

(fig 7.1). 

Les canaux potassiques dépendants de l'ATP semblent également contribuer au 

PCI lors de l'activation des récepteurs à l'adénosine (334), mais leur contribution 

ne semble pas obligatoire. En effet, ceux-ci ne semblent pas agir comme 

médiateurs de la réponse protectrice induite par l'activation des récepteurs EP aux 

prostaglandines (369). Pour le moment, la localisation cellulaire (mitochondriale 

ou membranaire) des canaux activés au cours du PCI reste à être déterminée (fig 

7.1) 



ADO le PGE2  BK-->DBK 

Figure 7.1: Mécanismes impliqués dans la protection de l'endothélium coronaire 
de rat induite par le préconditionnement ischémique. Résumé des travaux 
présentés dans cette thèse. 
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Comme l'effet des médiateurs impliqués dans le PCI pris chacun séparément fut 

discuté précédemment à l'intérieur des articles joints à cette thèse, ces résultats ne 

seront pas intégrés à la discussion générale par souci d'alléger la présentation. Le 

lecteur intéressé est donc invité à lire chacune de ces discussions. 

Seront traités dans la discussion générale (fig 7.2), les interactions majeures 

possiblement existantes entre chacun de ces médiateurs et de ces voies de 

signalisation. Au cours de cette discussion, nous traiterons également de 

l'implication probable des canaux potassiques dépendants de l'ATP présents au 

niveau des mitochondries dans la protection endothéliale induite par le PCI. 

L'existence probable d'une interaction entre la voie des kinines et celle des 

prostaglandines sera également explorée. Nous aborderons aussi la possibilité de 

l'implication des MAPKs et des tyrosine kinases dans cette protection. Par la 

suite, nous tenterons de caractériser la voie des cannabinoïdes endogènes, de ses 

effecteurs et de ses seconds messagers probables. Seront aussi décrits dans ce 

chapitre, les limitations et les avantages de notre modèle. Nous terminerons en 

brossant un tableau des indications cliniques potentielles du PCI et de ses 

médiateurs. 

7.1 Implication probable des canaux potassiques dépendants de l'ATP 

mitochondriaux 

Tel que mentionné au cours de l'introduction générale, il semble que les canaux 

potassiques dépendants de l'ATP présents sur les mitochondries soient impliqués, 

du moins au niveau du myocarde, dans la cardioprotection induite par le PCI 

(302-304). 	Selon toute vraisemblance, tout porte à croire qu'ils seraient 

également impliqués dans la préservation de la fonction endothéliale observée 

dans notre modèle expérimental. Il serait donc intéressant de poursuivre les 

recherches afin de vérifier si ce type de canal participe à cet effet protecteur dans 

nos conditions expérimentales. Par exemple, nous pourrions évaluer si l'acide 5-

hydroxydécanoïque, un inhibiteur sélectif des canaux potassiques dépendants de 
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Figure 7.2: Interactions majeures probables entre chacun des mécanismes 
impliqués dans le préconditionnement ischémique au niveau de l'endothélium. 
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l'ATP présents sur les mitochondries, parvient à bloquer l'effet protecteur du PCI. 

Si oui, nous pourrions vérifier si le diazoxide, un activateur des canaux 

potassiques dépendants de l'ATP mitochodriaux, peut mimer l'effet protecteur 

produit par le PCI (fig 7.2). De cette façon, nous serions en mesure de confirmer 

ou d'infirmer la participation de ce type de canal à la protection de la fonction 

endothéliale. 

Une autre avenue également intéressante serait de tester si l'effet de substances 

protectrices causant une hyperpolarisation cellulaire et reconnues comme étant 

activatrices des canaux potassiques comme : l'adénosine, la prostaglandine E2 et 

les cannabinoïdes endogènes empruntent ce type de canaux. Jusqu'à présent, 

dans nos conditions expérimentales, l'effet protecteur induit par une perfusion 

exogène d'adénosine (334) et non par la prostaglandines E2 (résultats sous presse), 

fut bloqué par le glibenclamide, un agent agissant préférentiellement sur les 

canaux potassiques dépendants de l'ATP présents à la membrane cellulaire. Cette 

différence d'effet s'explique peut-être par le fait que les prostaglandines E2 

activent une voie qui agit de façon préférentielle sur les canaux potassiques 

dépendants de l'ATP présent à la surface des mitochondries. Pour ce qui est de 

l'adénosine, c'est peut-être le contraire. De toute façon, ces hypothèses devront 

être vérifiées à l'aide d'antagonistes spécifiques des canaux potassiques 

dépendants de l'ATP mitochondriaux. 

7.2 Interaction probable entre les kinines et de les prostaglandines 

Il fut, par le passé, démontré que l'activation du récepteur B2 et possiblement 

celle du récepteur B1  pouvaient stimuler la production de prostaglandines (370-

374) et produire une cardioprotection (371;372;374). Ces résultats suggèrent 

donc qu'une partie de la réponse protectrice observée dans notre modèle lors de 

l'injection de bradykinine ou de des-Arg9-bradykinine pourrait être expliquée par 

une augmentation de la production et de la libération des prostaglandines telle la 

prostaglandine E2 (fig 7.2). 
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Cette interaction probable entre le système des kinines et celui des 

prostaglandines devra être testée à l'aide de notre modèle. Par exemple, nous 

pourrions mesurer par essais immunoenzymatiques, la concentration coronaire de 

prostaglandine E2 suite à l'injection de bradykinine ou de des-Arg9-bradykinine. 

Également, nous pourrions étudier si la réponse bénéfique sur la fonction 

endothéliale produite par la perfusion exogène de bradykinine ou de des-Arg9-

bradykinine peut être bloquée par un prétraitement à l'aide d'inhibiteur non 

sélectif des cyclooxygénases, l'indométhacine. 	Ces expériences nous 

permettraient de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les kinines 

peuvent jouer un rôle protecteur. 

7.3 Participation des Mitogen Activated Protein Kinases et des tyrosine 

kinases 

Comme décrit précédemment dans l'introduction générale, les MAPKs 

(276;279;281) et les tyrosine kinases (276-278) semblent participer à la 

cardioprotection induite par le PCI. Pour l'instant, leur implication à la protection 

de la fonction endothéliale n'a pas encore été démontrée. Il serait intéressant 

d'étudier ces voies de signalisation dans notre modèle expérimental. Nous 

pourrions prétraiter nos cœurs à l'aide de PD98059 ou de SB203580, des 

inhibiteurs respectifs de la ERK1/2 et de la p38, et observer l'effet de ces 

inhibiteurs sur la protection de la réponse endothéliale induite par le PCI. Ces 

protocoles expérimentaux nous permettraient d'apprendre quel est le rôle des 

MAPKs dans ce phénomène protecteur (Fig 7.2) 

La contribution des tyrosine kinases à l'effet bénéfique que possède le PCI sur la 

fonction endothéliale pourrait être évaluée à l'aide d'un inhibiteur des tyrosine 

kinases, la génistéine. En effet, le prétraitement des cœurs à l'aide de génistéine 

pourrait nous donner plus d'informations sur l'implication des tyrosine kinases 

dans le PCI (fig 7.2). 



155 

Il fut rapporté dans la littérature qu'il existait une interaction entre les PKCs et la 

voie MAPK ERK1/2. En effet, il fut démontré que les PKCs pouvaient 

phosphoryler la kinase raf-1, qui à son tour pouvait activer la voie de la ERK1/2 

(276). Cette constatation ouvre toute grande la porte à l'étude de cette interaction 

dans notre modèle. Dans cette étude, un activateur des PKCs, le PMA serait 

utilisé afin d'induire une protection de la fonction endothéliale contre les effets 

délétères de l'ischémie et de la reperfusion. Nous avons, par le passé, observé 

qu'une telle manœuvre pouvait mimer les effets protecteurs du PCI (données non 

publiées). Dans un autre groupe expériemental, certains cœurs seraient prétraités 

à l'aide du PD98059 avant l'injection de PMA afin d'observer si la voie de la 

ERK1/2 est en aval de la voie de PKCs tel que décrit dans la littérature. Dans la 

même foulée, nous pourrions vérifier si une telle interaction existe entre les PKCs 

et les autres voies MAPKs (fig 7.2). 

Un autre mystère reste à élucider. Quelles sont les cibles phosphorylées par ces 

différentes protéine kinases? Quelques chercheurs ont proposé que ces kinases 

pourraient phosphoryler certaines protéines de canaux ioniques ou d'enzymes. 

Mais pour le moment, dans notre modèle de protection endothéliale, ceci reste 

inconnu. 

7.4 Mécanismes impliqués lors de l'activation des récepteurs aux 

cannabinoïdes 

Compte tenu que nous sommes les tous premiers à démontrer que les 

cannabinoïdes endogènes participent au PCI, peu des choses sont connues en ce 

moment et beaucoup reste encore à faire. Comme les mécanismes impliqués dans 

les réponses cardiovasculaires sont encore inconnus, il faudra pour émettre des 

hypothèses, partir de ce qui est connu dans d'autres organes. Jusqu'à maintenant, 

les effets des cannabinoïdes tant endogènes qu'exogènes et les mécanismes par 
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lesquels ils produisent leurs effets furent surtout étudiés au niveau du système 

nerveux central. 

Dans ce système, les cannabinoïdes produisent leurs effets via une myriade de 

mécanismes. Parmi ceux-ci, certains, à condition d'être reproductibles au niveau 

du cœur, pourraient participer à la cardioprotection. Par exemple, il fut rapporté 

que l'activation des récepteurs aux cannabinoïdes via une protéine Gi pouvait 

diminuer l'influx calcique dans le neurone (375;376). Tel que démontré dans 

l'introduction générale, cette diminution de l'entrée de calcium dans la cellule 

pourrait protéger la cellule contre une accumulation calcique et de cette façon, 

accroître ses chances de survie. Mais cette hypothèse reste encore à être 

démontrée dans notre modèle (fig 7.2). 

Par ailleurs, l'activation des récepteurs aux cannabinoïdes augmente l'effiux de 

potassium à travers les canaux potassiques dans des neurones transfectés 

(377;378). L'activation de ces canaux cause une hyperpolarisation de celle-ci, ce 

qui diminue l'ouverture des canaux calciques dépendants du voltage et 

conséquemment diminue l'entrée de calcium dans les cellules. Cette autre 

hypothèse reste également à être confirmée dans notre modèle (fig 7.2). 

De même, il fut rapporté que l'anandamide, un cannabinoïde endogène, pouvait 

entraîner l'activation de la voie des MAPKs dans des cellules pulmonaires (366) 

et dans des neurones (367;379). Il reste maintenant à vérifier si cette activation 

des MAPKs est impliquée dans la protection induite par les agonistes des 

récepteurs aux cannabinoïdes (fig 7.2). 

Pour ce qui est de la voie des PKCs, des résultats partiels semblent indiquer sa 

participation dans la prévention des effets délétères induits par l'activation du 

récepteur CB2. En fait, l'effet protecteur produit par la perfusion de PEA, un 

agent reconnu dans notre modèle comme induisant une protection via le récepteur 
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CB2, fut bloqué par un prétraitement à l'aide d'un inhibiteur des PKCs, la 

chélérythrine (données non publiées). 

Également, dans le système nerveux central, l'activation des récepteurs aux 

cannabinoïdes semble augmenter la production d'acide arachidonique (380;381). 

Ces résultats laissent entrevoir une certaine relation entre la voie des 

cannabinoïdes et celle de l'acide arachidonique et des prostaglandines. Mais ceci 

reste à confirmer dans notre modèle expérimental. 

7.5 Limitations du modèle de cœur isolé dans le préconditionnement 

ischémique 

Les résultats obtenus à l'aide de modèles expérimentaux doivent toujours être 

interprétés avec précaution et ne doivent être considérés que comme des reflets de 

la réalité. Au cours de cette thèse, nous avons utilisé un modèle de cœur de rat 

isolé perfusé à débit constant selon Langendorff afin d'étudier les fonctions 

contractile et endothéliale en réponse à l'ischémie et à la reperfusion. Dans ce 

modèle, nous avons effectué une ischémie globale rendant tout le myocarde et le 

lit coronaire ischémiques, ce qui diffère de la ligature coronaire où l'ischémie se 

limite à une partie de l'arbre coronaire ressemblant beaucoup plus à une ischémie 

causée par un thrombus ou par une embolie. 

Une autre limitation de notre modèle provient du fait que le cœur est perfusé non 

pas avec du sang, mais avec un tampon Krebs Henseleit. Bien que ce modèle 

nous ait permis d'étudier directement l'effet du PCI sur la fonction endothéliale et 

sur le myocarde, plusieurs aspects de ce modèle ne reflètent pas la situation 

présente in vivo. En fait, comme le cœur est perfusé à l'aide de tampon et non pas 

avec du sang, l'effet de celui-ci, qu'il soit protecteur (antioxydants, 

vasodilatateurs, facteurs hyperpolarisants, etc) ou délétère (neutrophiles, 

vasoconstricteurs, agents pro-aggrégants, etc), ne fut pas évalué. Mais si l'on se 

fie aux autres paramètres étudiés par le passé, les résultats obtenus à l'aide du 
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modèle de cœur de rat isolé concordent assez bien avec ceux obtenus in vivo. La 

perte de la pression oncotique constitue une autre limitation entraînée par la 

perfusion du cœur à l'aide de tampon physiologique. En effet, un cœur installé 

sur notre modèle se dégrade au fil des heures, développe de l'cedème ce qui limite 

la durée des protocoles expérimentaux. C'est dans le but de limiter la durée de 

nos protocoles expérimentaux que nous avons opté pour une seule concentration 

de sérotonine et de nitroprussiate de sodium. 

Une autre limitation importante de notre modèle est que nous avons indirectement 

évalué la survie des cellules endothéliales. Donc, nous avons été en mesure 

d'évaluer uniquement leur réponse à un vasodilatateur dépendant de 

l'endothélium, la sérotonine. 	D'autres vasodilatateurs dépendants de 

l'endothélium comme par exemple l'acétylcholine ont été testés au cours 

d'expériences préliminaires, mais dans nos conditions expérimentales, seule la 

sérotonine produisit une vasodilatation suffisante pour être utilisée comme index 

de la fonction endothéliale. Malheureusement, cette méthode ne nous permet pas 

d'évaluer directement l'intégrité de la fonction endothéliale, elle vérifie 

uniquement la capacité de l'endothélium à libérer certains facteurs vasodilatateurs 

tels le NO, certaines prostaglandines et les facteurs hyperpolarisants dérivés de 

l'endothélium. Et donc le fait de normaliser cette libération n'implique pas que 

toutes les fonctions endothéliales soient normalisées. 	Aucune méthode 

d'observation directe comme par exemple la microscopie électronique ne fut 

utilisée. 

Également, nos observations proviennent grandement de mesures indirectes prises 

à l'aide d'agonistes et d'antagonistes. Dans cette thèse, nous n'avons pas, par 

exemple, mesuré directement l'activité électrique des canaux potassiques à l'aide 

de patch clamp. De même, nous n'avons pas évalué directement l'activité et la 

translocation des PKCs, limitant un peu l'interprétation de nos résultats. 
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Ce modèle ne possède pas que des limitations, il a également des avantages. Par 

exemple, il permet de mesurer facilement les substances produites par le cœur 

simplement en recueillant l'effluent coronaire. 

7.6 Application clinique du préconditionnement ischémique et de ses 

mécanismes. 

Comme rapporté au cours de l'introduction, une stratégie de vascularisation 

précoce demeure le moyen le plus efficace de limiter les dommages associés à 

l'ischémie cardiaque. 	L'intervalle de temps compris entre le début des 

symptômes et la revascularisation devient donc extrêmement crucial et les 

bénéfices du traitement diminuent plus cet intervalle augmente. Le PCI ou ses 

différents médiateurs, en retardant le processus de nécrose, prolongent la fenêtre 

temporelle durant laquelle la revascularisation peut être initiée avec succès. 

Une question se pose maintenant à nous, le PCI est-il seulement une curiosité 

scientifique ou fera-t-il partie intégrante de l'arsenal thérapeutique moderne? 

7.7 Préconditionnement du cœur humain 

Lorsque l'on pense à l'utilisation du PCI comme agent thérapeutique, deux 

questions logiques et intimement reliées nous viennent à l'esprit. Est-ce que le 

PCI est reproductible chez l'humain et si oui, peut-il être utilisé à grande échelle 

comme stratégie thérapeutique dans le traitement aigu et la prévention des 

maladies ischémiques cardiaques? 

7.7.1 Première évidence : l'angioplastie 

Le premier indice qu'une ou plusieurs brèves ischémies pouvaient protéger le 

cœur contre des dommages ischémiques subséquents provient de l'observation 

des paramètres électrocardiographiques et métaboliques en réponse à une série de 
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gonflement de ballonnet lors d'angioplastie coronaire (382-384). Par exemple, en 

1990, Deutsch et coll (382) observèrent une réduction dans la production de 

lactate ainsi qu'une atténuation de la douleur angineuse chez les patients ayant 

préalablement été exposés à une série de gonflements du ballonnet avant le 

gonflement final utilisé pour produire l'angioplastie. 	Ces constatations 

impliquant une adaptation peuvent être expliquées par une tolérance accrue à 

l'ischémie. Les études subséquentes démontrèrent que cette adaptation à 

l'ischémie pouvait être reproduite par la perfusion intracoronaire d'adénosine 

(195) ou de dipyridamole (385). D'autres chercheurs observèrent que la réponse 

protectrice pouvait être bloquée soit par l'administration d'antagonistes des 

récepteurs A1  à l'adénosine (386;387), soit par la perfusion de bloquants des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP (107). 

Il est encourageant de constater que ces résultats in vivo chez l'humain concordent 

bien avec ceux obtenus à l'aide de divers modèles expérimentaux. 

7.7.2 L'angine , une adaptation « physiologique» à l'ischémie 

Si une courte période d'ischémie peut protéger le cœur contre une période 

d'ischémie subséquente, on peut donc proposer un intéressant paradoxe, celui 

selon lequel l'angine pourrait être cardioprotective chez des patients souffrant de 

maladies coronaires. D'ailleurs, un phénomène anecdotique vient soutenir ce 

concept qui peut paraître à prime abord farfelu. Depuis longtemps, on sait que 

l'on peut soulager les symptômes douloureux d'une crise d'angine induite par 

l'exercice par un autre exercice subséquent. Ce phénomène porte le nom de walk- 

through ou de warm-up angina (388-390). À cette effet, un groupe rapporta que 

dans un protocole où l'on étudiait l'effet de deux périodes d'exercice 

entrecoupées par 15 minutes de repos, la durée de l'exercice fut prolongée et les 

modifications à l'électrocardiogramme atténuées lors de la seconde période. Ce 

qui semble démontrer une tolérance à l'ischémie induite par l'exercice (388). 



161 

Si l'angine préconditionne le cœur humain, il est permis de penser que l'effet 

d'une crise d'angine pré-infarctus pourrait être bénéfique chez des patients 

souffrant d'infarctus du myocarde aigu. En effet, plusieurs études démontrent une 

corrélation positive entre un état angineux pré-infarctus et la récupération du 

patient suivant l'infarctus (391-396). Par exemple, Kloner et coll. (391), en 

analysant de façon rétrospective les données de l'étude Thrombolysis in 

Myocardial Infarction (TIMI) 4, observèrent que les patients avec des antécédents 

angineux avant leur infarctus du myocarde présentaient une plus faible incidence 

de mortalité et de complications hospitalières ainsi que d'insuffisance cardiaque 

congestive. 	Le degré d'activité de leur créatine kinase était plus faible 

comparativement aux patients n'ayant jamais souffert d'angine. 	Chose 

importante à retenir, la protection conférée par un antécédent angineux n'était pas 

exclusivement attribuable à la prise de médicaments anti-angineux ou le 

développement de collatérales. Kloner et son équipe conclurent à partir de 

résultats fondamentaux que l'angine protège ou préconditionne le cœur. Ainsi, 

des épisodes angineux survenant peu de temps avant l'infarctus induisent une 

protection contre l'ischémie (397). 

D'autres résultats viennent appuyer ce concept. En effet, une récente analyse 

prospective temporelle d'environ trois mille patients, la TIMI 9B (395), démontre 

que l'incidence d'événements cardiaques majeurs (mort, infarctus du myocarde 

récurrent, insuffisance cardiaque) dans les trente jours suivants l'infarctus est 

significativement inférieur chez les patients ayant souffert d'angine au cours des 

derniers vingt-quatre heures précédant l'infarctus. Une crise d'angine au cours 

des vingt-quatre heures précédant l'infarctus correspond soit au PCI classique ou 

soit à la seconde fenêtre du PCI, ceci reste encore à être déterminé. Finalement, 

plusieurs autres paramètres protégés par le PCI dans des modèles expérimentaux 

ont été observés chez des patients souffrant d'angine pré infarctus : récupération 

de la contractilité post ischémique (393;394), réduction des arythmies causées par 

l'ischémie et la reperfusion (391) et thrombolyse coronaire plus efficace 

(396;398). 
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7.8 Utilisation du préconditionnement ischémique comme traitement des 

maladies ischémiques cardiaques 

À partir de ces résultats encourageants obtenus à l'aide de modèles 

expérimentaux, tout porte à croire que le PCI ou certains de ses mécanismes 

pourront être utilisés éventuellement afin de prévenir ou de traiter les maladies 

ischémiques cardiaques. Donc, le but ultime de cette recherche est d'intégrer le 

savoir acquis au fil des années afin d'élaborer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour rendre le cœur humain plus résistant à l'ischémie. 

7.8.1 Utilisation du préconditionnement ischémique dans un contexte 

chirugical 

Il serait utopique de croire que le PCI induit par de courtes périodes isquémiques 

pourrait être utilisé chez tous les patients. D'ailleurs, à ce jour, son utilisation 

clinique se limite aux procédures chirurgicales. La première évidence clinique 

provient du groupe de Yellon. En effet, lors de pontages coronaires, ils 

observèrent qu'après dix minutes d'ischémie causée par la pose d'une clampe 

aortique, les réserves d'ATP et l'incidence de fibrillations étaient diminuées dans 

le groupe de patients ayant préalablement été exposés à deux périodes 

ischémiques de 3 minutes (96). Une autre étude effectuée par ces mêmes 

chercheurs à l'aide du même modèle démontra une réduction de la libération de 

troponine T (un index du dommage cellulaire) chez les patients ayant 

préalablement été préconditionnés (399). 

Malgré ces découvertes prometteuses, la précaution demeure de mise car ces 

résultats sont controversés par une récente étude. En effet, Perrault et coll. 

observèrent que la libération de créatine kinase tendait à être augmentée chez les 

dix patients préalablement préconditionnés à l'aide de trois minutes de clampage 

aortique effectué avant la cardioplégie comparativement aux patients témoins 
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(400). À la lumière de ces résultats, il faudra être prudent et effectuer d'autres 

études sur un échantillonnage plus grand de patients avant d'adopter l'utilisation 

du PCI comme procédure prophylactique pré ischémique. 

Le PCI ou un de ses médiateurs pourraient également trouver une application lors 

de greffes cardiaques, hépatiques, rénales et pulmonaires. Pour l'instant, les 

résultats obtenus chez les animaux semblent très encourageants, il reste toutefois 

encore à vérifier si cette pratique est reproductible à grande échelle chez 

l'homme. 

7.8.2 Induction pharmacologique du préconditionnement ischémique 

La stimulation pharmacologique des récepteurs et des mécanismes impliqués dans 

le PCI représente une seconde approche plus appropriée et plus convenable pour 

induire une cardioprotection. Plusieurs agents utilisés en laboratoire tels : le PMA 

et les autres activateurs des PKCs, possèdent un potentiel thérapeutique peu 

prometteur en raison de leur importante toxicité lorsque utilisés in vivo. De leur 

côté, tout porte à croire que les kinines et les prostaglandines étant impliquées 

dans la transmission de la douleur et dans les processus inflammatoires, 

pourraient exacerber les symptômes de l'ischémie cardiaque. 

Donc, la liste des candidats s'amenuise et se limite pour l'instant à deux 

catégories d'agents pharmaceutiques : les agonistes des récepteurs à l'adénosine 

ou des cannabinoïdes (ou les agents modulant leur production et leur dégradation) 

et les activateurs des canaux potassiques dépendants de l'ATP puisque ces agents 

sont parmi ceux possédant le meilleur profil d'effets indésirables. D'ailleurs, le 

nicorandil, un activateur des canaux potassiques dépendants de l'ATP disponible 

cliniquement en Europe et au Japon, est déjà utilisé dans la prévention et le 

traitement de l'angine de poitrine (397). 
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Également, de brèves perfusions intracoronaires d'adénosine ou de dipyridamole 

administrées chez des patients subissant une angioplastie miment l'effet 

protecteur d'une série de gonflements de ballonnet (195;385). D'un autre côté, 

des résultats préliminaires (401;402) indiquent que l'addition d'adénosine à la 

solution de cardioplégie résulte en une modeste amélioration de la récupération 

contractile et réduit les besoins en dopamine et en nitroglycérine dans les 

premières vingt-quatre heures post-opératoires. 

L'utilisation thérapeutique des médiateurs du PCI chez les patients à risque de 

développer un infarctus, par exemple les patients souffrant d'angine instable, 

représente le domaine le plus vaste et celui impliquant un nombre élevé de 

patients. À ce jour, dans ce groupe de patients, l'effet du préconditionnement 

pharmacologique demeure inconnu. Les résultats préliminaires chez les animaux 

obtenus lors d'études visant à prolonger les effets du PCI furent désappointants. 

En effet, des études conduites par le groupe de Downey chez le cœur de lapin 

examinèrent la possibilité d'étendre la durée du PCI classique en utilisant de 

façon répétée des stimuli de ce dernier (112;403). Ils démontrèrent que des 

épisodes répétés de PCI ou de hautes doses d'agoniste du récepteur Al, résultent 

en une diminution marquée de la cardioprotection, ce qui suggère une régulation à 

la baisse des récepteurs impliqués. 

De leur côté, Dana et coll. obtinrent des résultats plus encourageants. En effet, ils 

rapportèrent qu'une perfusion intermittente d'un agoniste sélectif du récepteur A1  

produisait une cardioprotection significative pendant dix jours. De plus, ils 

n'observèrent aucune régulation à la baisse de ce récepteur lors que cet agent 

étant administré à un intervalle d'une fois à tous les dix jours (404). 

Certains résultats produits au cours de cette thèse semblent démontrer que les 

cannabinoïdes exercent un effet protecteur sur la fonction endothéliale lors de 

l'ischémie et de la reperfusion chez le rat. Parallèlement, nous avons observé que 
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les cannabinoïdes produisent une amélioration de la fonction contractile post-

ischémie (résultats non publiés). Ces premières observations démontrent, du 

moins pour l'instant chez le rat, que les cannabinoïdes semblent cardioprotecteurs. 

D'ici quelques années, ces substances seront peut-être être utilisées en clinique 

dans le traitement des maladies ischémiques cardiaques. Par exemple, un 

agoniste sélectif des récepteurs CB2  agissant uniquement sur l'inflammation et la 

cardioprotection et dépourvu d'effet dysphorique pourrait être employé dans la 

prévention des maladies ischémiques cardiaques chez les patients à risque. Un 

agoniste CBI  et CB2  pourrait, quant à lui, être utilisé dans le traitement de 

maladies ischémiques aiguës car en plus d'agir sur l'inflammation, il pourrait être 

pourvu d'un effet analgésique et antiémétique. Ces particularités en feraient un 

médicament de choix chez des patients souffrant de symptômes d'infarctus du 

myocarde car en plus d'augmenter l'intervalle disponible pour la reperfusion, il 

agirait sur les douleurs et les nausées, symptômes fréquemment associés à cette 

pathologie. 

Comme ces récepteurs sont couplés à des protéines G (405), il est possible qu'ils 

se désensibilisent après une stimulation prolongée à l'aide d'agonistes Ceci 

pourrait limiter leur utilisation dans la prévention des maladies ischémiques 

cardiaques. Pour le moment, rien a été rapporté à ce sujet. Mais si l'hypothèse de 

la désensibilisation des récepteurs aux cannabinoïdes s'avérait vraie, on pourrait 

possiblement l'éviter en donnant ces agents une fois à tous les 5 à 10 jours comme 

pour l'adénosine dans l'étude de Dana et de ses collaborateurs (404). Mais pour 

l'instant, ce ne sont que des spéculations. Et d'ici ce temps, d'autres expériences 

sont requises afin d'infirmer ou de confirmer l'effet protecteur des cannabinoïdes. 

7.9 Utilisation du préconditionnement ou de ses médiateurs dans la 

prévention de la dysfonction endothéliale chez l'humain 

Comme nous avons expliqué au cours de l'introduction de cette thèse, la fonction 

endothéliale joue un rôle primordial dans la survie du cœur tout entier. 11 est donc 
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essentiel de tenter de la préserver de tout dommage associé à l'ischémie et à la 

reperfusion. Actuellement, nous ne sommes encore qu'au début des expériences 

chez les animaux, nous sommes encore loin de l'utilisation du PCI ou de ses 

médiateurs dans la prévention de la dysfonction endothéliale chez l'humain 

produite par l'ischémie et de la reperfusion. Mais jusqu'à présent, les résultats 

sont encourageants. En effet, ils sont reproductibles chez beaucoup d'espèces 

animales et les mécanismes impliqués dans ce phénomène semblent ressembler 

énormément à ceux induisant la cardioprotection. Pour le moment, il serait 

prématuré d'entamer des expériences visant uniquement à vérifier l'effet qu'a le 

PCI sur l'endothélium coronaire humain. Toutefois, des évidences indirectes 

démontrant que la thrombolyse est plus efficace chez les patients souffrant 

d'angine pré-infarctus (396;398) laissent entrevoir une meilleure fonctionnalité 

endothéliale chez les patients « préconditionnés ». Cette évidence clinique nous 

encourage à continuer dans cette voie. 

Actuellement, on pourrait tester la fonctionnalité endothéliale en ajoutant ce 

paramètre à des études chez l'humain vérifiant l'effet du PCI sur les modifications 

électrocardiographiques, sur la libération de CK, LDH ou troponine T ou sur la 

fraction d'éjection post-ischémique. Ces études permettraient d'en apprendre 

davantage sur l'effet exercé par le PCI sur la fonction endothéliale humaine. 

7.10 CONCLUSIONS 

Nos résultats démontrent que le PCI protège la fonction endothéliale coronaire du 

rat contre les dommages provoqués par l'ischémie et la reperfusion tant chez 

l'animal sain que l'animal diabétique. À l'intérieur de ces deux modèles, 

l'adénosine représente un des médiateurs du PCI. Chez l'animal non diabétique, 

les kinines sont impliquées dans le PCI. Nos travaux démontrent pour la première 

fois la participation des prostaglandines E2, de la des-Arg9-bradykinine et des 

cannabinoïdes endogènes à cette réponse protectrice. L'effet protecteur du PCI 

sur la fonction endothéliale est médié par les récepteurs à l'adénosine, les 
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récepteurs B1  aux kinines, les récepteurs EP aux prostaglandines ainsi que les 

récepteurs CB1  et CB2  aux cannabinoïdes. De plus, les protéine kinases C ainsi 

que les canaux potassiques dépendants de l'ATP semblent contribuer à cette 

réponse. 

Ces travaux furent financés par l'ACIM-CRM Fondation de la recherche en santé, 

le Conseil de recherche médicale du Canada, la Fondation des maladies du cœur 

du Québec, le Fonds de la recherche en santé du Québec, le Groupe de recherche 

sur le système nerveux autonome, Merck-Frosst Canada et Norvartis Pharma 

Canada. 
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