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ABREVIATIONS

1K,1C : One Kidney, One Clip

1K, 1C(HVG) : groupe de lapins développant une hypertension artérielle

1K, 1CIC) : groupe de lapins développant une insuffisance cardiaque congestive
2K,1C : Two Kidney, One Clip

A : vitesse de 1’onde atriale du flux mitral

Aa : vitesse de mouvement des valves mitrales durant la phase tardive de la diastole
Ar : vitesse de 1’onde rétro-atriale du flux pulmonaire

Ang I et Ang II : angiotensine I et I1

ANP : Atrial natriuretic peptide

BHE : barriere hémato-encéphalique

Clo : clonidine

CVLM : noyau caudal ventrolatéral du bulbe

D : vitesse de I’onde diastolique du flux pulmonaire

Dex : dexmédétomidine

DTD et DTS : diametres télé-diastolique et —systolique

DTI : Doppler tissulaire

Dur A : durée de I’onde atriale du flux mitral

Dur Ar : durée de I’onde rétro-atriale du flux pulmonaire

E : vitesse de I’onde précose (early) du flux mitral

Ea : vitesse de mouvement des valves mitrales durant la phase précose de la diastole
ERP : épaisseur relative des parois

FC : fréquence cardiaque

FE : fraction d’€jection

FR : fraction de raccourcissement

FRmd : fraction de raccourcissement a mi-paroi

Furo : furosémide

HTA : hypertension artérielle

HVG : hypertrophie ventriculaire gauche

IC : insuffisance cardiaque

ICC : insuffisance cardiaque congestive

IEC : inhibiteur de I’enzyme de conversion



IML : région inter-médio-latérale du bulbe rachidien

Méto : métoprolol

Mode TM : mode temps-mouvement

mVG : masse du ventricule gauche

mVG/pds : masse du ventricule gauche rapporté au poids de 1’animal
NA : noradrénaline

NFS : noyau du faisceau solitaire

NPV : noyau paraventriculaire

NRL : noyau réticulaire latéral

NYHA : New-York Heart Association

OD : oreillette droite

OG : oreillette gauche

PA : pression artérielle

PAD : pression artérielle diastolique

PAM : pression artérielle moyenne

PAS : pression artérielle systolique

Pcb : placebo

PP : paroi postérieure du ventricule gauche

PTDVG et PTSVG : pressions télé-diastolique et —systolique du VG
PVG : pressions ventriculaires gauches

P-V : pression-volume

Q : débit cardiaque

RAaq, et a, : récepteurs adrénergiques de types alpha 1 et 2
RAB : récepteur adrénergique de type béta

RAT, et RAT,: récepteur de I’angiotensine de types 1 et 2
RI, : récepteur imidazolinique de type 1

RM, : récepteur muscarinique de type 2

Ril : rilménidine

RVLM : région rostroventrolatérale du bulbe rachidien

S : vitesse de 1’onde systolique du flux pulmonaire

Sa : vitesse de mouvement des valves mitrales durant la systole
SNA : systeme nerveux autonome

SNS : systeme nerveux sympathique



SNP : systeme nerveux parasympathique
SP : sérum physiologique

SRA : systeme rénine-angiotensine

T : constante de relaxation tau

TDE : temps de décélération de I’onde E
TRIV : temps de relaxation isovolumique
VD : ventricule droit

VES : volume d’éjection systolique

VG : ventricule gauche

VTD et VTS : volumes télé-diastolique et —systolique



PREAMBULE

Durant ce travail, nous avons voulu déterminer les différents effets des inhibiteurs
sympathiques centraux sur la fonction cardiaque. Nous avons donc évalué 'intérét de ces
produits dans le traitement des dysfonctions cardiaques, observées dans I’insuffisance
cardiaque chronique, plus précisément dans la cardiopathie hypertensive. Nous avons pour

cela dit mettre en place un modele expérimental adapté a cette étude.

Avant de développer nos différents résultats, nous allons définir plusieurs points
nécessaires a la compréhension de I’ensemble de ce travail et donner les arguments

justifiant son intéret.



INTRODUCTION



1. L’INSUFFISANCE CARDIAQUE CHRONIQUE

1.1 Définition

L’insuffisance cardiaque (IC) chronique se définit comme I’incapacité du cceur a assurer un
débit sanguin suffisant pour faire face aux besoins des différents organes en oxygene. C’est
un probleme majeur de santé publique. En France, le nombre d’individus atteints
d’insuffisance cardiaque chronique est estimé a 600 000, soit 1 % de la population globale
avec 120 000 nouveaux cas par an. La fréquence de cette maladie augmente chaque année, en
raison du vieillissement de la population, de I’accroissement de 1’obésité et de la sédentarité.
Cette pathologie est aujourd’hui la premiere cause de déces. Les étiologies de 1’insuffisance
cardiaque chronique sont multiples car toutes les pathologies cardiaques, ou presque, y
conduisent. En France, les principales étiologies sont 1’hypertension artérielle et les
cardiopathies ischémiques. Les cardiopathies primitives sont plus rares, mais parmi leurs
étiologies, I’importance des facteurs génétiques a récemment été soulignée. Les pathologies
valvulaires sont devenues beaucoup plus rares ; seuls les rétrécissements aortiques des sujets
agés et les fuites valvulaires mitrales restent assez fréquents (figure 1). L’insuffisance
cardiaque chronique peut également étre la conséquence de 1’effet combiné de différentes
pathologies, chacune a elle seule insuffisante pour conduire a une insuffisance cardiaque ;

c’est une des raisons pour lesquelles sa fréquence augmente avec 1’age.

) 40
A 60- 58.2 B 40- 39
50+
304
40- 37.0
304 20+
0/ 0,
" 20- * no10
131
10.0 10+
10+ 6.6 3
c L] L] L] L] L] c T L] L] L] L]
Hypertensive |schémique Inconnue Alcoolique Ischémique Hypertensive Valvulaire Autres
Valvulaire io-
myopathie
Dilatée

Figure 1 : Importance relative des étiologies de I’insuffisance cardiaque selon 2 études :
PRINCEPS conduite par des médecins généralistes (A) et ETICS conduite en milieu
hospitalier (B) (Beguin et al., 2004; Jondeau et al., 2004).



Une amélioration permanente du traitement de cette pathologie est donc nécessaire a tous les

stades de la maladie. Dans ce but, I’« American College of Cardiology » et 1’« American

Heart Association » ont établi des recommandations pour 1’évaluation et la prise en charge de

I’insuffisance cardiaque chronique (Hunt et al., 2001). Ils développent ainsi une nouvelle

approche de la classification de I’insuffisance cardiaque chronique englobant a la fois

I’évolution et la progression de la pathologie. 4 stades sont identifiés (tableau 1) :

Stades | Description Exemples

A Patients présentant des risques importants de|Hypertension systémique,
développer une IC chronique du fait de la présence | maladies coronariennes,
de conditions fortement liées au développement de | diabetes, cardiomyopathie,
I’IC congestive. Aucune anomalie structurale et|alcoolisme...
fonctionnelle cardiaque, et aucun signes d’IC
congestive n’est observée.

B Patients ayant développé une maladie cardiaque | Hypertrophie ventriculaire
structurale fortement liée a une IC chronique mais | gauche, fibrose, dilation
n’ayant jamais montré de signes ou de symptomes | ventriculaire gauche, infarctus
d’IC chronique. du myocarde.

C Patients ayant des premiers symptomes d’IC|Dyspnée ou fatigue a I’effort
chronique avec une altération cardiaque structurale. |dues a la  dysfonction

systolique.

D Patients avec des altérations cardiaques structurales | Hospitalisations fréquentes,
avancées et des symptomes d’IC chronique marqués | nécessité de transplantation,

malgré le traitement, donc nécessitant des

interventions chirurgicales.

patients avec une assistance

circulatoire mécanique.

Tableau 1 : Définition des 4 phases de dysfonction ventriculaire gauche chronique par
I’« American College of Cardiology/American Heart Association ».

Le traitement de IC chronique doit débuter des le stade A de la pathologie. Le traitement

radical de la cause de l'insuffisance est alors susceptible d'enrayer 1'évolution et de limiter la

détérioration myocardique qui conduit a I’IC.



Remarque : le contenu des paragraphes 1.2 et 1.3 provient de différentes sources :

http://www.sfar.org ; Chapitre VA&VB « physiopathologie clinique » ; G Jondeau ;
Meédecine thérapeutique ; Alain Nitenberg, Vol.2 n°9, novembre 1996 ; Zile and Brutsaert,
2002.

1.2 Etiologies

En développant les différentes étiologies de 1I’'IC chronique, nous pouvons voir qu’elles se

distinguent en fonction de leurs mécanismes physiopathologiques.

1.2.1 Surcharge mécanique du ventricule gauche (VG)

- Surcharge de pression regroupant [’hypertension artérielle ou le rétrécissement
aortique.
- Surcharge de volume regroupant I’insuffisance mitrale ou aortique chronique ou

aigué, ou la communication inter-ventriculaire.
Les surcharges mécaniques chroniques sont fonctionnellement bien tolérées pendant plusieurs
années ou parfois méme plusieurs dizaines d'années, les manifestations congestives d’IC étant

tardives.

1.2.2 Cardiopathies ischémiques

L'insuffisance ventriculaire gauche peut survenir dans le cadre de I'évolution de toute forme
de cardiopathie ischémique, soit de fagon chronique du fait d'une altération progressive de la
fonction systolique du ventricule gauche, soit de facon brutale en faveur d'une amputation

aigué de la fonction systolique du ventricule gauche comme dans l'infarctus.

1.2.3 Cardiomyopathies

Elles sont nombreuses: les cardiomyopathies dilatées, hypertrophiques (diffuses ou
obstructives) et secondaires (toxiques, éthyliques, dans le cadre d’une myopathie...), les

fibro-¢€lastoses et les myocardites (infectieuses, virales ou bactériennes).



1.3 Physiopathologie

1.3.1 La fonction cardiaque

» Courbe pression/volume
Le travail du VG est d’assurer le débit sanguin nécessaire au fonctionnement de I’organisme.
Cet objectif est atteint en éjectant, a une pression donnée contre la résistance vasculaire
systémique, une quantité suffisante de sang a chaque systole. La fonction ventriculaire gauche
est déterminée par les conditions de charge (pré- et post-charge) et par 1’état contractile du

myocarde.

Les deux grandeurs physiques en jeu durant tout le cycle cardiaque sont donc la pression et le
volume ventriculaire. Ces deux grandeurs sont extrémement dépendantes 1'une de l'autre. Une
représentation graphique, permettant de les associer simultanément, donne une bonne
description de la fonction cardiaque : c'est la courbe pression-volume (P-V) (figure 2).
On individualise classiquement quatre périodes dans le cycle cardiaque :

- la contraction isovolumique

- I'éjection

- la relaxation isovolumique

- le remplissage.
Les coordonnées P-V en télédiastole définissent la précharge et la postcharge en télésystole.
Le reflet de la précharge est la pression capillaire pulmonaire moyenne, et le reflet de la

postcharge est la pression artérielle.
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Figure 2 : description de la courbe pression/volume. VTS et VTD = Volumes Télésystolique
et Télédiastolique ; OA et FA = ouverture et fermeture de la valve mitrale ; OE et FE =
ouverture et fermeture de la valve aortique.

La relation entre le volume et la pression ventriculaire est curvilinéaire en télédiastole et
dépend de la compliance du VG ; la relation linéraire en télésystole dépend de la contractilité

du VG (figure 3).
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Figure 3 : Relation de la compliance et de la contractilit¢ du VG avec la boucle pression-
volume. PTS=Pression Télésystolique; VTS et VTD=Volumes T¢lésystolique et
Télédiastolique ; VES=Volume d’Ejection Systolique ; FE=fermeture de la valve aortique ;
OA et FA=ouverture et fermeture de la valve mitrale.



» La diastole

Elle est constituée de 4 phases :

la relaxation isovolumique,

la phase de remplissage rapide: la cinétique du remplissage dépend
principalement de I’évolution du gradient entre 1’oreillette gauche (OG) et le VG.
Elle est déterminée par la pression dans I'OG, la vitesse de relaxation, les forces de
rappel ventriculaire et les compliances du VG et de I'OG. Dans les conditions
normales, 70 a 80 % du remplissage VG a lieu dans cette phase ;

diastasis ou remplissage lent: au milieu de la diastole, le remplissage du
ventricule diminue de facon importante, car les pressions auriculaire et
ventriculaire sont presque a l'équilibre. Seul un faible remplissage du VG en
provenance des veines pulmonaires persiste (moins de 5 % du remplissage total) ;
systole auriculaire : elle éleve la pression dans 1'OG, le gradient OG-VG et force
le passage du sang vers le ventricule (environ 15 a 25 % du remplissage total du
VG). Le reflux vers les veines pulmonaires est minime en raison de leur anatomie
particuliere et de la progression presque péristaltique de la contraction auriculaire.
La force de contraction de 1'OG est le déterminant majeur du remplissage
ventriculaire pendant la fin de la diastole, surtout lorsque le remplissage précoce

est faible.

La fonction diastolique est déterminée par (i) la qualit¢ de la relaxation et (ii) 1’état de

compliance du VG.

(i) La relaxation du myocarde est un phénomene actif consommant de 1’énergie, et dépend

de plusieurs facteurs :

une réduction de la concentration de calcium, élevée suite a la contraction, par la
recapture active du calcium libre intra-cytosolique dans le réticulum
sarcoplasmique, et par la sortie du calcium de la cellule myocardique, également
selon des phénomenes actifs (figure 4),

une force de rappel élastique exercée par les structures myocardiques qui améliore
la relaxation,

les conditions de charge.

(i1)) La compliance de la chambre ventriculaire est un phénomene passif. Elle dépend des

propriétés intrinseques du myocarde (masse, géométrie et composition), des propriétés visco-



¢lastiques de la paroi et de facteurs externes (relation avec les autres cavités cardiaques,

volume pulmonaire).

» La systole
La contraction est déclenchée a partir de ’entrée passive de calcium dans la cellule durant le
potentiel d’action et ce calcium va entrainer la libération de calcium a partir du réticulum
sarcoplasmique. Le calcium libre dans la cellule se fixe alors sur la troponine C, provoquant
une modification de la configuration spatiale du complexe troponine-tropomyosine. Cela va
alors démasquer les sites actifs sur 1’actine et permettre ainsi la formation et le cyclage des
ponts entre I’actine et la myosine. Il se produit alors un raccourcissement des sarcomeres par
une succession d’attachement-détachement des tétes de myosine et alors un glissement des

filaments d’actine vers le centre du sarcomere (figure 4).

DIASTOLE ®

2
Ca?* low tropomyosin [©)
weak crossbridges inhibits
0l

b >

Ca?* arrives Ca?* binds
SYSTOLE to troponin C
Ca2+ strong s

crossbridges

leaves

N1 Y
relgal\se) .@4——--\

()

other heads
cycle

throughout

systole

S

spli

head
detaches
ATP split

Opie (1998)

Figure 4 : Cycle contractile activé par le calcium (schéma tiré du livre « Biologie et
Pathologie du Cceur et des Vaisseaux, auteur : Pinet F, éditeur : Flammarion Médecine)



La fonction ventriculaire résulte ainsi d’une interaction subtile et permanente entre trois
déterminants fondamentaux de la mécanique myocardique : la relaxation, la compliance et la
contractilité. La modification d’un ou plusieurs de ces facteurs induit alors une dysfonction
cardiaque qui évolue vers une IC.

Il existe schématiquement deux grands types d’IC selon le trouble qui prédomine.

1.3.2 L’insuffisance cardiaque par dysfonction diastolique

C’est un syndrome caractérisé par la présence de signes d’une IC sans modification de la
fraction d’éjection. L’IC par dysfonction diastolique est caractérisée par une baisse de

compliance (figure 5).
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La courbe de compliance est déplacée vers le haut et la gauche, et le ventricule reste de
dimensions normales ou souvent méme réduites. Pour atteindre un méme volume
télédiastolique, la pression diastolique doit s’élever. Le VG n’étant pas dilaté, la fonction

systolique est conservée.

L’IC par dysfonction diastolique peut étre la conséquence de plusieurs phénomenes dont
I’effet se ressent a différentes phases du remplissage du VG (Zile et al., 2004; Zile and
Brutsaert, 2002) :



La phase de relaxation du ventricule : des troubles de 1’homéostasie calcique
peuvent entrafner une augmentation du taux de calcium durant la diastole. De plus,
une anomalie au niveau des protéines des myofilaments contractiles ou de
I’ ATPase réduirait la dissociation actine-myosine (Hunter, 2000). Ces mécanismes
réduisent ainsi la vitesse de relaxation ventriculaire et diminuent alors la part du
remplissage qui survient tout au début de la diastole.

La phase de remplissage passif : elle dépend de la facilit¢ avec laquelle le
ventricule se remplit, c’est a dire de sa compliance diastolique. Les modifications
de la matrice extra-cellulaire sont fortement impliquées dans [’altération du
remplissage passif ; la principale cause étant une anomalie du collagene fibrillaire
(Covell, 1990). En effet, une modification de la densité de sa distribution, de sa
topologie, de sa répartition, du rapport entre le collagene de type I et de type III, ou
encore de son métabolisme, est responsable d’une dysfonction diastolique. La
rigidité du VG est alors augmentée et donc la compliance réduite. Au cours du
temps, ce défaut de compliance se traduit par I’élévation des pressions de

remplissage du ventricule et 1'apparition de signes congestifs.

1.3.3 L’insuffisance cardiaque par dysfonction systolique

Elle est caractérisée par une baisse de la force contractile du VG (défaut de raccourcissement).
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La droite d’inotropisme est déplacée vers le bas et la droite (figure 6). Le volume
télésystolique est alors augmenté (VTS2), induisant une baisse du volume d’éjection. Afin
d’essayer de maintenir une méme pression systolique et un méme volume d’éjection, le VG se
dilate par une augmentation du volume télédiastolique (VTD?2, pointillés rouges). Il y a ainsi

une baisse de la fraction d’éjection.

Cette diminution de la force contractile du ventricule gauche peut résulter de multiples causes,
que I’on peut regrouper selon plusieurs grands mécanismes.

- La diminution du nombre de myocytes: chacun individuellement fonctionne
normalement, mais I’ensemble est anormal car le nombre des myocytes est réduit.
Cela peut arriver apres un infarctus du myocarde ou une myocardite ; ce
phénomene s’aggrave progressivement avec 1’age, car le vieillissement
s’accompagne d’une perte inexorable de myocytes.

- La diminution de la force de contraction des myocytes : leur nombre est préservé,
mais la force de contraction des myocytes est réduite en raison d’une pathologie.
Par exemple, la cardiomyopathie alcoolique correspond a ce mécanisme.

- L’incapacité du cceur a assurer un débit suffisant face a un obstacle (rétrécissement
aortique par exemple) ou une surcharge de débit (insuffisance mitrale ou aortique
par exemple). Ceci implique que la chambre ventriculaire fonctionne avec des
volumes tres augmentés, particuliecrement le volume télédiastolique, pour
maintenir un volume d'éjection systolique suffisant. La dilatation cavitaire est
souvent d'importance croissante.

Quel que soit le mécanisme en cause, I’altération de la fonction systolique s’accompagne
d’une dilatation ventriculaire gauche (recrutement du maximum de pont actine-myosine par
étirement des myosines selon la loi de Starling), ce qui permet dans un premier temps de

maintenir le débit cardiaque malgré une diminution de 1’état contractile.

Cependant, il n’existe pas d’IC systolique isolée : une IC systolique est toujours accompagnée
d’une IC diastolique du fait d’une augmentation parallele de la pression diastolique. La
courbe P-V est alors caractérisée a la fois par une réduction de la droite d’inotropisme et par
un déplacement de la courbe de compliance vers le haut.

Il y a donc présence d’une IC mixte : une IC congestive (ICC).
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L’IC chronique évolue ainsi d’une IC diastolique vers une IC mixte, c’est a dire congestive.
Comme cité précédemment, la cardiopathie hypertensive est une des causes majeures de 1I'IC
chronique. C’est pourquoi nous avons porté un intérét particulier a cette cardiopathie, a 2
stades de I’IC chronique :

- A un stade primaire: une hypertension artérielle (HTA) associée a une

hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) et une dysfonction diastolique sans signe
clinique décelable,

- Au stade de décompensation hémodynamique et clinique de la cardiopathie

hypertensive menant a une insuffisance cardiaque congestive (I1CC).
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2. LA CARDIOPATHIE HYPERTENSIVE

2.1 Définition de I’hypertension artérielle

L'hypertension artérielle touche plus de 10% de la population en France, avec un pourcentage
plus élevé chez les hommes que chez les femmes non ménopausées ; apres la ménopause cette
différence s’estompe. Elle ne représente pas une maladie a proprement parler, mais surtout un
facteur de risque vers des complications cardiovasculaires, rénales et cérébrales.

L’augmentation du risque de morbidité-mortalité est directement liée a la sévérité de
I’hypertension. La Société Européenne d Hypertension (ESH) a fixé des seuils
d’hypertension, en tenant compte a la fois des risques tensionnels et des inconvénients li€s

aux traitements (Erdine et al., 2006).

La pression artérielle est considérée comme normale si la pression artérielle systolique est

inférieure a 140 mmHg, et la pression artérielle diastolique inférieure 2 90 mmHg.

Les recommandations actuelles définissent 1’hypertension artérielle en 3 stades (Tableau 2).

PRESSION SYSTOLIQUE PRESSION DIASTOLIQUE

HYPERTENSION SEVERE > 180 mm Hg > 110 mm Hg
HYPERTENSION MODEREE > 160 et < 180 mm Hg > 100 et < 110 mm Hg
HYPERTENSION LIMITE > 140 et < 160 mm Hg > 90 et <100 mm Hg

Tableau 2 : les 3 stades de I’hypertension artérielle

NB : nous pouvons citer 2 autres formes d’hypertension ayant des seuils de pressions
différentes de ceux décrits ci-dessus. L hypertension gravidique est observée dans certains cas
de grossesse et les chiffres tensionnels PAS/PAD sont >140 / >80 mmHg. L’autre forme est
I’hypertension purement systolique qui se développe de plus en plus du fait d’une
augmentation de 1’obésité, et du vieillissement de la population ; les chiffres tensionnels

PAS/PAD sont >140 / < 90 mmHg.
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2.2 Les causes de I’hypertension

- Dans 95% des cas I’hypertension est dite essentielle (ou primaire) :

la cause exacte est alors inconnue. Des causes génétiques ont pu €tre mises en évidence dans

ce type d’hypertension (Naber and Siffert, 2004).

- Dans 5% des cas. I’hypertension est dite secondaire :

Plusieurs causes peuvent en €tre 1’origine :

- La néphropathie chronique et I’artériopathie rénale des gros troncs sont des causes d’HTA
rénale. L’hypertension artérielle réno-vasculaire (artériopathie), caractérisée entre autres
par sa sévérité, est la cause la plus importante de I’"HTA secondaire. Elle peut étre causée par
un athérome, une fibrose ou encore un anévrisme.

- Les autres causes sont: des causes endocriniennes (exemples: phéochromocytome,
syndrome de Cushing, adénome de Conn), une coarctation aortique (rétrécissement

congénital), I’obésité, 1’alcool, ou encore la grossesse (hypertension artérielle gravidique).

2.3 Conséquences cardiaques de I’hypertension

2.3.1 Une hypertrophie ventriculaire gauche

Différents facteurs hémodynamiques tels que 1’augmentation des résistances vasculaires
périphériques et de la rigidité des vaisseaux, causée par une augmentation de la pression,
entralne une augmentation de la post-charge ventriculaire gauche. Cela va alors provoquer un
stress des parois ventriculaires, qui sera normalisé par le développement d’une HVG. Cette
hypertrophie est caractérisée par :

- une augmentation du nombre d’unité contractile (réplication des sarcomeres en

parallele),

- une augmentation du diametre des cardiomyocytes,

- un épaississement des parois,

- une réduction du diametre ventriculaire,

- une augmentation de la force contractile.
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L’hypertrophie compensatoire est une hypertrophie concentrique et permet, dans un
premier temps, de maintenir un débit cardiaque et une fraction d’éjection normaux. Il n’y a

alors aucune altération de la fonction systolique décelable.

Cependant, la corrélation entre le degré d’hypertrophie et la pression artérielle chez 1’homme
reste modérée. De plus, I’hypertrophie des cardiomyocytes n’est pas la seule cause de ’'HVG,
il y a également le développement d’une fibrose.

Beaucoup d’autres stimuli non hémodynamiques sont aussi impliqués dans le développement
de 'HVG.

Nous pouvons citer :

- un _changement adaptatif d’expression génique en réponse a la surcharge. Ils

peuvent se résumer a 1’induction de proto-oncogenes suivie par 1’expression de
formes feetales de protéines contractiles telles que la chaine lourde 3 de la myosine

(Izumo et al., 1987) et I’alpha-actine squelettique (Izumo et al., 1988).

- Limplication de facteurs neuro-hormonaux tels le systeme nerveux sympathique

(SNS) par I’activation des récepteurs a- et P-adrénergiques ou le systeme rénine-
angiotensine. Ils agissent a la fois dans le développement de 1’hypertrophie des
cardiomyocytes (Dahlof et al., 1992; Devereux et al., 1983; Gradman and
Alfayoumi, 2006), et dans le développement d’une fibrose interstitielle et
périvasculaire (Gradman and Alfayoumi, 2006). La densité de collagene interstitiel
est augmentée de 40 a 150% dans 1’hypertension génétique, dans les surcharges de
pression et dans des modeles DOCA-sel (Janicki and Brower, 2002). Nous

développerons en détail le role du SNS ultérieurement.

L’étude Framingham a montré que I’HVG constitue un indice de sévérité de ’'HTA et un
facteur pronostique des risques cardiovasculaires (Kannel, 1991). L’hypertrophie des
cardiomyocytes et I’augmentation de la densité de collagene ont de fortes répercussions sur la

fonction cardiaque, a la fois systolique et diastolique.
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2.3.2  Une dysfonction diastolique

Comme cité précédemment, la fonction diastolique est influencée par la masse, la géométrie
et la composition du myocarde. Dans I’HTA, ces différents parametres sont modifiés, ce qui
induit donc une dysfonction diastolique.

Dans un premier temps, une altération de la relaxation du myocarde est une anomalie primaire
de cette dysfonction dans I’HTA. Il a ét¢é montré que la surcharge de pression diminue
I’activité de I’ATPase et le taux d’ARNm codant pour la calcium ATPase du réticulum
sarcoplasmique (de la Bastie et al., 1990). Ceci aboutit ainsi a la diminution de la recapture du
calcium par le réticulum sarcoplasmique et induit alors une altération de la relaxation.
L’anomalie de la recapture a également été décrite sur des myocytes de rats hypertendus

(Carvalho et al., 2006). Donc le premier stade de I’HTA est un trouble primaire de relaxation.

Dans un deuxieme temps, la présence d’une fibrose consécutive a une augmentation de
collagene est le facteur essentiel dans le développement d’une insuffisance cardiaque
diastolique (Janicki and Brower, 2002).

Le collagene a en effet des conséquences sur la taille et I’armature des chambres cardiaques.
L’augmentation de la concentration de collagene peut €tre la conséquence de 3 phénomenes :
une augmentation de la synthese de collagene, un déséquilibre entre sa synthese et sa
dégradation par les métallo-protéinases, et une prolifération des fibroblastes (Weber et al.,
1994). En outre, la matrice extracellulaire contient 2 types de collagenes : le collagene I et III.
Dans le développement d’une fibrose, la synthese du collagene I prédomine, or celui-ci a un

role majeur dans la rigidification du tissu (Nishikawa et al., 2001).

Ainsi, I’augmentation de la densité de collagene autour des myocytes et de 1’aire occupée par
le collagene périvasculaire observée dans I’HTA, est associée a une augmentation de la
rigidité du VG. Une corrélation positive entre cette rigidité et la concentration du collagene
chez les primates (Weber et al., 1988) et dans différents modeles de rats (Doering et al., 1988;
Jalil et al., 1989) a pu étre montrée. Cette rigidification induit une baisse de la compliance de
la chambre ventriculaire donc de son remplissage (Janicki and Brower, 2002). Le role crucial
du collagene dans la baisse de compliance a été souligné par le fait que les athletes
développent également une HVG, mais sans développement d’une fibrose et sans dysfonction

diastolique, la compliance est alors normale (Shapiro and McKenna, 1984; Toraa et al., 1999).
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L’HTA est donc accompagnée d’une dysfonction diastolique, caractérisée par un trouble de
relaxation et une altération de la compliance, pouvant entrainer une augmentation des

pressions de remplissage.

2.3.3 Une fonction systolique préservée

Le collagene est également impliqué dans la fonction systolique (Weber et al., 1994). Il
contribue a 1’€jection du sang par son implication dans la coordination de la transmission de
la force générée par les myocytes vers la chambre du VG. Dans I'HTA compensée,
I’augmentation de la concentration du collagene interstitiel n’altere pas la fonction
systolique ; au contraire, la force contractile est souvent augmentée (Janicki and Brower,
2002).

Au repos, la fonction systolique n’est pas altérée. Cependant, un risque d’ischémie, se
répercutant sur la contractilité ventriculaire a ét¢ montré lors d’un stress ou d’un effort
(Mundhenke et al., 1997; Pingitore et al., 2001; Sasaki et al., 2000). Cela est dit a une

hypoperfusion sous-endocardique.

2.3.4 Une hypoperfusion sous-endocardique

La vascularisation du myocarde se fait de 1’épicarde avec les arteres coronaires vers
I’endocarde avec le systeme capillaire. Dans I’HTA, le débit coronaire est affecté a la fois par
I’HVG associée a I’'HTA et par des facteurs vasoconstricteurs :

- conséquences de I'HVG: la compression extravasculaire des petites arteres
coronaires et des artérioles altere la dilatation des vaisseaux. Par ailleurs,
I’augmentation de la taille des cardiomyocytes réduit la densité des capillaires et
augmente la distance inter-capillaire, augmentant alors le temps de diffusion de
1’0O,. Ainsi, plus on se dirige vers I’endocarde, plus la vascularisation est affectée
du fait de la petite taille des arteres.

- implication de facteurs vasoconstricteurs : des facteurs tels que I’Ang II, les
catécholamines ou 1’endothéline stimulent la croissance des cellules musculaires
lisses et augmentent la synthese de collagene périvasculaire (Mundhenke et al.,
1997; Schwartzkopff et al., 1995). Ces deux phénomenes induisent une

hypertrophie de la média des artérioles, conduisant a une augmentation de la
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résistance vasculaire coronaire et donc a une baisse de la capacité des vaisseaux a

se dilater (Isoyama et al., 1992).

Plus on se dirige vers I’endocarde, plus I’altération du systeme vasculaire du myocarde est
amplifiée, du fait d’une baisse du débit sanguin dans les capillaires. Il y a alors présence d’une
hypoperfusion terminale de 1’endocarde qui est responsable d’une augmentation importante
des risques d’ischémie et de nécrose sous-endocardique chez des patients hypertendus
présentant une HVG, particulierement lors d’efforts ou de stress qui induisent une demande

accrue en oxygene (Mundhenke et al., 1997; Pingitore et al., 2001; Sasaki et al., 2000).

2.4 Evolution vers la dysfonction ventriculaire mixte :
Pinsuffisance cardiaque congestive

Durant plusieurs années, le remodelage myocardique est compensatoire afin de lutter contre
I’augmentation de pression chronique. La cardiopathie hypertensive est une cause fréquente
d’IC diastolique, mais a terme, elle évolue vers une ICC. Cette derniere se définit comme
l'incapacité du ventricule gauche a assurer un débit adapté aux besoins vitaux de 1'organisme

dans toutes les circonstances de la vie courante.

2.4.1 Evolution de I’hypertrophie ventriculaire gauche

En fait, ’HVG concentrique va peu a peu évoluer vers le développement d’'une HVG dite
excentrique (donc de décompensation). Cette hypertrophie est observée lors d’une surcharge
de volume. Cette transition d’un stade compensé vers un stade décompensé peut étre
expliquée par :

- une modification de la géométrie des cardiomyocytes

- une dégradation du collagene

La surcharge de pression pendant la phase compensatoire induit une augmentation du
diametre des cardiomyocytes (développement de sarcomeres en parallele et donc
augmentation de contractilité), mais avec le temps il y a un allongement des cardiomyocytes

(développement des sarcomeres en série). Cet allongement induit alors une dilatation du VG,
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associée a une augmentation de volume du VG, et laisse apparaitre des signes d’insuffisance
cardiaque. Cette transition a été observée dans des études faites chez le rat SHHF (Tamura et
al., 1998) et chez les rats de Dahl sensibles au sel (Inoko et al., 1994). Donc I’allongement des
cardiomyocytes est un événement critique primaire de la transition vers une décompensation
cardiaque (Gerdes, 2002).

En outre, le collagene joue un role dans I’alignement des cardiomyocytes. Ainsi, la dilatation
de la chambre ventriculaire avec le passage d’une forme ellipsoide normale du ventricule vers
une forme sphérique serait due a une dégradation du collagene. Une augmentation de
I’activité de collagénase a été décrite chez des patients présentant une cardiopathie dilatée
(Gunja-Smith et al., 1996). De plus, le Hamster Syrien développe une augmentation
progressive du diametre ventriculaire aboutissant a une ICC, et une étude a montré qu’une
baisse de la concentration de collagene, suite a une augmentation de la synthese des
métalloprotéinases de la matrice, coincidait avec le début de la dilatation du VG (Gertz,

1972).

2.4.2 IC systolique

L’étirement des cardiomyocytes a pour conséquence une diminution de la force contractile du
myocarde selon la loi de Frank et Starling (I’étirement des cellules entraine un défaut de
coaptation des fibres d’actine et de myosine). De plus, la baisse de la contractilité est
expliquée par une baisse de la libération et de la recapture du Ca* ; la synthese de diverses
protéines du réticulum sarcoplasmique est altérée. La dilatation ventriculaire, accompagnée
d’une augmentation de la fréquence cardiaque permet initialement un maintien du débit
cardiaque malgré la baisse de contractilité. Mais cette adaptation devient insuffisante et il s’en
suit une réduction des fractions d’éjection et de raccourcissement, et une baisse du débit
cardiaque entrafnant une redistribution des circulations locales au profit du cceur et du

cerveau, au détriment des territoires musculaire, cutané, splanchnique, et rénal.

2.4.3 IC diastolique

La fibrose développée lors de ’'HTA induit a long terme une augmentation progressive des

pressions de remplissage du VG, en plus du trouble de relaxation.
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Au stade d’ICC, divers facteurs externes sont en plus impliqués dans 1’altération de la
fonction diastolique. En amont du VG, la pression s’¢leve dans I’OG induisant une dilatation
de cette cavité. Les fonctions auriculaires systolique et diastolique sont alors altérées,
réduisant encore le remplissage du VG.

La pression s’éleve également dans les capillaires pulmonaires, et au-dessus d’un certain
seuil, il se produit une exsudation liquidienne du capillaire vers les structures pulmonaires,
d’abord D’interstitium puis les alvéoles eux-mémes. C’est cette surcharge liquidienne qui
explique la dyspnée. Cette élévation de pression se transmet de proche en proche, et entraine
secondairement une augmentation du travail du ventricule droit. Cela va alors induire une

rétention hydrosodée, responsable des signes cliniques de congestion (Grossman, 1991).

2.4.4 Signes cliniques associés

» Une tachycardie
C’est le signe clinique le plus fréquent. L’augmentation de la fréquence cardiaque a en
premier lieu pour objectif de maintenir un débit cardiaque normal, ce dernier étant réduit par
la baisse de la contractilité et I’augmentation des pressions de remplissage. Mais cette
tachycardie est responsable a long terme de 1’aggravation de la pathologie ; la tachycardie
induit une augmentation de consommation d’oxygene et réduit le temps de relaxation
myocardique et le remplissage ventriculaire (Shinke et al., 1999). De plus, la tachycardie est

une forte cause d’arythmie et de mort subite.

» Une dyspnée
L’apparition de la dyspnée représente un tournant évolutif de la pathologie. La classification
de la NYHA (New York Heart Association) permet de quantifier de maniere semi-

quantitative le niveau de sévérité ; elle reste la classification la plus utilisée (tableau 3).
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CLASSE 1 Aucune limitation d’effort : patient ayant une cardiopathie mais se disant

asymptomatique

CLASSE 11 Limitation modeste de 1’activité : la dyspnée apparait pour les efforts les

plus importants de la vie quotidienne.

CLASSE III Réduction marquée de ’activité : pas de dyspnée au repos mais géne

pour les efforts les plus courants

CLASSE IV Géne au moindre effort et présence d’une dyspnée de repos

Tableau 3 : Classification de la NYHA des stades de sévérité en fonction du niveau de géne
fonctionnelle.

» Autres signes physiques
- Un oedeme pulmonaire (épanchement pleural), dii a 1’augmentation des pressions
pulmonaires.
- Des cedemes périphériques mous, avec signe du godet positif, des épanchements
péricardiques, une ascite, parfois un ictere témoignant du retentissement hépatique de la

défaillance cardiaque.

3. EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE

Il existe différentes techniques: 1’échocardiographie, le cathéterisme, 1’angiographie
ventriculaire gauche ou encore la coronarographie et I’imagerie par résonance magnétique
(IRM). Dans notre travail, nous n’avons utilisé que les deux premieres techniques citées. La
coronarographie et 1’angiographie sont des techniques invasives utilisées pour 1’exploration
des vaisseaux. Dans notre étude n’avons pas porté d’intérét spécifique sur le systeme
vasculaire cardiaque donc ces techniques ne nous ont pas été nécessaires. Par contre, L’ IRM
cardiaque est une technique non invasive, et permet une analyse segmentaire précise des
malformations cardiaques diverses permettant une bonne évaluation de la fonction cardiaque.
Cependant, cette technique est tres onéreuse, pas tres répandue pour des analyses chez
I’animal et, contrairement a 1’échocardiographie, pour toute étude pré-clinique, il est
nécessaire d’anesthésier I’animal, ce qui influence beaucoup les parametres. Donc dans cette

partie, nous ne décrirons que 1’évaluation des fonctions systolique et diastolique, et de la
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morphologie cardiaque, réalisée par échocardiographie et cathéterisme ventriculaire gauche
(Abergel and Habib, 2003; Mottram and Marwick, 2005). L’ensemble des parametres que
nous allons décrire est mesurable chez I’ Homme ou encore des animaux d’une certaine taille,
tels que le chien ou le lapin. Par contre, ces mesures ne sont pas toutes possibles chez des

animaux tels que le rat ou la souris.

3.1 L’échocardiographie

Cela reste I’examen de loin le plus utilisé dans I’évaluation de la fonction cardiaque. Son
caractere non-invasif lui confere un avantage important comparé au cathétérisme cardiaque. 11
est répétable, il peut etre réalisé chez 1’animal dans un état conscient, et n’induit aucun stress

et aucune douleur.

3.1.1 Evaluation structurale du ventricule gauche

L’échocardiographie en mode TM (Temps-Mouvement) permet 1’obtention des diametres du
VG (diametre télédiastolique, DTD et diametre télésystolique, DTS), et de I’épaisseur des
parois ventriculaires, mesurés en petit axe et grand axe. La mesure de 1’épaisseur du septum et
de la paroi postérieure dans la coupe grand axe permet d’évaluer la masse ventriculaire

gauche par une équation: mVG = 0,8*%(1,04*[(PW+S+EDD)’-EDD’])+0,6, décrite dans

I’étude de Devereux RB et al. (Devereux et al., 1986).

Le calcul de I’épaisseur relative des parois (ERP) permet de déterminer le type d’hypertrophie

observée. S’il y a une augmentation de la masse du VG sans modification ou avec une baisse
de I’ERP, ’'HVG est excentrique. Par contre, une augmentation des 2 parametres démontre
une HVG concentrique.

Chez un sujet normal, I’ERP est inférieure a 45 ; chez un sujet hypertendu présentant une
HVG concentrique, I’ERP est supérieure a 45 et le rapport masse VG/poids corporel est
augmenté ; chez un patient en ICC présentant une HVG excentrique, I’ERP est bien inférieure

a 45 mais la masse VG est fortement augmentée (Aurigemma et al., 1995).
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3.1.2 Evaluation de la fonction systolique

La fraction de raccourcissement (FR) est le rapport de la différence des DTD et DTS sur le

DTD (FR=(DTD-DTS/DTD)*100). La fraction d’éjection (FE) est calculée a partir des

volumes, elle est égale au rapport de la différence des volumes télédiastolique et —systolique
sur le volume télédiastolique (FE=(VTD-VTS/VTD*100). Les surfaces du VG permettent
d’évaluer les volumes ventriculaires et le calcul de la FE est automatiquement réalisé par un
logiciel intégré a I’échocardiographe, a partir des formules mathématiques de modélisation.
Les FE et FR se mesurent au niveau de la base du VG, ce qui suppose que la contraction est
homogene. Lors d’anomalie de la cinétique segmentaire, la FR et 1a FE ne sont plus corrélées.
Par ailleurs, la FR est souvent sur-évaluée dans ’HTA du fait de ’'HVG. Un troisieme
parametre intéressant reflétant la contractilité, et qui est de plus en plus utilisé, est la fraction

de raccourcissement 4 mi-paroi (FRmd). L’évaluation de cette FR détermine la contractilité

des fibres myocardiques circonférentielles, et permet ainsi une meilleure évaluation globale
de la fonction systolique (Aurigemma et al., 1995; de Simone et al., 1999; Shimizu et al.,
1991). De plus, ce parametre est positivement corrélé avec le flux sanguin coronaire. Il permet

de détecter la présence d’une ischémie myocardique (Sasaki et al., 2000).

Le débit cardiaque est un parametre important, c’est le volume de sang expulsé par le

ventricule par unité de temps. Il peut etre calculé par différentes méthodes (le principe de Fick
via la quantité¢ d’O, transportée, la méthode de Stewart-Hamilton via la courbe de dilution
d’un colorant, I’échocardiographie-Doppler) mais ces méthodes sont toutes indirectes et ne
permettent donc qu’une approximation du débit. Cependant, elles refletent fidelement les
changements de celui-ci et sont relativement bien corrélées. Par échocardiographie, le débit Q
est mesuré en tenant compte de la surface de section S d’un conduit et de la vitesse V d’un
fluide (Q=SxV). Ainsi, le diametre de I’anneau aortique est mesuré au niveau de la chambre
de chasse ventriculaire gauche en incidence parasternale gauche, et au niveau de la portion
ascendant de 1’aorte, un capteur a effet Doppler est installé sur la partie sus-sternale en

incidence 5 cavités, afin de mesurer I’intégrale temps-vitesse du flux sous-aortique.

Les différents parametres systoliques sont équivalents entre un sujet normal et un sujet

hypertendu au repos. Cependant, lors d’un effort ou d’un état de stress, la FRmd est réduite,
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du fait de I’hypoperfusion sous-endocardique observée dans I’hypertension, engendrant un
risque d’ischémie sous-endocardique (Pingitore et al., 2001).

Par contre, chez le patient en ICC, tous ces parametres sont réduits : on estime qu’il y a une
insuffisance systolique lorsque la FE est inférieure a 40%, et le patient est a un stade critique

lorsque cette valeur est inférieure a 20%.

3.1.3 Evaluation de la fonction diastolique

3.1.3.1 Les différents paramétres

Les méthodes utilisées pour estimer les pressions de remplissage du VG sont 1’analyse du flux
transmitral, I’étude du flux veineux pulmonaire, la mesure de la vitesse de propagation du flux
de remplissage ventriculaire gauche en TM couleur (Vp) et la mesure de la vitesse de
déplacement diastolique de I’anneau mitral en Doppler tissulaire (DTI). L’association de ces
méthodes permet de calculer des indices combinés (Garcia et al., 1998; Mottram and

Marwick, 2005).

3.1.3.1.1 Le flux transmitral

Ce flux est le plus mesuré dans 1’évaluation de la fonction diastolique (Ommen, 2001). 11 est
enregistré en Doppler pulsé a I’extrémité des feuillets mitraux, hormis pour la mesure de la
durée de I’onde A qui est plus précisément mesurée en déplacant légerement le volume de
mesure vers I’anneau mitral. Le spectre se compose de 2 ondes : I’onde E correspondant au
remplissage passif du VG et I'onde A correspondant au remplissage du VG secondaire a la
systole auriculaire (figure 7). Les différents parametres mesurables sont: le temps de
relaxation isovolumique (TRIV) entre la fermeture des sigmoides aortiques et 1’ouverture de
la valve mitrale, la vitesse des ondes E et A donc le rapport E/A, la durée de I’onde A (DurA)
et le temps de décélération de ’onde E (TDE). La moyenne de plusieurs mesures est
souhaitable pour chacun de ces parametres, notamment pour le TDE qui est moins
reproductible. Cette mesure est limitée car elle est dépendante du gradient instantané de
pression entre I’OG et le VG pendant la diastole, donc elle dépend de la précharge. De plus

une fréquence cardiaque rapide peut entrainer une fusion des ondes E et A.
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Figure 7 : Flux transmitral d’un sujet normotendu (DT=temps de décélération) (The Echo
Manual, JK Oh, JB Seward, A Jamil Tajik ; Gallet, 2003).

3.1.3.1.2 Le flux veineux pulmonaire

L’enregistrement est effectué a partir d’'une coupe apicale 4 cavités en repérant le flux de la
veine pulmonaire supérieure droite ou gauche par Doppler couleur. Ce flux comprend 2 ondes
positives, les ondes S (remplissage de I’OG pendant la systole ventriculaire) et D (remplissage
de I’OG pendant la diastole ventriculaire) et une onde négative de reflux A correspondant a la
systole auriculaire (Ar) (figure 8). Les parametres analysés sont I’amplitude des différentes
ondes avec le calcul du rapport S/D et la durée de ’onde Ar (DurAr) (Garcia et al., 1998;
Rossvoll and Hatle, 1993).

Figure 8 : Flux pulmonaire chez un patient normotendu (The Echo Manual, JK Oh, JB
Seward, A Jamil Tajik, Gallet, 2003).
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3.1.3.1.3 Le Doppler tissulaire de 1’anneau mitral (DTI)

La vitesse de relaxation mesurée en Doppler tissulaire est moins dépendante des conditions de
précharge que ne I’est le flux transmitral. Cette vitesse reflete mieux les qualités intrinseques
du muscle cardiaque. Le mode DTI permet de mesurer le déplacement de 1’anneau mitral
durant le cycle cardiaque. Cet anneau subit trois déplacements : un déplacement vers 1’apex
lors de la contraction ventriculaire formant la composante systolique (Sa), et deux
déplacements vers I’OG lors du remplissage formant les composantes proto- (Ea) et télé-
diastolique (Aa) (figure 9). La vitesse de déplacement de 1’anneau reflete 1’allongement des
fibres myocardiques dans le plan longitudinal et Ea est un bon indicateur de I’état de la
relaxation ventriculaire. L’enregistrement est réalisé au niveau de 1’anneau mitral en coupe
apicale, en positionnant le volume de mesure au niveau du septum ou de la paroi latérale
(Sohn et al., 1997). La mesure septale du DTI a été décrite comme préférentielle dans une
étude antérieure (Sohn et al., 1997). De ce coté, I’anneau se déplace plus parallelement a la
fenétre acoustique, et le mouvement est moins affecté par les mouvements translationnels du
ceeur. Ainsi, bien que le mouvement soit influencé par les déplacements du ventricule droit, la

mesure du coté septal est plus reproductible.

Ea Aa

Figure 9 : Doppler tissulaire de 1’anneau mitral chez un patient normotendu (Naqvi, 2003;
Tekten et al., 2003).

3.1.3.1.4 Le remplissage ventriculaire gauche en TM couleur
Nous serons bref sur ce parametre car, bien qu’utilisé chez I’homme, il a été difficile d’avoir

des mesures homogenes dans nos études. La vitesse de propagation du flux correspond a la

pente d’une ligne d’isovitesse en TM couleur et est mesurée en protodiastole (Figure 10). Il
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s’agit d’un indice de relaxation dont I’intérét est d’étre peu dépendant de la charge. Ainsi la

Vp est réduite en cas de relaxation anormale (baisse de la pente).

Figure 10 : Remplissage ventriculaire gauche en TM couleur chez un patient normotendu.

3.1.3.1.5 Les indices combinés

Ils sont au nombre de 3 et comportent le rapport E/Ea, la différence de durée des ondes A
pulmonaire et mitrale (Dur(Ar-A)) et le rapport E/Vp. Une étude clinique a montré une

corrélation positive entre ces parametres et les pressions de remplissage (Arques, 2003).

3.1.3.2 Les différents profils du remplissage ventriculaire gauche.

On distingue 3 grands types d’altérations du remplissage : I’anomalie de relaxation (stade 1),
le remplissage pseudo-normal (stade II) et le remplissage restrictif (stade III) (Mottram and
Marwick, 2005) (figure 11).

Ces 3 types peuvent se succéder au cours d’une cardiopathie. Ils correspondent a une gravité
croissante et s’accompagnent d’une augmentation des pressions de remplissage et d’une
aggravation des symptomes d’un stade a I’autre. L’adjonction d’un stade 1V, défini par un
remplissage restrictif irréversible sous traitement, a été proposée par Nishimura et al.

(Nishimura and Tajik, 1997).
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Figure 11 : Les profils anormaux du remplissage ventriculaire gauche. PTDVG=pression
télé-diastolique ventriculaire gauche ; VP=flux veineux pulmonaire ; DTI=Doppler tissulaire
a I’anneau mitral ; TM=remplissage ventriculaire gauche en TM couleur.

Stade I : Le trouble de relaxation est caractérisé par une réduction de I’onde E et donc du
rapport E/A, et une augmentation du TRIV et du TDE. Le prognostic est confirmé par une
réduction de I’onde D du flux pulmonaire et donc une augmentation du rapport S/D. De plus,
il y a inversion du rapport Ea/Aa. A ce stade, la pression diastolique pré-A est normale, mais
la pression télé-diastolique du VG peut etre augmentée. Cette augmentation est mise en
évidence par une augmentation de I’amplitude de Ar et donc une augmentation du parametre
Dur(Ar-A).

Dans I’hypertension artérielle, on observe classiquement une dysfonction diastolique au
stade I, c’est a dire avec un trouble du remplissage. Lorsque 1’hypertension est modérée, ce
trouble n’est pas accompagné d’augmentation des pressions de remplissage. Cependant, une
augmentation peut étre observée dans une HTA plus sévere et peut alors évoluer vers une

dysfonction de stade II.

Stade II : Le remplissage pseudo-normal est caractérisé par 1’association d’une anomalie de
relaxation et d’une élévation des pressions de remplissage « normalisant » le flux transmitral.
Le diagnostic est affirmé, devant un flux transmitral d’aspect normal, en démontrant qu’il
existe, soit une anomalie de relaxation sous-jacente, soit une élévation des pressions de
remplissage. L.’anomalie de relaxation peut €tre mise en évidence par une diminution de Ea et

donc du rapport Ea/Aa qui est alors inférieur a 1. Une élévation des pressions de remplissages
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peut etre caractérisée par une augmentation des indices combinés Ea/E et Dur(Ar-A) et par

une réduction du rapport S/D avec une baisse de S et une augmentation de D.

Stade III : Le remplissage restrictif est caractérisé au niveau mitral par un rapport E/A>2, une
réduction importante du TDE et du TRIV. Les augmentations des pressions de remplissage
sont encore observées par le rapport S/D<1 (baisse de S et é€lévation de D), I’augmentation de
la Dur(Ar-A) et ’augmentation du rapport Ea/E. Le simple aspect restrictif du flux transmitral
suffit a mettre en évidence une élévation des pressions de remplissage chez les patients ayant

une dysfonction systolique du VG.

La dysfonction diastolique présente dans I’insuffisance cardiaque congestive se situe au

stade III voire IV.

3.2 Le cathétérisme ventriculaire gauche
Une exploration invasive n’est pas forcément nécessaire du fait de la fiabilité des techniques

non-invasives. Le cathéterisme n’est utile que dans certaines polyvalvulopathies chez

I’Homme et lors d’études effectuées chez 1’animal afin de pouvoir confirmer les résultats.

3.2.3 Evaluation de la fonction systolique

Le premier parametre systolique mesurable par cathéterisme est le pic de pression systolique.
Plus ce pic est élevé, meilleure est 1’éjection de sang vers 1’aorte. Ce pic dépend a la fois de la
précharge, de la postcharge et de la fréquence cardiaque (FC).

Un deuxieme indice largement utilisé est le pic maximum de la dérivée premiere de la
pression intraventriculaire (dP/dtmax). Le dP/dtmax survient normalement au cours de la
contraction isovolumique (indice pré-&jectionnel) et est donc peu influencé par la postcharge,
la valve aortique étant alors fermée. Par contre, il est tres dépendant de la précharge et de la
FC (renforcement positif lorsque I’un des deux ou les deux parametres augmentent) ; il ne
doit donc pas étre considéré comme un indice pur de contractilité. De plus, certaines
conditions physiopathologiques sont susceptibles d’en faire un indice éjectionnel, en retardant

le moment de la survenue du dP/dtmax comme c’est le cas dans I’ICC. Idéalement, la mesure
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de la pression ventriculaire gauche (PVG) devrait se faire par I’intermédiaire d’un
micromanometre monté en extrémité de cathéter (type Millar®). En effet, le cathéter utilisant
la méthode de la colonne d’eau avec capteur de pression externe, a un certain amortissement
rendant aléatoire la mesure des variations rapides de pression et retarde 1’enregistrement de la

PVG.

3.2.4 Evaluation de la fonction diastolique

A T’instar du dP/dtmax, le dP/dtmin (ou —dP/dt) caractérise la chute de la PVG pendant la
diastole. Il survient habituellement au moment de la fermeture aortique ou juste apres celle-
ci ; c’est donc un indice de relaxation active qui dépend des conditions de charge et de la FC.
Les valeurs normales sont de I’ordre de celles du dP/dtmax (en négatif) avec également une
déviation standard importante.

La constante T de relaxation est un deuxieme indice diastolique, il permet de caractériser la

relaxation active protodiastolique. En effet, apres la survenue du dP/dtmin, la chute des PVG
se fait selon une décroissance exponentielle pendant le reste de la relaxation isovolumique.
Cette décroissance admet pour équation : P = P, eV P, (ou P, est la PVG au moment du
dP/dtmin, et P, serait la pression asymptotique en I’absence du remplissage ventriculaire
lorsque T tend vers l’'infini). La constante T se calcule pendant la phase de relaxation
isovolumique sur la courbe pression/volume. Elle est positivement corrélée au TDE et au
TRIV. Un allongement de T correspond a une dégradation de la fonction diastolique lors de la

phase de relaxation.

3.3 Conclusion

La plupart des indices utilisés en pratique pour apprécier les fonctions systolique et
diastolique du VG sont dépendants des conditions de charge et de la FC et aucun d’entre eux
ne permet de mesurer isolément la contractilité ou la relaxation. Quel que soit 1’indice de
fonction choisi, il faut donc garder un regard critique quant a la méthodologie, et interpréter le

résultat des mesures itératives en fonction des conditions de charge et de la FC.
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4. REGULATION DE LA FONCTION CARDIAQUE :
LE SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE

Il existe un grand nombre de systemes régulateurs de la fonction cardiaque et de la pression
artérielle :
- des facteurs aux propriétés vasoconstrictrices tels que le systeme nerveux
sympathique (SNS), le systetme rénine-angiotensine (SRA) et I’endothéline ;
- des facteurs aux propriétés vasodilatatrices tels que les facteurs natriurétiques

(ANP et BNP) ou le monoxyde d’azote (NO).
Dans cette partie, nous nous intéresserons uniquement au role du SNS, car toute notre étude
vise a évaluer les effets des inhibiteurs sympathiques sur la fonction cardiaque dans un

modele de cardiopathie hypertensive. Nous avons donc développé le role du SNS dans la

fonction et les pathologies cardiaques, et les différents traitements ciblant ce systeme.

4.1 Organisation du systeme

4.1.1 Structures centrales

Le systeme nerveux sympathique et le systeme nerveux parasympathique (SNP) sont les deux
composants du systeme nerveux autonome (SNA). Ces systemes régulent les fonctions des
différents organes dont la régulation cardiovasculaire avec le mécanisme de balance
sympatho-vagale. Le SNS régule en particulier le fonctionnement du coeur et des vaisseaux et
le niveau de la pression artérielle. Il prend naissance dans les centres bulbaires d'ou partent
des fibres pré-ganglionnaires qui sortent du tronc cérébral et de la moelle épiniere. Ces fibres
aboutissent aux ganglions para et pré-vertébraux de chaque coté de la moelle épiniere ou a la
médullosurrénale, qui synthétise et libere de l'adrénaline et de la noradrénaline (NA). Les
informations périphériques sur le niveau de pression artérielle parviennent aux centres par des
fibres issues des barorécepteurs aortiques et carotidiens qui, via le noyau du faisceau solitaire,
vont exercer une inhibition de l'activité des centres sympathiques et stimuler le centre du
systeme parasympathique. Il y a alors une boucle baroreflexe qui permet au SNA de répondre
rapidement a toute variation de la pression artérielle. En tant qu’exemple de cette balance

sympatho-vagale, une augmentation de la pression entraine une activation du SNP et une
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inhibition du SNS de facon a rétablir une pression artérielle normale. Les résistances
vasculaires périphériques sont alors réduites et le rythme cardiaque est ralenti. L’inverse se

produit lors d’une baisse de pression artérielle (figure 12).

Les voies cardiovasculaires centrales sont ainsi constituées de 4 classes de neurones
(Dampney, 1994) :
- Les neurones prémoteurs
- Les neurones moteurs préganglionnaires (vagaux et sympathiques)
- Les interneurones qui font le lien entre les afférences ou les centres supérieurs et
les neurones préganglionnaires
- Les neurones afférents qui transmettent les informations issues des récepteurs

périphériques via le noyau du faisceau solitaire.

4.1.1.1 Les neurones prémoteurs

Ils sont regroupés dans de nombreuses structures bulbaires et hypothalamiques : la région
rostro-ventro-latérale du bulbe (RVLM), la région rostro-ventromédiale du bulbe rachidien, le
noyau raphé caudal, le groupe des cellules noradrénergiques A5 et le noyau paraventriculaire
(NPV). On retrouve également ce type de neurones dans d’autres régions telles que la zona
incerta, 1’aire hypothalamique latérale ou la substance grise périaqueducale).

Nous nous attarderons sur le RVLM et le NPV.

» RVLM
Ce noyau joue un role majeur dans la régulation tonique et phasique de la pression artérielle.
La stimulation de cette structure entraine des effets uniquement cardiovasculaires comme la
tachycardie et I’hypertension. Plusieurs types de neurotransmetteurs sont associés dans ces

neurones mais le glutamate semble étre le neuromédiateur principal.

» NPV
Cette structure est localisée dans la paroi du 3°™ ventricule et constitue I’'une des sources
principale de neurones se projetant sur les corps cellulaires des neurones moteurs
préganglionnaires du SNA. Les neurones du NPV régulent 1’activité de structures sous-

jacentes comme le RVLM et le noyau du faisceau solitaire (NFS) par des projections
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glutamatergiques et GABAergiques (Fulwiler and Saper, 1984). La stimulation de cette
structure induit une augmentation de I’activité sympathique et donc de la fréquence cardiaque,

de la pression artérielle et de 1’inotropisme cardiaque (Tibirica et al., 1993).

4.1.1.2 Les neurones moteurs préganglionnaires

Les neurones du systeme vagal sont des neurones cholinergiques, dont les corps cellulaires
sont localisés dans le bulbe rachidien, essentiellement au niveau du noyau ambigu (Izzo et al.,
1993).

Les neurones du systetme sympathique sont également cholinergiques et se répartissent sur
toute la hauteur de la moelle épiniere thoracique et lombaire en 4 groupes de corps cellulaires,

la colonne intermédiolatérale (IML) étant le corps principal.

4.1.1.3 Les neurones afférents

Ils sont issus de structures localisées dans les parois vasculaires et cardiaques. Ces structures
sont les barorécepteurs et les chémorécepteurs cardiaques qui se projettent toutes sur le NFS,

centre principal d’intégration de ces afférences.

Les barorécepteurs sont le point de départ de 1’arc baroréflexe, qui permet de maintenir une
pression artérielle et une fréquence cardiaque normale. Ces barorécepteurs se divisent en 2
groupes : les barorécepteurs cardiaques dont les nerfs transitent par le nerf vague, ils sont
situés dans la paroi des oreillettes et des ventricules, et les barorécepteurs vasculaires situés
sur la crosse aortique et le sinus carotidien. Une augmentation de la pression artérielle va ainsi
activer ces barorécepteurs qui induisent une baisse des résistances périphériques (baroréflexe
vasomoteur) et une bradycardie (baroréflexe cardiaque).

Les chémorécepteurs cardiaques sont colocalisés avec les barorécepteurs cardiaques, et les

chémorécepteurs vasculaires sont situés dans le sinus carotidien.

Quelles que soient leurs origines, les afférences se terminent toutes sur le NFS, chaque type
d’afférence ayant une terminaison spécifique dans le NFS (Donoghue et al., 1984).

Le NFS projette des axones vers le noyau caudal ventrolatéral du bulbe (CVLM). Le CVLM
contient des neurones GABAergique et une activation de cette structure va alors induire une

inhibition de la région vasopressive le RVLM (Dampney et al., 1987) (figure 12).
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Figure 12 : Organisation du systtme nerveux sympathique. RVLM et CVLM = régions
rostro-ventro et caudo-ventro-latérales du bulbe rachidien ; NTS = noyau du tractus solitaire ;
NAmb = noyau ambigu ; IML = région intermédio-latérale de la moelle épiniere ; RAq,
RAa, et RAP = récepteurs adrénergiques de types a, o, et f§ ; RI, = récepteur imidazolinique
de type I,. Le sigle « +» en rouge reflete les conséquences d’une activation du systeme
nerveux sympathique. Les sigles « +» et «-» en bleu refletent les conséquences d’une
activation des barorécepteurs suite a une augmentation de pression.
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4.1.2 Voies périphériques

4.1.2.1 Les récepteurs alpha-adrénergiques

Les voies périphériques efférentes du SNA se composent de fibres pré-ganglionnaires qui
forment des synapses avec les fibres post-ganglionnaires sympathiques dans les ganglions.
Ces dernieres liberent de la noradrénaline qui va stimuler deux types de récepteurs, les

récepteurs alpha et beta-adrénergiques.

On distingue 2 sous-types de récepteurs : a, et o, (RAa, et RAa,) (figure 12).
Les RAa, sont principalement localisés sur les vaisseaux ou leur activation induit une
vasoconstriction donc une augmentation des pressions de remplissage ; dans le cceur la

densité dépend de I’espece, chez I’ Homme elle est faible. Ils ont une action inotrope positive

(Lietal., 1997).

Les RAa, peuvent etre différenciés en quatre sous-types : o, Obg, Oy €t O, (Bylund, 1988;
Simonneaux et al., 1991). Chaque sous-type a une distribution spécifique dans le systeme
nerveux central et dans les tissus périphériques ; cela suggere que chacun a une fonction

particuliere (tableau 4). Ils ont ainsi un role important dans la régulation cardiovasculaire.

a. Organes |Effet Type de RAq,
Vaisseaux sanguins Contraction RA0,;
Rein Réduction de la sécrétion de rénine, donc baisse | RAa,g

de la rétention hydro-sodée

Terminaison nerveuse | Rétro-controdle négatif de la libération de la NA RAa,,, RAo,

Bulbe rachidien Inhibition du SNS RAa,,

Locus coereleus Effet sédatif RAa,,

Tableau 4 : Récapitulatif des effets de la stimulation des différents récepteurs adrénergiques
de type o, sur la fonction cardiovasculaire et sur la sédation. Données obtenues a partir de
plusieurs publications : Hein et al., 1999; Link et al., 1996; Nicholas et al., 1993.
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4.1.2.2 Les récepteurs beta-adrénergiques

Ils sont de 3 types B,, B, B; (RAR;, RAB,, RAB;)
Les RAP, sont localisés dans le cceur et ont des effets inotropes (contractilité), chronotropes
(fréquence cardiaque) et dromotropes (vitesse de conduction auriculo-ventriculaire) positifs.

De plus, ils régulent la sécrétion de rénine (figure 12).

Les RAf, sont localisés dans les vaisseaux et ont un r0le dans la vasodilatation.

Les RAB; ont été localisés chez ’homme dans les ventricules cardiaques.

4.2 Implication du SNS dans les dysfonctions cardiaques

A court terme, par ses effets inotropes et chronotropes positifs et son action vasoconstrictrice,
une hyperactivité sympathique permet a ’organisme de s’adapter a une baisse de débit
cardiaque ou a une baisse de flux sanguin. Cependant, une hyperactivation chronique du SNS
comme celle observée dans une grand nombre de pathologies cardiaques, notamment dans
I’HTA (Mancia et al., 1999; Mark, 1996) et 'ICC (Kaye et al., 1995), a d’importants effets
déléteres a long terme qui seront décrits ci-dessous.

Chez I’Homme, la mesure des catécholamines plasmatiques ou encore 1’enregistrement du
trafic nerveux des efférences sympathiques post-ganglionnaires dans les nerfs brachial et
péronéal par microneurographie ont permis de mettre en évidence une hyperactivité
sympathique dans I’hypertension artérielle (Esler et al., 1989; Grassi and Esler, 1999) et dans
I’insuffisance cardiaque (Cohn et al., 1984; Leimbach et al., 1986).

L’HVG, est une forte cause de morbidité et mortalité ; I’'implication du systtme nerveux
sympathique dans le remodelage cardiaque a maintenant bien ét€ mis en évidence. Chez
I’Homme, une étude assez récente a pour la premiere fois prouvé qu’il existait une corrélation
entre 'HVG, associée a I’'HTA et ’augmentation de ’activité sympathique cardiaque
(Schlaich et al., 2004). Diverses études ont montré que les 2 causes de I’'HVG, la fibrose et

I’hypertrophie des cardiomyocytes, sont dépendantes de 1I’hyperactivité sympathique.
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4.2.1 Action vasculaire

L’augmentation de 1’activité sympathique dans la circulation périphérique et dans le rein
induit une vasoconstriction et une rétention de sodium via I’activation des RAa«, et a,,
induisant une augmentation de la précharge et de la post-charge.

D’autre part, 1’hyperactivité sympathique a aussi un effet trophique sur les cellules
vasculaires, ce qui accroit la rigidité des parois vasculaires, les résistances vasculaires
périphériques et donc I’augmentation de la postcharge (Bevan, 1984).

Cette vasoconstriction chronique et la rigidification des vaisseaux participent ainsi au
développement de ’HTA du fait d’une augmentation de la postcharge. Par la suite,
I’activation du SNS induira aussi une augmentation de rénine et donc d’Angll, amplifiant
encore ’'HTA.

L’HTA aura alors les différentes conséquences cardiaques expliquées dans le paragraphe 2 de

I’introduction.

4.2.2 Action sur la matrice extracellulaire cardiaque

L’administration en continu d’agonistes adrénergiques (NA ou isoprotérénol) chez le rat
induit une synthese de collagene responsable d’une fibrose dans le VG et donc impliqué dans
le développement de ’HVG (Briest et al., 2001; Masson et al., 1998). D’autre part, une étude
effectuée sur culture de fibroblastes cardiaques de rats a montré une prolifération des
fibroblastes lorsqu’ils sont exposés a des catécholamines ; cette action étant dépendante des
RAR, (Leicht et al., 2000).

L’activation du SNS est également impliquée dans le développement d’une fibrose
périvasculaire augmentant encore la rigidité des vaisseaux. Chez le rat, une stimulation en
continu des RAP avec de I’isoprotérénol est responsable a la fois du développement d’une

fibrose interstitielle et d’une fibrose autour des arteres coronaires (Masson et al., 1998).

4.2.3 Action cardiotrophique

Le SNS joue également un rdle trophique (Colucci, 1998). Des études réalisées sur des

cultures de cardiomyocytes ont montré que I’activation des RAa, induisait le développement
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d’hypertrophie myocardique (Simpson, 1983). L’activation des RAP est également impliquée
dans le développement de 'HVG (Long et al., 1992).

4.2.4 Effets toxiques

De fortes concentrations de NA ont un effet toxique sur le myocarde, induisant un phénomene
d’apoptose. L’exposition de cardiomyocytes en culture a de fortes concentrations de NA
pendant 72 heures induit une réduction significative de la viabilit¢ des cellules. Cette
réduction est dépendante du temps d’exposition et de la concentration de NA. Cette action est
directement due aux RAP, car elle est atténuée en présence de p-bloqueurs et est reliée a une
surcharge de calcium responsable d’une hypercontractilité¢ des cardiomyocytes (Mann et al.,

1992). Cet effet toxique est une des causes de la décompensation cardiaque.

4.2.5 Effet arythmogene

La tachycardie qui est observée dans I'ICC est également due a la présence d’une
hypersympathicotonie. Si dans un premier temps, I’augmentation de fréquence permet un
maintien du débit, elle induit aussi une augmentation de demande en oxygene, elle augmente
les risques d’arythmie et donc est une cause fréquente de mort subite (Ebinger et al., 2005;

Teerlink and Massie, 2000).

S. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES DES DYSFONCTIONS
VENTRICULAIRES GAUCHES DANS LA CARDIOPATHIE
HYPERTENSIVE

L’importance de I’hyperactivit¢ du systeme sympathique dans les pathologies
cardiovasculaires et dans leurs complications a induit le développement de plusieurs
traitements jouant sur la régulation de ce systeme. Dans cette partie, nous ne nous
intéresserons donc qu’a ce type de traitements dans les 2 pathologies sur lesquelles nous

avons travaillé.
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Avant de décrire les traitements existants, intéressons-nous déja aux différents bénéfices que
nous recherchons dans le traitement de I’'HTA et donc dans ses complications. « Quelles
seraient donc les caractéristiques d’un antihypertenseur idéal ? »

(1) Le but premier du traitement de I’HTA est la réduction de la pression artérielle. Une

méta-analyse publiée en 1990 a montré que le bénéfice du traitement est dépendant de
la baisse de pression artérielle. I1 a ét¢ montré une réduction de 40 a 50% de
I’évolution vers I’'ICC lorsque les chiffres tensionnels sont normalisés (Collins et al.,
1990). La réduction de la pression artérielle résulte généralement en une réduction de
la masse ventriculaire gauche avec la majorité des anti-hypertenseurs. Cependant, un
vasodilatateur pur tel que le minoxidil ou I’hydralazine, induisent une réduction de

pression artérielle sans avoir d’effet sur 'HVG (Sen et al., 1974).

(2) Un effet direct sur 'HVG est également nécessaire dans le traitement de la

cardiopathie hypertensive. L’étude de Framingham a montré les risques
cardiovasculaires qu’engendrent une HVG, avec la mise en évidence d’une
augmentation de mortalité et morbidité (Kannel, 1991). Malgré I'intérét d’une baisse
de la PA, diverses études n’ont montré qu’une relation modérée entre la baisse de
pression et la régression de ’HVG (Dahlof et al., 1992). Donc une baisse de ’'HTA est
insuffisante pour réduire les complications cardiaques, d’autant plus que I’étude LIFE
a montré I’intérét d’une régression de ’HVG indépendamment de 1’effet hypotenseur.
A une baisse de pression équivalente, certains traitements sont plus efficaces dans la
régression de ’HVG, et permettent ainsi une réduction plus importante des risques
cardiovasculaires (Dahlof et al., 2002).

(3) Comme décrit dans le paragraphe 2 de I’introduction, ’'HTA est associée a une
dysfonction diastolique, un facteur majeur dans 1’évolution de la cardiopathie vers une

ICC. Donc une troisieme cible est une action bénéfique sur la fonction diastolique.

Une amélioration de la relaxation et une augmentation de compliance permettent un

retardement dans 1’évolution vers I'IC diastolique, puis vers une IC mixte.

Lorsque la cardiopathie a atteint son stade terminal, c’est a dire une ICC, le traitement idéal a

pour but d’améliorer la fonction systolique évaluée par la fraction d’éjection, d’améliorer la
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fonction diastolique en baissant les pressions de remplissage du VG et de réduire le taux de

morbidité et de mortalité.

Les traitements agissant sur le SNS sont des traitements de référence dans I’insuffisance
cardiaque. Dans notre travail, nous avons étudié quelques types d’inhibiteurs sympathiques,
nous avons donc jugé nécessaire de décrire les différents médicaments existant, par leur mode

d’action et leurs intéréts dans I’HTA et I’'ICC.

5.1.Les B-bloqueurs

5.1.1 Mode d’action

Par leur action inhibitrice du SNS, ces médicaments peuvent agir a différents niveaux : (i)
réduire les conditions de charge du cceur par un effet sur ’'HVG, (ii) réduire la tachycardie
donc les arythmies et (iii) réduire 1’effet toxique des catécholamines donc 1’apoptose des
cardiomyocytes. Diverses études précliniques et cliniques, qui seront citées ultérieurement,
ont montré 1’effet bénéfique de ces médicaments dans la regression de ’'HVG, de méme

qu’une réduction de mortalité (Dellsperger et al., 1990; Friberg et al., 1986).

3 générations de P-bloqueurs définies selon des criteres historiques et pharmacologiques ont
été développées. La premiere génération de médicaments, la premiere utilisée en clinique, ne
possede pas de sélectivité pour les RAP. La deuxieme génération de B-bloqueurs est sélective
des RAB,. La troisieme génération est sélective ou non des récepteurs adrénergiques, mais se
caractérise surtout par des effets annexes a I’inhibition de ces récepteurs, qui sont
potentiellement bénéfiques (tableau 5).

C’est la propriété bloquante de RAP, qui joue le role essentiel dans le bénéfice thérapeutique.
La sélectivité , permet de conserver relativement la relaxation bronchique, la vasodilatation
périphérique ainsi que les actions métaboliques [}, comme celles intervenant dans la

régulation glycémique.
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Non-sélectifs | Sélectifs 3, Sélectifs ou non avec des effets annexes

Timolol Meétoprolol | Acébutolol (sélectif) ‘ o
Action sympatho-mimétique
Propranolol Bisoprolol | Pindolol (non-sélectif)
Aténolol Sotalol (non-sélectif) Effet anti-arythmique

Bucindolol (sélectif)
Nébivolol (sélectif)

Action vasodilatatrice (NO)

Carvédilol (non-sélectif) ‘
Propriété alpha-bloquante
Labétolol (non-sélectif)

Tableau 5 : Classification des différentes générations de 3-bloqueurs en fonction de leurs
propriétés.

Le carvédilol présente le fort avantage d’étre moins cardio-dépresseur que les f—bloqueurs de
1% et de 2°™ générations. En effet, ses propriétés d’antagoniste des RAa., lui donnent une
action vasodilatatrice responsable d’une réduction des résistances vasculaires périphériques

qui va compenser 1’effet cardiodépresseur du blocage des RAf,.

5.1.2 Traitement de la cardiopathie hypertensive

En plus de leur effet anti-hypertenseur, beaucoup d’études effectuées durant les années 80 ont
montré 1’effet bénéfique des P—-bloqueurs dans la régression de ’'HVG chez les patients
hypertendus ; cela a pu étre observé par exemple avec le bisoprolol, I’aténolol ou encore le
métoprolol (Cifkova et al., 1987; Gosse et al., 1990). Cependant, cet effet anti-hypertrophique
est moindre que celui observé avec des IEC a baisse de pression équivalente. De plus, une
étude comparant 1’effet de 1’aténolol et du losartan sur la fibrose interstitielle a montré que
seul le sartan induit une réduction de cette fibrose (Ciulla et al., 2004).

Outre ces effets, les P-bloqueurs pourraient avoir un intérét dans 1’amélioration du
remplissage ventriculaire, et ceci en partie par leur effet bradycardisant. Quelques études se
sont intéressées a ces médicaments dans le traitement de la dysfonction diastolique associée a
I’HTA et les résultats sont encore limités. Six mois de traitement avec I’atenolol ou le

nebivolol améliorent le profil diastolique chez des patients hypertendus (Nodari et al., 2003a).
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Par contre, une étude effectuée avec le carvédilol ne montre qu’une faible augmentation du
rapport E/A, elle n’est pas statistiquement différente du groupe placebo (Bergstrom et al.,

2004).

5.1.3 Traitement de I'ICC

Les p-bloqueurs, longtemps contre-indiqués dans I’insuffisance cardiaque, car aux premiers
abords, un blocage important du SNS pendant des périodes d’instabilités (par exemple, lors
d’un effort) pourrait etre désastreux. Mais ces médicaments sont maintenant considérés
comme un traitement de référence. Les médicaments de 1°° génération ne sont pas utilisés
dans le traitement de I’'ICC car ils sont difficilement tolérés chez ces patients. Par contre
beaucoup d’études effectuées sur les f—bloqueurs de 2°™ et 3°™ générations ont montré leurs
intérets dans I'ICC. 1l a été montré une amélioration de la contractilité et de la tolérance a
I’exercice (Lechat et al., 1998; Waagstein et al., 1993). D’autres études ont montré une
régression de ’'HVG, en partie par un blocage ou méme une réversion de I’hypertrophie
cellulaire et ont montré un effet cardioprotecteur (Hall et al., 1995; Ruffolo and Feuerstein,
1998). Pour finir, une amélioration de la fonction diastolique a pu étre mise en évidence par le
carvédilol (Capomolla et al., 2000). Les —bloqueurs ont donc des effets bénéfiques a la fois
sur le remodelage et sur la fonction cardiaque. Cela peut se traduire par la baisse des
hospitalisations observées dans certaines études (CIBIS, 1994; Waagstein et al., 1993).

Les études de survie ont confirmé I’'importance d’une réduction de I’activité sympathique
dans I'ICC. En effet, au terme des études CIBIS II et MERIT-HF réalisées avec des P—
bloqueurs de 2™ génération (CIBIS II, 1999; Goldstein and Hjalmarson, 1999), des études
CAPRICORN et COPERNICUS réalisées avec des f-bloqueurs de 3*™ génération (Keating
and Jarvis, 2003), il est maintenant démontré que ces médicaments sont un traitement de
choix dans I'insuffisance cardiaque quel que soit le stade de la pathologie (stade IT a IV). Une
étude en cours, I’étude COMET, vise a comparer directement 1’efficacité du carvédilol a celle
du métoprolol (Bristow et al., 2005). Cette classe de médicaments est la plus puissante en
terme de bénéfices potentiels du traitement de I’insuffisance cardiaque, en permettant une
réduction relative du risque de déces a 33% en moyenne par an, quel que soit le stade de la
pathologie. A titre indicatif, les IEC permettent une baisse moyenne de 23% au terme d’un

délai de 2 ans.
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5.2.Les a.-bloqueurs

Les substances alpha-bloquantes qui sont utilisées sont, soit alpha 1 et 2 bloquantes
(phentolamine), soit alpha 1 bloquantes préférentielles (prazosine, doxazocine).

Le blocage des récepteurs alpha-adrénergiques relaxe les vaisseaux, ce qui abaisse la pression
artérielle (baisse des résistances artérielles) et induit une tachycardie par mise en jeu du
baroréflexe. Cette tachycardie est surtout présente avec les substances alpha 2 bloquantes par
augmentation de la libération de noradrénaline par les terminaisons sympathiques. Avec les
alpha 1 bloquants, la fréquence cardiaque n'est que peu modifiée car les récepteurs alpha 2
présynaptiques, qui diminuent la libération de noradrénaline, ne sont pas bloqués.

Les produits ne sont utilisés a ce jour que comme anti-hypertenseurs, ils ont été contre-
indiqués dans le traitement de I'IC. En effet, I’étude de mortalité et de morbidit¢é ALLHAT
(Antihypertensive and Lipid Lowering treatment to prevent Heart Attack Trial) a comparé les
effets d’un diurétique avec ceux de la doxazocine, chez les patients hypertendus, sur la
survenue d’une ICC. I1 en est sorti que les risques d’accidents vasculaires cérébraux,
d’évolution vers une ICC ou encore d’angine de poitrine sont plus élevés chez les patients
traités avec I’a-bloqueur ; ces résultats ont conduit les médecins a stopper la doxazocine avant

la fin de I’étude (Messerli, 2001; Stafford et al., 2004).

5.3.Les inhibiteurs sympathiques d’action centrale

5.3.1 Intéréts thérapeutiques

L’importance du SNS dans les altérations cardiaques, les effets tres positifs du carvédilol (un
a et B-bloqueur) dans I’ICC, ou encore les effets bénéfiques d’une sympathectomie dans un
modele d’IC (Perlini et al., 2006), nous orientent vers 1’hypothese selon laquelle une
inhibition de I’ensemble des effecteurs du systeme nerveux sympathique, c’est a dire des

récepteurs o et B-adrénergiques, pourrait etre bénéfique dans le traitement de cette pathologie.
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5.3.2 Description des médicaments

La 1% génération d’anti-hypertenseurs centraux était constituée de produits comme la
clonidine et 1’a-méthyldopa reconnus pour leur propriété d’agoniste des RAa,. Ces
médicaments ont largement été étudiés dans les années 1970 et 80 en raison de leur profil
hémodynamique et de leur efficacité a réduire ’'HTA. Mais de nombreux effets secondaires
dus a I’activation des RAa., (sédation, secheresse buccale, syndrome de rebond apres arrét de
traitement) ont diminué 1’intérét de cette classe de médicaments. Cependant, 1’introduction de
nouvelles molécules, la rilmenidine et la moxonidine, ayant toujours une action inhibitrice
centrale du SNS et présentant des effets hémodynamiques similaires a ceux observés avec les
agonistes o,-adrénergiques, ceci avec moins d’effets secondaires, ont relancé la recherche
(Ernsberger et al., 1993; Safar, 1989).

Durant les années 80, plusieurs équipes ont travaillé sur les mécanismes d’action de la
clonidine et ont mis en évidence I’existence d’un autre récepteur impliqué dans la régulation
centrale du SNS : le récepteur des imidazolines de type I, (RI,). La démonstration de 1’origine
centrale de I’effet hypotenseur de la clonidine a été démontrée par Kobinger et al. en 1967
(Kobinger, 1967). Par la suite, les travaux de Bousquet et al. en 1973 ont précisé¢ la
localisation du site d’action ventro-bulbaire hypotenseur au niveau du Noyau Réticulaire
Latéral (Bousquet and Guertzenstein, 1973), et pendant longtemps, les effets de la clonidine
ont été attribués a la stimulation des RAa, bulbaires (Kobinger, 1978). L hypothese d’une
mise en jeu de récepteurs non-adrénergiques mais sensibles a des substances contenant un
noyau imidazolinique a été proposée en 1984, au terme d’une étude de type relation structure-
activité (Bousquet et al., 1984). Cette étude avait montré que I’injection de catécholamines
dans le NRL n’abaisse pas la pression artérielle, alors que des substances possédant une
structure imidazolinique, comme la clonidine, sont capables de baisser la pression.
L’existence de ces sites de liaison a été confirmée par des études de liaison spécifique de
ligands marqués (Bricca et al., 1988; Ernsberger et al., 1987) et ceci dans différentes especes

(Homme, lapin, rat, porc, cobaye).

5.3.2.1 Localisation des RI,

Les RI, font partie d’une famille hétérogene de sites de liaison spécifiques aux imidazolines ;

cette famille est composée de quatre sous-types: RI,, RL,, non RI,/non RI, et RI;. Les
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différents produits de type imidazolinique cités dans ce travail, ont leur action sympatho-
inhibitrice via les RI,. Les RI, sont donc les récepteurs impliqués dans la régulation
cardiovasculaire. Nous ne nous intéresserons pour cela qu’aux propriétés des RI,. Nous
pouvons cependant préciser que le récepteur non I;/non I, a été localis¢ au niveau des
terminaisons pré-synaptiques et pourrait avoir un role dans la régulation de la libération de
NA (Molderings et al., 1999), mais seule la clonidine a une affinité pour ces récepteurs. Les
RI, ont été identifiés dans un certain nombre de tissus ou ils joueraient un rdle important dans
la régulation cardiovasculaire. En effet, en plus de leur localisation dans le RVLM, les RI, ont
ét¢é mis en évidence dans le rein (Ernsberger et al., 1995) et dans le cceur par
immunohistochimie, Immuno-blot, liaison spécifique et autoradiographie (El-Ayoubi et al.,
2002) (figure 12).

La localisation des RI, dans le centre vasopresseur du bulbe rachidien leur confere un role
important dans I’inhibition de la libération de NA et, en plus, un effet natriurétique (Penner
and Smyth, 1994).

Leur role dans la modulation de la natriurese est en plus appuyé par leur localisation dans le
rein (Penner and Smyth, 1994). Une activation de ces récepteurs induit une augmentation de
la sécrétion sodique donc une baisse de la rétention d’eau, qui peut €tre bloquée par un
antagoniste des RI,, I’'idazoxan . De plus, il a ét€ montré une augmentation de I’expression des
RI, dans un modele d’hypertension déclenchée par 1’administration chronique d’Ang II chez
le rat (Ernsberger et al., 1991). Les RI, pourraient donc avoir un role dans la baisse des
résistances vasculaires périphériques et dans la réduction de la rétention hydro-sodée observée
dans I’ICC.

Il est également intéressant de se pencher sur 1’action directe de ces récepteurs sur le cceur.
La densité des RI, dans les oreillettes est 2 fois plus importante que dans les ventricules d’un
ceeur normal. De plus, I’étude de El Ayoubi et al. a montré la présence d’une surexpression
des RI, dans I’oreillette chez le SHR, dans le cceur dans un modele de cardiomyopathie
avancée chez le hamster et dans les ventricules chez ’homme en insuffisance cardiaque. En
outre, des études effectuées sur des cceurs isolés ont montré que la moxonidine et la clonidine
induisent une libération d’ANP, une hormone cardiaque jouant un role important dans
I’homéostasie pression-volume (Cao et al., 2004; Mukaddam-Daher, 2006; Mukaddam-Daher
et al., 1997). L’ANP est augmentée dans I’HTA et dans I'ICC. En conclusion, les RI,

cardiaques seraient importants dans la régulation de la fonction cardiovasculaire,
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indépendamment de 1’effet régulateur cardiaque central des RI,, et pourraient donc €tre une

cible supplémentaire dans le traitement des dysfonctions myocardiques.

5.3.2.2 Voies de transduction des RI,

Deux voies de transduction associées aux RI, ont été décrites dans les cellules PC12 (figure
13). La stimulation des RI, provoque, par activation de la phospholipase C spécifique de la
phosphatidylcholine (PC-PLC), une accumulation de diacylglycerol et une libération de
phosphocholine, d’acide arachidonique, de prostaglandines dans le milieu extracellulaire
(Greney et al., 2000; Separovic et al., 1996). Notre équipe a également montré qu’une
stimulation de ces récepteurs induit une baisse du taux d’AMPc (Greney et al., 2000). Puis
des études ont étendu la signalisation intracellulaire en montrant que des produits de type
imidazoliniques, que sont la rilménidine et la moxonidine, étaient capables d’activer des
protéines kinases C et des MAPK par un mécanisme impliquant 1’activation de la PC-PLC
(Dupuy et al., 2004; Edwards et al., 2001; Zhang et al., 2001). L’activation de ces kinases
semblerait jouer un role dans la régulation de la prolifération cellulaire (figure 13).

Par ailleurs, les expériences de liaison spécifique ont montré que la liaison des imidazolines
aux RI, était sensible aux nucléotides guanyliques (Ernsberger and Shen, 1997; Greney et al.,

2000).
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Figure 13 : Schéma des voies de transduction principales des RI,.
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Les 3 médicaments de type imidazolinique de référence sont la clonidine, un agent de
premiere génération ayant une affinité comparable pour les RAa, et les RI,, et la rilménidine
et la moxonidine, agents de deuxieme génération ayant une plus forte affinité pour les RI, que
les RAa,. Les agents de deuxieme génération sont aujourd’hui beaucoup plus utilisés que la
clonidine car ils induisent moins d’effets secondaires, du fait de leur plus faible affinité pour

les RAa,.

5.3.3 Traitement de la cardiopathie hypertensive

Un certain nombre d’études cliniques ont établi I’efficacité de ces 3 médicaments dans la
baisse de la pression artérielle (Masotti et al., 1986; Mitrovic et al., 1991; N'Guyen van Cao et
al., 1988).

Ces traitements ont également montré des propriétés antihypertrophiques. Cela a ét€ mis en
évidence par des études pré-cliniques (Amann et al., 1992; Bobik et al., 1998; Thomas et al.,
2003) et par diverses études cliniques. L’effet antihypertrophique de la clonidine en
monothérapie est pourtant controversé car une étude a montré une réduction de la masse du
VG apres un traitement de 6 mois avec la clonidine a une dose de 300-450ug/jour, alors
qu’aucun effet anti-hypertrophique n’a été observé apres 1 an de traitement a une dose de
100-300ug, 2 fois par jour (Gottdiener et al., 1997; Huting et al., 1991).

Au contraire, les différentes études effectuées avec la rilménidine et la moxonidine ont montré
une régression de ’HVG chez les patients hypertendus (Elliott, 1998; Sadowski et al., 1998;
Trimarco et al., 1995).

Mais les études s’intéressant aux effets des antihypertenseurs d’action centrale sur la
dysfonction diastolique associée a 1’hypertension restent encore tres limitées. Une étude
chronique effectuée chez des patients hypertendus avec la clonidine n’a montré qu’une
amélioration du TRIV, le rapport E/A étant inchangé (Huting et al., 1991). Pourtant
I’administration d’une dose unique de clonidine permet une amélioration de la fonction
diastolique avec une normalisation du rapport E/A, sans altération de la fonction systolique
(Farsang et al., 2003; Koldas et al., 2003; Stefanadis et al., 2001). Par ailleurs, seules trois
études cliniques ont été réalisées avec la rilménidine et les résultats décrits ont été tres
succints : un traitement de 3 semaines induit une réversion du rapport E/A (Koldas et al.,

2003), la normalisation du rapport n’est observée que chez certains patients dans la deuxieme
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étude (Farsang et al., 2003) et la troisieme étude ne donne aucune valeur (Sadowski et al.,
1998).

Aucune étude complete, ni pré-clinique, ni clinique, n’a donc encore été effectuée sur les
effets de ces produits sur la dysfonction diastolique. Or une analyse globale de la fonction
diastolique (flux mitral, flux pulmonaire, DTI) est nécessaire afin de déterminer le réel impact

de ces agents sur le remplissage ventriculaire gauche.

5.3.4 Traitement de I'ICC

Plusieurs études cliniques prometteuses ont été réalisées avec la clonidine. Des études a court
et long terme ont mis en évidence que la clonidine induisait une amélioration de 1’état
hémodynamique, de la fraction d’éjection et des capacités a ’effort (Giles et al., 1987;
Hermiller et al., 1983; Manolis et al., 1995; Manolis et al., 1997). Elle réduit également la
fréquence des arythmies présentes dans I’ICC (Zhang et al., 1998). En outre, une étude pré-
clinique de survie a montré les effets bénéfiques de la clonidine dans un modele expérimental
d’infarctus du myocarde chez le rat (Zhang and Cheng, 2000).

Une étude pré-clinique effectuée dans un modele d’infarctus du myocarde chez le rat a montré
que la moxonidine diminue le remodelage cardiaque induit par 1’infarctus (Van Kerckhoven
et al., 2000). De plus, ce produit a un effet protecteur sur le développement des arythmies
induites par une ischémie myocardique aigue (Lepran and Papp, 1994). Par contre, ses
potentiels effets bénéfiques dans des modeles d’IC ont été contre-carrés par les résultats d’une
étude clinique. En effet, I’étude de mortalit¢ MOXCON, effectuée chez des patients en stade
sévere d’ICC, a di etre arrétée prématurément pour cause de surmortalité (Coats, 1999; Cohn
et al., 2003). Cette mortalité pourrait eétre due a un surdosage et au choix de patients se
trouvant a un stade trop sévere de la pathologie. Cependant, I’hypothese d’une dose trop forte
n’a pas pu etre confirmée par des travaux réalisés dans notre laboratoire, car une
administration chronique de moxonidine a montré des effets déléteres sur la survie dans un
modele de cardiopathie induite par I’adriamycine, et ceci a de faibles doses (Thomas et al.,
2004).

La réelle place des anti-hypertenseurs d’action centrale dans I’ICC est donc encore floue, les
données sont a ce jour contradictoires entre les produits de premiere et de deuxieme

générations.
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En regroupant tous ces résultats obtenus, a la fois dans I’hypertension artérielle et dans
I’insuffisance cardiaque, nous pouvons penser que des données sont encore manquantes pour
permettre de déterminer 1’intérét des produits imidazoliniques dans les dysfonctions

cardiaques.

(1) Dans les dysfonctions ventriculaires gauches associées a la cardiopathie hypertensive,
une évaluation des effets de ces médicaments dans la phase de remplissage du
ventricule gauche est encore trop succincte pour affirmer un effet bénéfique.

(2) Dans [l’insuffisance cardiaque congestive, il existe une controverse entre les
médicaments de premiere et de deuxieme génération. La clonidine est bénéfique sur la
fonction systolique et la survie, alors que la moxonidine a principalement montré €tre

néfaste sur la survie.

Un des buts de ce travail a donc été de préciser le profil global de 1’effet des inhibiteurs
sympathiques centraux en fonction de 1’étiologie et du stade évolutif de la maladie.

Nous nous sommes intéressés aux effets de quelques produits de type imidazolinique sur la
fonction cardiaque dans différents stades de la cardiopathie hypertensive, en comparant de

surcroit, les agents imidazoliniques de premiere et de deuxieme génération.

Cependant, pour cette étude, il nous fallait développer un modele expérimental présentant une
pathologie comparable a celle observée chez ’Homme, un modele adapté a des études
chroniques, a une évaluation échocardiographique et sensibles aux agents de type

imidazolinique. Quel pourrait €tre ce modele ?
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6. MODELES EXPERIMENTAUX DE CARDIOPATHIE HYPERTENSIVE

Un modele expérimental idéal pour toute pathologie cardiovasculaire humaine devrait avoir

plusieurs caractéristiques :

- Etre le plus proche possible de la pathologie observée chez I’Homme

- Présenter une origine semblable de la pathologie

- Etre reproductible

- Développer des symptomes prédictibles et controlables

- Pouvoir mesurer facilement les parametres cardiovasculaires, biochimiques et
hémodynamiques

- Etre adapté a des études chroniques

- Etre techniquement abordable

- Etre en accord avec les regles éthiques de la recherche expérimentale

Un grand nombre de modeles de cardiopathie hypertensive ont été développés. Ci-dessous
sont présentés les principaux modeles utilisés chez le petit animal (tableau 6). Nous ne
développerons pas les différents modeles transgéniques existant chez la souris bien qu’ils
soient de plus en plus nombreux, et d’une grande utilité pour comprendre 1’implication des

différents récepteurs et autres protéines dans diverses cardiopathies (Franz et al., 1997).

Article 1L Modeles i. Technique
Génétiques : rat de Dahl sensible au sel, rat . ,
. Maladie spontanée
spontanément hypertendu...
. , Sténose de 1’aorte ascendante suite a une
Coarctation de I’aorte .
thoracotomie
Implant sous-cutané de désoxycorticostérone
DOCA-Salt associé a un régime enrichi en sel et a une
néphrectomie
Sténose de (ou des) artere(s) rénale(s)
Goldblatt 1K,1C ou 2K,1C ou 2K,2C associée ou non a une néphrectomie contro-
latérale
Obésité Régime enrichi en graisse
Blocage de la NO-synthase Administration chronique de L-NAME

Tableau 6 : Exemples de modeles de cardiopathie hypertensive (Hasenfuss, 1998; Muders
and Elsner, 2000).
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Pour notre étude, il nous fallait trouver ’espece animale la plus adaptée afin d’avoir un
modele expérimental présentant le plus de caractéristiques possibles du modele optimal
détaillées ci-dessus. Plusieurs especes sont utilisées dans le domaine des études

cardiovasculaires, présentant chacun des avantages et des inconvénients.

6.1.Le rat

C’est I’espece la plus couramment utilisée car elle présente plusieurs des caractéristiques.

(1) Un grand nombre de modeles d’hypertension artérielle sont accessibles, et ’origine de
I’hypertension présente souvent des similitudes avec celle observée chez I’Homme.
Certains modeles sont d’origine génétique : le rat spontanément hypertendu (SHR) est
le modele d’HTA et d’HVG le plus utilisé. La cause exacte de la pathologie n’est pas
expliquée, mais elle reflete assez bien les caractéristiques de I’HTA primaire chez
I’Homme. Un autre modele d’origine génétique est le rat de Dahl sensible au sel, il se
rapproche de ’'HTA chez ’Homme qui est sensible au sel. Par ailleurs, le modele de
Goldblatt, un modele iatrogene, a une origine d’HTA proche de ’'HTA rénovasulaire
chez ’Homme, par la réduction du flux rénal. Mais cela n’est pas le cas dans tous les
modeles iatrogenes : par exemple, le modele DOCA-sel n’est comparable qu’aux
hyperaldostéronismes.

(2) Différents modeles sont stables et reproductibles ; particulicrement les modeles

génétiques. Par contre, les modeles iatrogenes présentent des limites comme par
exemple, le modele d’hypertension rénovasculaire. Malgré une origine comparable
avec celle de ’'Homme, la stabilité est limitée ; dans une étude, seuls 45% des rats
2K,1C développaient une HTA stable.

(3) Le SHR, le rats de Dahl ou encore le rat DOCA-sel ont également 1’avantage d’étre

controlables et prédictibles. Dans les deux derniers modeles les facteurs déclenchant

I’HTA sont controlés, et du fait de la stabilit¢ de ces modeles, la pathologie est
prédictible.
(4) Une derniere caractéristique intéressante du rat est sa petite taille qui permet de faire

des études a grande échelle, dont des études de survie.
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Un modele optimal devrait encore présenter trois caractéristiques, mais a ce niveau, le rat
trouve ses limites :
(1) bien que la progression de I’hypertension et de ’'HVG chez le SHR ou le rat de Dahl

soit proche de I’évolution de la pathologie chez I’'Homme, le rat présente plusieurs

différences de la fonction myocardique comparée a celle de ’'Homme : (i) le potentiel
d’action est tres court, il y alors absence d’une phase de plateau, (ii) la capture du Ca*
du cytosol est principalement effectuée par la pompe calcique du réticulum
sarcoplastique, 1’activité de I’échangeur Na*/Ca™ est moindre, (iii) dans le myocarde
d’un rat normal, I’'isoforme de la chaine lourde o de la myosine prédomine par rapport
a la chaine 3 et une inversion du rapport a lieu avec une charge hémodynamique et des
changements hormonaux, (iiii) la FC est cinq fois supérieure a celle de I’Homme et la
relation force/fréquence est inversée (Hasenfuss, 1998).

(2) Une évaluation hémodynamique et cardiaque est faisable avec cette espece.

Cependant, elle présente un certain nombre de limites : (i) seule la technique de
télémétrie permet de réaliser une mesure invasive chez 1’animal éveill¢, sinon, elle
doit etre faite chez D’animal anesthési¢é (I’anesthésie étant responsable de
modifications des parametres) . La technique pléthysmographique de mesure de la
pression a la queue, une technique non-invasive, ne permet de recueillir que la PAS, la
mesure de la PAD n’étant pas fiable ; (ii) par ailleurs, 1I’évaluation cardiaque par
échocardiographie est pratiquée chez le rat, notamment chez le rat de Dahl et le SHR
(Escudero et al., 2004; Kihara and Sasayama, 1997; Masuyama et al., 2000; Ono et
al., 2002). Cependant, du fait de leur petite taille, la dimension des cavités cardiaques
est réduite, empéchant une évaluation complete de la fonction diastolique (flux
pulmonaire, DTI). Toutes les études limitent cette €valuation a 1’observation du flux
mitral. De plus, une FC rapide chez le rat dans un état éveillé nécessite une anesthésie
de I’animal afin de réduire le rythme. En effet, lorsque la FC est trop rapide, il y a
fusion des ondes E et A, rendant impossible I’évaluation du flux mitral, or 1’anesthésie
induit d’importantes modifications de la fonction cardiaque. Une étude a déja montré
des échocardiographies réalisées chez le rat conscient, mais 1’analyse se limitait a la

fonction systolique (Brooks et al., 2003).

Ainsi, malgré les grands avantages de cette espece, les difficultés d’avoir une bonne

évaluation de la fonction cardiaque et de la pression artérielle dans de bonnes conditions rend
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ce modele difficilement utilisable pour notre étude. Nous voulons justement pouvoir effectuer

une évaluation complete de la fonction cardiaque, avec le moins d’artefacts possibles.

6.2.Le chien

La physiologie cardiaque de cette espece présente de nombreuses similitudes avec I’Homme.
Une FC et une PA proches de I’ Homme, et une grande taille rendent ce modele tout a fait
adapté aux échocardiographies (Chetboul et al., 2005; Kirberger and Berry, 1992; Thomas et
al., 1993). De plus, il existe des modeles d’IC et d’HTA congénitales donc stables,
reproductibles et controlables (Baumwart et al., 2005; Nicolle et al., 2005; Tippett et al.,
1987).

Par contre, les grandes limites de cette espece sont : (1) sa taille, rendant le stockage difficile
et un colit tres élevé ne permettant pas d’avoir de grands effectifs ; (2) les problemes éthiques,
rendant ’utilisation de cet animal délicate.

Cette espece n’est pas utilisable dans nos conditions. Il nous fallait donc un animal se
rapprochant plus de I’Homme, avec une taille raisonnable mais suffisante pour faire une

bonne évaluation de la fonction cardiaque.

6.3.Le lapin

Cette espece nous a paru étre un bon compromis entre le rat et le chien pour nos études sur la
fonction cardio-vasculaire.

(1) Comparé au rat, le myocarde du lapin présente un certain nombre de similitudes a
celui de ’Homme : (i) les chaines lourdes § de la myosine sont prédominantes, (ii) le
réticulum sarcoplasmique contribue a 70% et I’échangeur Na'/Ca™ a 30% a la
recapture du Ca®, (iii) la relation force-fréquence est positive, (iiii) la FC est bien
moins élevée que celle du rat (Hasenfuss, 1998).

(2) La réalisation de mesures hémodynamiques, cardiaques et biochimiques est plus

facile, surtout lors d’études chroniques. En effet, a 1’inverse du rat, il est possible
d’effectuer une mesure des pressions artérielles de facon invasive dans un état
conscient sans avoir besoin d’utiliser la télémétrie. Par ailleurs, sa taille et une
fréquence cardiaque bien moins élevée dans un état conscient que le rat, permet de

faire une complete évaluation de la fonction ventriculaire gauche par
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échocardiographie et ceci dans un état éveillé. Différentes études ont déja effectué des
analyses cardiaques completes chez cette espece (cela sera surtout développé dans le
chapitre 1). Pour finir, sa plus grande taille et un prélevement sanguin plus facile
permettent de faire un certain nombre d’analyses biochimiques.

(3) Sa taille est raisonnable pour faire des études chroniques, avec tout de méme une

limite dans la taille des effectifs.

Un autre avantage de cette espece, tres important pour notre étude par rapport au rat, est une
meilleure réactivité aux divers agents imidazoliniques dans un état éveillé. En effet, des
études ont montré, chez le rat conscient, un effet hypotenseur faible d’agents imidazoliniques
tels que la rilménidine (Sannajust et al., 1992) alors que plusieurs études réalisées chez le
lapin conscient ont montré un effet hypotenseur significatif de ces agents (Burke et al., 1998;
Nagueh et al., 2000). Il semblerait que chez le rat éveillé, I’arc baroréflexe et les fibres
noradrénergiques soient assez puissants pour contrecarrer les effets, et ce mécanisme est

masqué lors d’une anesthésie avec le pentobarbital.

Cependant, ce modele n’est encore pas un modele optimal.
(1) 11 devrait présenter une cardiopathie avec une origine de la pathologie proche de celle
de I’Homme.
(2) Les symptomes de la pathologie doivent étre comparables a ceux de I’Homme.

(3) Le modele doit étre reproductible.

Or cette espece ne présente qu’un nombre limité de modeles génétiques dans les pathologies
cardiovasculaires. Comme exemple, nous pouvons citer des modeles transgéniques de
cardiomyopathie hypertrophique (mutation de la chaine lourde de myosine de type 3 ou
mutation de la troponine I) (Sanbe et al., 2005) ou encore des modeles d’athérosclérose
(surexpression de 1’apolipoprotéine A humaine ou le lapin Watanabe présentant une
hyperlipidémie) (Aliev and Burnstock, 1998; Fan and Watanabe, 2000). Seul un modele de
lapin présentant une dysfonction génétique du controle baroréflexe peut développer une
hypertension lorsqu’il est mis sous un régime surchargé en sel (Weinstock et al., 1996).

Il a donc fallu utiliser un modele iatrogene, comme ceux décrits dans le tableau 6, présentant

un maximum des caractéristiques décrites précédemment.
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Un seul type nous a réellement intéressé : le modele de Goldblatt qui est le plus utilisé chez le
lapin. Nous voulions observer les effets de produits inhibant I’activité sympathique. 11 nous
fallait donc un modele dont le facteur déclenchant de I'HTA était dépendant d’une
hyperactivité sympathique et nous avons pour cela choisi le modele de Goldblatt de type

1K, 1C. Les causes exactes de ce choix seront expliquées dans le chapitre suivant.

Le but premier de ce travail a donc été de mettre en place ce modele et de le valider sur
plusieurs niveaux : (1) obtenir une cardiopathie d’origine hypertensive proche de celle de
I’Homme, pouvant évoluer a long terme, vers une insuffisance cardiaque congestive ; (2)
avoir un modele adapté a des études chroniques ; (3) pouvoir réaliser, chez I’animal éveillé,

une évaluation complete de la fonction cardiaque.
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BUTS
DU TRAVAIL



Les deux buts de ce travail ont été :

(1) 1a mise en place d’un modele

(2) ’évaluation du profil global de I’effet des inhibiteurs sympathiques centraux

sur la fonction cardiaque, en fonction de I’étiologie et du stade évolutif de la

maladie.

Afin d’y répondre, ce travail a ét€ décomposé en 4 parties :

la validation d’un modele expérimental de cardiopathie hypertrophique chez le
lapin ;

une étude, en aigu, des effets hémodynamiques et cardiaques de différents
antihypertenseurs d’action centrale dans le modele présentant une hypertension
artérielle. Nous avons voulu vérifier ’adaptabilité du modele a ces substances et
essayer de faire une étude sélectivité/activité ;

une é&valuation chronique des effets cardiaques d’un produit de type
imidazolinique, la rilménidine en la comparant a un B-bloqueur, dans le modele
qui développe une hypertension artérielle. Nous avons alors essayé de répondre a
la premiere question : quelle est I’action de ces substances sur le remplissage du
ventricule ?

enfin, une étude comparative des différents effets cardiaques et symptomatiques de
trois traitements composés d’inhibiteurs sympathiques, périphériques ou centraux,
chez le lapin au stade terminal de la cardiopathie hypertensive. Nous avons donc
cherché a répondre a la deuxieme question : ces médicaments auraient-ils une
place dans le traitement de I'ICC et les mécanismes d’action des produits

différeraient-ils entre les médicaments de premiere et de deuxieme génération ?
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CHAPITRE 1

VALIDATION DU MODELE
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1. INTRODUCTION : CHOIX DU MODELE EXPERIMENTAL

Nous avons décidé d’effectuer nos études chez le lapin pour les diverses raisons citées dans
I’introduction : cette espece présente des similitudes dans la physiologie cardiaque avec celle
de ’'Homme, les facteurs hémodynamiques et cardiaques sont facilement mesurables et cette
espece est adaptée a des études chroniques.

Nous avons alors choisi de travailler sur le modele de Goldblatt, un modele de cardiopathie
hypertensive. Différents types de modeles de Goldblatt ont été décrits, les deux principaux
étant les modeles 1K,1C (One Kidney, One Clip) et 2K,1C (Two Kidney, One Clip)
(figure 1).

TWO KIDNEY .
PRESSUR‘-‘ RENIN  VOLUME

~ @ T High  Normal

ONE _KIDNEY

-y - @ 1o o

Figure 1 : Présentation des modeles 1K,1C et 2K,1C de Goldblatt (Laragh, 1991)

Ces modeles different dans les mécanismes impliqués dans le maintien de ’HTA. Dans les
deux modeles, la pose du clip induit une réduction du flux sanguin dans le rein clippé, ce qui
induit dans un premier temps, une augmentation de sécrétion de rénine et donc d’angiotensine
II responsable d’une vascoconstriction. Cette surpression permet alors de compenser la baisse
du flux rénal provoquée par la sténose. La sécrétion de rénine induit également une
augmentation de la synthese d’aldostérone responsable d’une rétention sodée, donc d’une
rétention d’eau. Dans une premiere phase, le développement de I’hypertension est donc
dépendant du systeme rénine-angiotensine, en réponse a une surcharge de pression. C’est dans
la deuxieme phase, la phase de maintien de I’hypertension, que les deux modeles se
différencient, le modele 2K,1C ne présentant pas la méme rétention sodée. En effet, la

présence du rein contro-latéral dans le modele 2K, 1C permet 1’excrétion sodée et donc d’eau ;
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le taux de rénine reste alors élevé, rendant le maintien de I’hypertension principalement
dépendant du systeme rénine-angiotensine. Inversement, la néphrectomie réalisée dans le
modele 1K,1C empéche cette excrétion sodée, induisant un rétrocontrdle négatif de la rénine
jusqu’a un retour aux valeurs de base ; le maintien de 1’hypertension est donc indépendant du
systeme rénine-angiotensine (Hall, 1991; Laragh, 1991). Cette différence entre les 2 modeles
a pu etre mise en évidence par I’administration d’un inhibiteur d’angiotensine II (salarazine) :
une normalisation de la pression artérielle n’a pu €tre observée que dans le modele 2K,1C
(Laragh, 1991).

Dans le modele 1K,1C, le maintien de I’hypertension est associé a 1’augmentation de volume
plasmatique, engendrée par la rétention d’eau (Hall, 1991). Afin de retrouver 1’homéostasie,
les nerfs afférents rénaux sont activés et vont alors activer le SNS central. Différentes études
ont mis en évidence I’importance du SNS dans ce modele : il a été montré une augmentation
de la NA plasmatique et de la demi-vie de ce neuromédiateur (Rauch and Campbell, 1988;
Tanaka et al., 1982; Vlachakis et al., 1984). Par ailleurs, la dénervation rénale, effectuée chez
le rat, induit une réduction de la pression artérielle associée a une réduction de la
concentration de NA dans 1’hypothalamus (Oparil, 1986). Le modele 1K,1C est donc un
modele d’hypertension présentant une hypervolémie plasmatique et dont le maintien de
I’HTA est totalement dépendant de 1’hypersympathicotonie.

Nous avons donc choisi ce modele pour notre étude, d’autant plus que 1’hypertension et les
complications cardiovasculaires déclenchées par cette opération sont plus séveres que dans le

modele 2K,1C.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Mise en place du modele expérimental de Goldblatt de type 1K,1C chez le lapin :
procédure chirurgicale

Pour ce travail, nous avons utilisé des lapins males de Nouvelle-Z€lande (centre d’élevage
freres Grimaud, Roussay, France) agés de 4 semaines et pesant entre 800 g et lkg. Les
lapereaux sont dispersés un par cage. Ils recoivent une alimentation standard et ont libre acces

a I’eau et a la nourriture. Les animaux sont a un cycle jour/nuit de 12h.
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Le modele d’hypertension artérielle de Goldblatt de type 1 rein, 1 clip ou 1K,1C a été
développé chez le chien par Goldblatt et al. en 1934.

Afin de réaliser ce modele, les animaux sont pré-médiqués avec un mélange kétamine
(16mg/kg, par voie intra-musculaire) — xylazine (5mg/kg, par voie sous-cutanée) puis
anesthésiés a I’isoflurane. Cette anesthésie est induite a 4% avec mélange air-oxygene a un
débit de 2 1/min a I’aide d’un masque facial. Puis, elle est maintenue a 2,5% durant toute
’opération.

Avant la chirurgie, la vitesse du flux rénal gauche est mesurée par échographie en mode
Doppler-couleur (Sonos 5500, Philips Ultrasound) a I’aide d’une sonde sectorielle de 12MHz.
La sonde est placée le long du rachis dorso-lombaire pour réaliser une coupe du rein selon son
grand axe. La vitesse du flux sanguin est évaluée par Doppler pulsé placé dans 1’artere rénale
segmentaire médio-latérale gauche avec un guidage par Doppler couleur.

Dans des conditions les plus aseptiques possibles, une incision est alors réalisée de chaque
coté de la paroi abdominale apres une anesthésie locale de la zone (lidocaine 2%). L’incision
droite permet de dégager et d’enlever le rein droit apres avoir ligaturé le pédicule. De la méme
maniere, I’incision gauche permet d’isoler et de sténoser I’artere rénale gauche. La sténose a
été réalisée sous une loupe binoculaire afin d’éviter toute altération du nerf rénal.

Pour la réalisation de cette sténose, deux méthodes ont été testées (figure 2) :

pyramide
de Malpighi

ramide
dgyMalpighl

papille rénale
papille rénale

bassinet ’
bassinel

artére rénale

—— cCuP
METALLIQUE

artére rénale

veine rénale veine rénale

uretére uretére

Figure 2 : Comparaison des 2 types de sténoses
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» la pose d’un clip métallique. Les épaisseurs testées ont été : 0,22 ; 0,23 ; 0,25 mm

Figure 3 : Schéma d’un clip

(figure 3).

» la mise en place d’une ligature enserrant 1’artere et une aiguille de diametre connu
(figure 2). L’aiguille est retirée apres réalisation complete de la ligature permettant
ainsi la reperfusion du rein. Plusieurs diametres d’aiguilles ont été testés : 0,4 ;

0,5 ;0,6 mm.

La paroi musculaire et la peau sont ensuite suturées plan par plan avec du fil résorbable
(Vicryl 3/0) et non résorbable (Ethibond 2/0), respectivement.

Afin d’effectuer une bonne évaluation du modele 1K,1C, le groupe 1K,1C est comparé a un
groupe témoin ayant subi la méme procédure mais n’ayant eu ni sténose, ni ablation du rein
droit. En fin d’opération, un antalgique, est administré a la dose de 0,05 mg/kg, en sous-

cutané et ce traitement est suivi sur 2 a 3 jours (temgésic®, Schering Plough, France).

Apres I’opération, une échographie rénale est effectuée afin de controler la baisse de flux
rénal. Tout animal n’ayant plus de flux est réopéré. En cas de deuxieme mesure non
conforme, I’animal est récusé pour la suite du protocole. Cette procédure dure en totalité entre
1h30 et 2h. L’échographie pré- et post-opératoire a permis de réduire le taux de mortalité : sur
les 5 semaines qui suivent I’opération, nous avons observé un taux de mortalité¢ de 18%,

généralement du fait d’une IC trop sévere.

2.2. Validation du modele
Pour une meilleure compréhension, nous précisons que les lapins ayant subi I’opération ont
dii etre séparés en deux groupes au moment de la validation, du fait de deux évolutions

différentes de la pathologie. Un groupe est nommé le groupe 1K,IC(HVG) et I'autre
1K,1C(I0).

61



2.2.1. Mesures hémodynamiques

5 et 10 semaines apres la chirurgie, les animaux sont évalués sur le plan hémodynamique.
Toutes les mesures sont réalisées chez 1’animal conscient.

Chaque lapin est placé dans une boite de contention. Suite a une anesthésie locale (Emla 5%,
Astra Zeneca, Suede), un cathéter est introduit dans 1’artere centrale d’une oreille. Ce cathéter
est connecté a un transducteur (Statham P23 DB tranducer, Gould Electronique, Courtaboeuf,
France), lui-méme reli€ a une table tracante (Gould BS271, France) et a un logiciel
d’acquisition de données (Biocal, Bioseb, France). Les pressions artérielles systolique (PAS),
diastolique (PAD) et moyenne (PAM=PAD+1/3*(PAS-PAD)), et la fréquence cardiaque (FC)

peuvent alors €tre enregistrées en continu.

2.2.2. Evaluation de la morphologie et de la fonction cardiaque par

échocardiographie

5 et 10 semaines apres 1’opération, une échocardiographie complete est réalisée chez 1’animal
conscient. Pour la mise en place du modele, nous avons dit déterminer la position de 1’animal
la mieux adaptée a nos études. Pour cela nous avons effectué 1’échocardiographie en
positionnant 1’animal de 3 facons différentes : sur le dos, sur le ventre et sur les pattes
arrieres, position que nous nommerons la position debout dans la suite du travail (figure 4).
Des groupes différents ont été utilisés pour chaque position (sur le dos n=28, sur le ventre n=

27 et en position debout n=33).

Figure 4 : Photos des différentes positions de I’animal, avec le positionnement de la sonde.
(A) sur le dos, (B) sur le ventre et (C) en position sur les pattes arrieres (position debout).
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L’échocardiographe utilisé est un appareil Sonos 5500 équipé d’une sonde sectorielle de
12MHz. Pour la réalisation de 1’échographie chez le lapin, nous avons suivi le protocole décrit
chez I’ Homme avec quelques adaptations en fonction de la position du cceur. Une analyse du
VG en mode TM est ainsi réalisée a partir de coupes paraternales bidimensionnelles en grand
axe et petit axe. Similairement a I’Homme, les diametres télédiastolique (DTD) et
télésystolique (DTS) sont définis respectivement comme le plus grand et le plus petit diametre
du VG. Une évaluation de la fonction systolique du VG peut alors étre réalisée en calculant la
fraction d’éjection (FE = [(VTD - VTS)/VTD] * 100, VTD et VTS = volumes télé-diastolique
et —systolique, respectivement) et la fraction de raccourcissement (FR = [(DTD-DTS)/DTD] *
100) dans les deux coupes. Les épaisseurs de la paroi postérieure du VG (PP) et du septum
inter-ventriculaire sont mesurées en mode TM en fin de diastole et de systole a partir de la
coupe parasternale grand axe (a D'extrémité des piliers de la valve mitrale). La fonction
systolique est aussi évaluée en mesurant la fraction de raccourcissement au niveau de
I’endocarde (a mi-paroi) (FRmd = [(DTD + Hd) — (DTS + Hs)] / (DTD + Hd) * 100, H
représentant la moitié de la somme des PP et S, d et s précisant en diastole et en systole,
respectivement). La masse du VG est calculée a partir d’une formule:
mVG=0.61[(PW+S+EDD)*-EDD’]+2.8, formule choisie en se réferant 2 une étude antérieure
réalisée chez le lapin (Plehn et al., 1993). Cette formule se base comme pour I’Homme sur un
modele de géométrie cubique et les index ont été calculés a partir d’une courbe de régression
de la masse du VG pesée en fonction de la formule cubique. L’épaisseur relative des parois
est mesurée a partir de la formule : ERP = (2 * PPd / DTD) * 100.

Le débit cardiaque (Q) est calculé a partir du diametre de 1’aorte (DAo), mesuré en mode TM
de la coupe grand axe, de la fréquence cardiaque (FC) et de ’intégrale temps-vitesse (ITV) du
flux aortique qui sont mesurés sur une coupe 5 cavités en placant la fenétre Doppler juste en
amont de la valve aortique. La formule utilisée est Q = (DA0/2)* * VTI * FC.

La fonction diastolique est évaluée a partir d’une coupe 4 cavités, avec une analyse des flux
transmitral et pulmonaire et une analyse de la vitesse de déplacement de 1’anneau mitral en
Doppler tissulaire (DTI). Pour le flux mitral, la fenétre Doppler est placée entre les extrémités
supérieures des 2 valves mitrales. Les parametres mesurés comportent : la vitesse des ondes E
(early) et A (atrial), le temps de décélération de 1’onde E (TDE) et la durée de ’onde A
(DurA). Le rapport E/A est calculé. Le temps de relaxation isovolumique (TRIV) est mesuré
en placant la fenétre doppler entre les valves mitrale et aortique. Le flux veineux pulmonaire

est enregistré sur veine pulmonaire droite/gauche supérieure en se guidant avec le Doppler
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couleur. Les parametres mesurés sont : la vitesse des ondes systolique (S), diastolique (D) et
atrial reversée (Ar) et la durée de I’onde Ar (DurAr). La différence entre la durée des ondes
Ar et A est calculée. Le Doppler tissulaire (DTI) permet d’évaluer la fonction diastolique
indépendamment de la précharge, en mesurant la vitesse des ondes Ea (early), Aa (atrial) et Sa
(systolic) de I’anneau mitral sur le coté septal et latéral. Dans la validation du modele, nous
avons mesuré ces valeurs sur les deux cOtés, mais par la suite nous n’avons pris les valeurs
que sur le coté septal du fait d’une meilleure fenétre acoustique, comme chez I’Homme. Les
rapports Ea/Aa et E/Ea sont calculés. Ainsi, une évaluation complete similaire a celle

effectuée chez I’ Homme a pu étre réalisée.

2.2.3. Cathétérisme intra-ventriculaire

Les mesures hémodynamiques dans le ventricule gauche sont réalisées 10 semaines apres
I’opération. Une anesthésie a I’isoflurane est induite chez 1’animal a 3.5% puis maintenue a
2.5%. Une anesthésie locale avec de la lidocaine est effectuée entre 2 cotes au niveau du 4™
espace inter-costal. Un cathéter est connecté au transducteur Statham Db23, lui méme
connecté a un systeme d’acquisition de données (Biocal, Bioseb, France) et a une table
tracante. Le cathéter est directement introduit dans le VG par ponction cardiaque. Différents
parametres sont alors enregistrés pendant 1 minute apres une période de stabilisation de 5

minutes : les pressions ventriculaires télé-diastoliques et -systoliques (PDTVG et PDSVQG), la

pression systolique, I’indice de tau (t), dP/dt min et dP/dt max et la fréquence cardiaque (FC).

2.2.4. Analyse post-mortem

En fin d’étude, c’est a dire 10 semaines post-opératoire pour les lapins 1K,1IC(HVG) et la
majorité des lapins témoins, et 5 semaines pour les lapins 1K,1C(IC) et quelques lapins
témoins, les animaux sont sacrifiés par injection intra-veineuse d’une dose létale de
pentobarbital sodique.

Les poumons, le rein et le cceur des lapins témoins et 1K,1C sont prélevés et pesés. Les 4
cavités cardiaques sont pesées séparément, une rondelle du ventricule gauche est placée dans

du formol et le reste est congelé a —80° apres avoir été plongé dans de 1’azote liquide.
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2.2.5. Histologie

Apres étre restée au moins 15 jours dans le formol, chaque rondelle de VG est placée dans
une cassette numérotée et fermée. La phase d’inclusion dans la paraffine est réalisée par le
service d’anatomie pathologique dirigé par le Dr. Gasser a 1’hopital Emile Muller a
Mulhouse.
Des coupes de 4um d’épaisseur sont alors réalisées a partir du bloc de paraffine. Ces coupes
sont montées sur lame lysinée et les lames sont mises a sécher dans une étuve a 37°C pendant
4 heures.
2 types de colorations sont réalisés :

» Hématoxyline-Eosine
Dans un premier temps les lames sont réhydratées par trempages successifs dans un bain de
xylene, d’alcool puis d’eau. Les prélevements sont alors incubés dans un bain d’hématoxyline
pendant 3 minutes (surgipath synthelabo) puis rincés par un passage rapide a 1’eau courante.
Les coupes sont différenciées sous un filet d’'un mélange d’alcool pur, d’eau distillée et
d’HCIl, puis rincées a 1’eau courante. L.’étape suivante est la coloration des coupes dans un
bain d’€osine pendant 5 minutes. Les lames sont ensuite rincées a I’eau courante et trempées
dans un bain d’alcool et de xylene avant d’étre montées sur lamelle.
Cette coloration permet de visualiser les noyaux cellulaires en noir (hématoxyline) et le
liquide intra-cytosolique en rouge (€osine). A partir de ces lames nous pouvons mesurer la
taille des cardiomyocytes. Nous avons pour cela mesuré le diametre des cardiomyocytes
coupés transversalement et corrigé cette mesure afin d’avoir les valeurs en millimetres carrés.

Cette étude est faite a I’aide du logiciel Image J.

» Trichrome de Masson
Cette coloration se réalise en 7 stades : (1) réhydratation des lames par leur passage successif
dans un bain de xylene, d’alcool et d’eau ; (2) Bain d’hématoxyline pendant 3 minutes puis
rincage a ’eau courante ; (3) Bain dans le colorant Ponceau-Fushine pendant 5 minutes puis
rincage rapide sous 1’eau courante ; (4) Bain d’acide phosphomolybdique (1% p/v) pendant 5
minutes ; (5) directement apres le dernier bain, les lames sont incubées 2 a 5 minutes dans une
solution de bleu d’aniline (1g dans 2,5 ml d’acide acétique et 100 ml d’eau distillée) ; (6)
différentiation dans un bain d’acide acétique (1:100 v/v d’eau distillée) et (7) réhydratation

(0,1 ml d’acide acétique dans 100ml d’éthanol) puis montage sur lamelle.
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Cette coloration permet de visualiser les dépots de collagene (bleu), les noyaux (noir) et le
cytoplasme (rouge). Il est ainsi possible de déterminer la présence d’une fibrose interstitielle

et d’une fibrose péri-vasculaire.

2.2.6. Analyse sanguine

A 5 et 10 semaines, dans les différents groupes de lapins conscients, du sang est prélevé dans
un tube hépariné. Il est centrifugé pendant 10 min a 2500 tr/min, le plasma est récupéré et
congelé a - 20°C. Les concentrations plasmatiques d’urée, de créatinine, de sodium, de
potassium, de chlore et de protéines ont été mesurées. Les résultats des lapins 1K,1C(IC) et
1K,IC(HVG) ont chacun été¢ comparés avec les valeurs chez les lapins témoins a 5 et 10

semaines, respectivement.

2.2.7. Statistiques

¢ La comparaison de 2 groupes est effectuée avec le test t de Student non apparié. Les
données sont rapportées a la valeur moyenne + SEM.

¢+ La comparaison de plus de 2 groupes est réalisée par le test de variance ANOVA qui est
suivi par le test de Bonferroni afin de localiser les différences entre les groupes.

% La significativité de la corrélation (corrélation mVG écho/mVG pesée et de la corrélation
tau/TRIV) est estimée en utilisant le test de Pearson.

¢ Une étude de variabilité est effectuée pour les mesures échocardiographiques dans le
groupe de lapins en position debout. Pour cela, nous avons utilisé la méthode de Bland et
Altman (Bland and Altman, 1986). La variabilité est exprimée comme la moyenne des
différences entre 2 observations + 2 fois 1’écart-type (coefficient de variation). Lorsque la
variabilité est faible, la moyenne des différences approche de 0, et le coefficient de variation
doit etre faible. La variation entre 2 mesures est également calculée comme la différence
moyenne entre les observations, divisée par la moyenne des observations et exprimée en

pourcentage d’erreur.

Pour toutes ces études le seuil de significativité est fixé aux valeurs de *p=<0,05.
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3. RESULTAT 1: CHOIX DE LA PROCEDURE DE STENOSE

3.1. Sténose par clip

Pour la réalisation du modele 1K,1C chez le lapin, nous avons suivi le protocole décrit par
une étude de ND McElroy et al. (McElroy and Zimmerman, 1990). L hypertension y est
induite chez le lapereau en posant un clip de 0,22 cm d’épaisseur. Cependant, dans notre
étude, nous avons obtenu une forte mortalité, 2/3 des lapins opérés sont morts dans les 3
semaines suivant 1’opération, dont 63 % le lendemain de 1’opération. Nous avons alors testé
des clips de 0,23 et 0,25 cm d’épaisseur sur 2 groupes de 3 lapins, mais nous avons eu 100 %
de mortalité dans les 2 groupes. Une hypothese pour expliquer cette forte mortalité pourrait
étre qu’en remettant le rein dans I’abdomen apres la pose du clip, ce dernier vrille et bloque
ainsi totalement le flux rénal.

Nous avons donc décidé de réaliser une sténose par ligature.

3.2. Sténose par ligature

Aucune étude n’avait décrit ce type de sténose dans le modele 1K,1C, il nous a donc fallu
déterminer un diametre de sténose adéquat. 3 diametres d’aiguilles ont été testés : 0,4 ; 0,5 ;
0,6 mm. Nous avons pu vérifier ces sténoses par échographie rénale et suivre les
conséquences cardiaques par échocardiographie.

3 lapins ont eu une sténose a 0,4 mm, le flux rénal passe de 38 a 10 cm/s en pré- et post-
opératoire respectivement, soit une chute de 74 %. Au niveau de la sténose, nous avons
mesuré une vitesse de flux de 223 cm/s. Mais dans les 15 jours suivant 1’opération, nous
avons eu 100 % de mortalité.

Nous avons alors testé une sténose de 0,5 mm de diametre chez 6 lapins. Le flux rénal passe
de 40+1 a 1243 cm/s en pré- et post-opératoire respectivement, soit une chute de 70 %. Au
niveau de la sténose nous avons mesuré une vitesse de flux de 185+12 cm/s. Mais sur les 6
lapins opérés, 1 est mort le lendemain de l’opération et 3 autres ont développé une
insuffisance cardiaque sévere au bout de 15 jours (fraction de raccourcissement égale a
10+1 % et fréquence cardiaque de 286+13 bpm).

Le diametre adéquat de la sténose a été€ de 0,6 mm. Sur I’ensemble des lapins opérés, nous

avons obtenu 18 % de mortalité dans les 5 semaines suivant I’opération. Le flux rénal est
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diminué de 61 %, avec un flux passant de 36+l a 14+1 cm/s en pré- et post-opératoire
respectivement (figures 5, figure 6 A, B et D). Au niveau de la sténose, la vitesse moyenne du

flux sanguin est de 151+7 cm/s (figure 6C).

Mesure par échographie
de la vitesse du flux rénal
avant et aprés l'opération

vitesse du flux (cm/s)

pré-op post-op

Figure S : Comparaison du flux rénal gauche avant et apres la pose du clip durant I’opération
par le test de Student **p<0,01.
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Figure 6 : Echographie rénale. A.Coupe longitudinale du rein gauche en Doppler Couleur,
arteres en rouge et veines en bleu. B. Mesure du flux intra-rénal par Doppler pulsé avant
I’opération. C. Visualisation de la sténose de I’artere rénale par Doppler Couleur. D. Mesure
du flux intra-rénal par Doppler pulsé apres la sténose.
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3.3. Conclusions

Toutes les opérations ont donc été effectuées sous le controle d’une échographie rénale et en

réalisant une sténose standard par ligature avec une aiguille de 0,6 mm.

4. RESULTATS 2: CONSEQUENCES HEMODYNAMIQUES ET
RENALES DE LA CHIRURGIE

Les lapins ayant subi une opération sans néphrectomie ni sténose ont ét€ nommés témoins, et
ceux ayant subi une néphrectomie et une sténose de I’artere rénale gauche ont été nommés
1K,1C.

Comme précisé dans le paragraphe 2.2 de la partie « matériel et méthodes », 5 semaines apres
I’opération, nous avons dit sous-grouper le groupe 1K,1C. En effet, 60 % ont développé une
hypertension artérielle et 40 % une insuffisance cardiaque congestive avec absence
d’hypertension. Nous avons donc nommé ces groupes respectivement, 1K,1IC(HVG) et

1K, 1C(IC).

4.1 Lapins 1K, 1C(HVG)

4.1.1 Pression artérielle et fréquence cardiaque

5 semaines apres I’opération, nous avons dans un premier temps validé notre modele sur 10
lapins témoins et 12 lapins 1K,1C(HVG), en mesurant la pression artérielle par voie sanglante
dans I’artere centrale de 1’oreille, ceci en placant 1I’animal éveillé dans une boite de contention
et en immobilisant la téte. Mais cette immobilisation a induit un important stress, les pressions
artérielles systoliques (PAS), diastoliques (PAD) et moyennes (PAM) des lapins témoins et
1K, IC(HVG) étaient alors de 90+3 et 145+4 mmHg, de 71+2 et 108+3 mmHg et de 79+2 et
120+3 mmHg, respectivement. La fréquence cardiaque (FC) était de 227+9 et 234+8 bpm,
dans les groupes témoin et 1K,1C(HVG), respectivement.

Nous avons par la suite décidé d’effectuer ces mesures en laissant la boite ouverte pour
réduire au maximum le stress qui est un important facteur influencant les valeurs de la

pression et de la fréquence cardiaque. Nous avons quand méme observé dans 2 autres groupes

69



(7 lapins témoins et 16 lapins 1K,1C(HVG)), subissant un moins fort stress, une augmentation
importante de la pression artérielle chez le lapin 1K,1C(HVG). Les PAS, PAD et PAM
augmentent de 87+1 a 133+2 mmHg, de 671 a 108+2 mmHg et de 751 a 116+2 mmHg
(figure 7A) respectivement, comparé au groupe témoin. La fréquence cardiaque est inchangée
(Figure 7B). Nous avons donc gardé ces dernieres valeurs comme référence, et toutes les

mesures ultérieures ont été effectuées en laissant la bofte de contention ouverte.

A Pression artérielle moyenne B A .
Fréquence cardiaque

PAM (mmHg)

1K,1C(HVG)

Témoin 1K,1C(HVG) Témoin

Figure 7 : Comparaison de la pression artérielle moyenne (A) et de la fréquence cardiaque
(B), 5 semaines apres 1’opération entre les groupes témoin et 1K,1C(HVG) par le test t non

apparié de Student **p<0,01.

10 semaines apres I’opération, I’hypertension artérielle est maintenue, les PAS, PAD et PAM
sont respectivement 136+2, 111+4 et 11943 mmHg, alors que pour le groupe témoin, elles
sont respectivement de 82+1, 63+1 et 69+1 mmHg. La fréquence cardiaque est de 204+10 et

21345 bpm dans les groupes 1K,1C (HVG) et témoin, respectivement.

4.1.2 Dosages sanguins

Urée Créatinine  Protéines  Sodium  Potassium  Chlore
(mmol/l) (mmol/l) (g/l) (mmol/l)  (mmol/l)  (mmol/l)
2) Témoin| 35%0.3 83+4 50+£0,5 146+0,5 5,7+0,2 1011
1K,1C(HVG) 7,6+0,7 116+7 48+0,5 14609 6,2+0,4 103+2
significativité p<0,01 p<0,01 P<0,05 ns ns ns

Tableau 1: comparaison des dosages sanguins entre les lapins témoins et les lapins
1K, IC(HVG), 10 semaines post-opératoire, effectuée par le test t non apparié de Student.
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La fonction globale du rein est quantifiée par la filtration glomérulaire, qui peut étre mesurée
par deux marqueurs : la créatinine, le marqueur le plus utilisé et 1’'urée, un marqueur moins
fiable, qui a lui seul ne permet pas de faire de diagnostic sur la fonction rénale. Le taux de
créatinine et d’urée sont inversement liées a la filtration glomérulaire (site internet :
www.nephrohus.org). Ainsi, 1’augmentation significative des concentrations d’urée et de
créatinine que nous observons, met en évidence une altération de la fonction rénale.
Cependant, cette insuffisance rénale n’a pas de conséquence néfaste sur 1’équilibre hydro-
sodé ou la kaliémie, les parametres sont comparables a ceux des lapins témoins. Mais le taux
de protéines globales est réduit (tableau 1).

Par ailleurs, la pesée du rein gauche, apres le sacrifice de I’animal, montre une augmentation
du poids du rein comparé au rein gauche d’un animal témoin : 14,1+0,6 vs 9,4+0,3 g (p<0,05)
dans les groupes 1K,IC(HVG) et témoin respectivement. Cependant, cette augmentation
n’équivaut pas au poids des deux reins de I’animal témoin (20,3+1 g). La masse rénale dans le
groupe 1K, 1C(HVG) est inférieure a celle du groupe témoin. Le rein ne retrouve donc pas une
capacité rénale fonctionnelle suffisante.

Ce modele présente donc une insuffisance rénale sans altération de la natriurie et de la

kaliémie.

4.2 Lapins 1K, 1CJIC)

4.2.1 Pressions artérielles et fréquence cardiague

5 semaines apres 1’opération, ce groupe ne développe pas d’hypertension significative : les
PAS, PAD et PAM sont respectivement de 99+9, 71+7 et §1+8 mmHg versus 90+3, 71+2 et
79+2 mmHg dans le groupe témoin (figure 8A). Par contre, nous observons une forte
tachycardie, la fréquence passe de 23448 a 283+10 bpm comparée au groupe témoin (p<0,01)

(figure 8B).
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Figure 8 : Comparaison de la pression artérielle moyenne (A) et de la fréquence cardiaque
(B), 5 semaines apres 1’opération entre les groupes témoin et 1K,1C(IC) par le test t non
apparié de Student **p<0,01.

4.2.2 Dosages sanguins

Urée Créatinine  Protéines  Sodium  Potassium  Chlore
(mmol/l) (mmol/l) (g/l) mmol/l ~ (mmol/l)  (mmol/l)

3) Témoin| 5%0.3 81+4,7 45+1,1 14730 5,004 102+1
1K,1C(IC) 9+2,1 103x12 4624 15752  6,240,5 1104
Significativité p<0,05 p=0,05 p=0,05  p<0,05 ns p<0,05

Tableau 2: Comparaison des dosages sanguins entre les lapins témoins et les lapins
1K, 1C(IC) 5 semaines post-opératoire par le test t non apparié de Student.

L’augmentation significative des concentrations plasmatiques d’urée et de créatinine met en
évidence une baisse de la filtration glomérulaire et donc une altération de la fonction rénale
chez les lapins 1K,1C(IC). Cette insuffisance rénale, a I'inverse du lapin 1K,1C(HVG), est
accompagnée d’un déséquilibre hydro-sodé. En effet, la concentration sodique est élevée,
entralnant une déshydratation intra-cellulaire. Lorsque la filtration glomérulaire est fortement
réduite, elle peut-etre accompagnée d’une hyperkaliémie. Dans notre groupe 1K,1C(IC), cette
valeur tend a étre augmentée mais cela n’est pas significatif. Le taux de protéines est réduit et
la concentration de chlore est augmentée, cette derniere n’allant cependant pas dans le sens de
I’hypernatrémie (tableau 2).

Par ailleurs, nous avons observé une augmentation du poids du rein gauche comparé au

groupe témoin (10,9+0,6 vs 9,4+0,2 g, p<0,05). Cette différence est d’autant plus significative
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lorsque nous rapportons ce parametre au poids de 1’animal (4,9+0,2 vs 2,9+0,1 g pour les
groupes témoin et 1K,1C(IC) respectivement, p<0,001). Les lapins 1K,1C(IC) développent

donc également une insuffisance rénale.

Nous n’observons aucune différence significative des concentrations d’urée et de créatinine,
ou du poids des reins, entre les animaux 1K,IC(HVG) et 1K,1C(IC). Ils ont donc une
insuffisance rénale équivalente, avec cependant une augmentation de la rétention sodée chez

le lapin 1K,1C(IC) reflétant une hypervolémie.

4.3 Conclusion

Ces 2 modeles iatrogenes développent une insuffisance rénale, avec la présence d’une
hypernatrémie dans le modele 1K,1CIC).

Une hypertension artérielle n’est observée que dans le groupe 1K, 1C(HVG).
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S RESULTATS 3: EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE
DANS LE MODELE 1K,1C DE GOLDBLATT
= Choix d’une position adaptée pour I’échocardiographie

Les échocardiographies ont toutes été effectuées chez le lapin conscient. Nous avons, dans un

premier temps, cherché a déterminer la position de 1’animal la plus appropriée pour I’examen.

Dans un premier temps, nous avons choisi d’effectuer les échocardiographies en positionnant
le lapin sur le dos (position dorsale) ; deux personnes sont alors nécessaires pour effectuer la
manipulation. Cette position nous permet d’obtenir la meilleure fenétre acoustique pour
effectuer une évaluation complete de la fonction diastolique (flux mitral, flux pulmonaire,
DTI a partir d’une coupe 4 cavités) et de la fonction systolique (coupes TM grand et petit
axes). Par contre, elle induit en méme temps un stress important, mais variable suivant les

animaux. Ce stress ne s’atténue pas chez tous les animaux avec un entrainement.

Nous avons également choisi la position la plus physiologique pour I’animal : posé sur ses 4
pattes (position ventrale), sur les genoux de 1’expérimentateur qui peut alors effectuer seul la

manipulation. Dans cette position, le stress est alors tres réduit.

La troisieme position testée a été la position debout (sur ses deux pattes arrieres), sur les

genoux de I’expérimentateur qui peut alors effectuer seul I’examen échocardiographique.

Afin de déterminer la position la plus adaptée, nous avons fait une comparaison des 3
positions dans les trois groupes de lapins : Témoin, 1K,1C(HVG) et 1K,1C(IC). Nous avons
ainsi évalué les fonctions systolique et diastolique, et le remodelage du VG. Une limite de
cette étude est que des groupes différents ont été utilisés pour chaque position.

Chacun des tableaux (tableaux 3, 4 et 5) présentés ci-dessous, présentent un groupe dans les 3

positions testées.
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Tableau 3 : Comparaison des échocardiographies effectuées sur le dos (n=10), sur le ventre
(n=7) et en position debout (n=7) chez les lapins témoins, réalisée par le test ANOVA avec
*p<0,05, **p<0,05 dos vs ventre et dos vs debout.




Parametres dos ventre debout
Echocardiographie 2D (grand axe
DTD (mm) 143+0,4 16,7 0,4 ** 16,5+ 0,3 **
DTS (mm) 9,404 11,3+04* 11,0+ 0,3 **
FR (%) 35+17 33+1,1 33+0,9
FE(%) 68 £2,2 64+1,6 65+1,3
FR mi-paroi (%) 162 24 £1,7* 22 +0,9**
Epaisseur septum (mm) 2,5+0,2 3,1+0,2 2,7+0,1
Epaisseur paroi postérieure (mm) 3,0+0,1 3,0+0,1 2,7+0,1
épaisseur relative des parois (%) 42+2 36+1,9 33+15*
Masse VG (g) 49+04 73+0,5 6,0+0,3
Masse VG/poids corps (g/kg) 29+0,1 3,1£0,2 2,6 0,1
Fréquence cardiaque (bpm) 241 £ 9,1 209+75* 211 24,7 *
Débit cardiaque (ml/min) 774 £ 42 794 + 87 849 + 40
Flux mitral
Vitesse de I'onde E (cm/s) 69,6 +4,5 40,4 +22* 478 +22*
Vitesse de I'onde A (cm/s) 52,6 +1,0 52,9+1,6 55,5+24
E/A 1,5+0,6 0,8 +0,04 ** 0,9 + 0,04 **
TDE (ms) 415+£3,9 50+53 49+21
Durée de I'onde A (ms) 36,5+4,0 61 +£3,7* 45+£22*
TRIV (ms) 50,6 +1,3 53+23 56+1,8
Flux veineux pulmonaire
Vitesse de I'onde S (cm/s) 45,4 + 3,1 439+1,9 449 +1,7
Vitesse de I'onde D (cm/s) 38,2+2.2 372+1,9 36,4+1,3
S/D 1,2+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1
Vitesse de I'onde Ar (cm/s) 185+1,3 18,4+0,8 18,4 +0,8
Durée de I'onde Ar (ms) 39,4+4,0 46+1,6 44 +1,2
Durée(Ar - A) (ms) 29+40 -15+29* 53+16"
Vitesse de 'anneau mitral (lateral)
Vitesse de I'onde Ea (cm/s) 53+0,5 55+04
Vitesse de 'onde Aa (cm/s) 6,6+0,5 6,0+0,3
Vitesse de I'onde Sa (cm/s) 6,2+0,7 71+03
Ea/Aa 0,9+0,1 0,9+0,1
E/Ea 14,0+1,3 9,1+0,7*
Vitesse de I'anneau mitral (septal)
Vitesse de I'onde Ea (cm/s) 47+04 48=+0,2
Vitesse de I'onde Aa (cm/s) 50+0,5 49+0,2
Vitesse de I'onde Sa (cm/s) 58+04 57+0,3
Ea/Aa 0,9+0,1 1,0+0,1
E/Ea 15,9 +1,1 10,5+0,8 **

Tableau 4 : Comparaison des échocardiographies effectuées sur le dos (n=12), sur le ventre
(n=11) et en position debout (n=16) chez les lapins 1K,1C(HVG), réalisée par le test ANOVA

avec *p<0,05, **p<0,05 dos vs ventre et dos vs debout et §p<0,05 ventre vs debout
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Parametres dos ventre debout
Echocardiographie 2D (grand axe
DTD (mm) 242+0,8 259 +1,1 22,4+0,9
DTS (mm) 21,4+0,8 227+1,0 20,1+0,9
FR (%) 10+0,8 12+0,9 10+1,0
FE(%) 24+ 16 28+1,9 2424
FR mi-paroi (%) 7+1,1 10+0,9 7+0,8
Epaisseur septum (mm) 2,0+0,3 2,1+0,1 1,9+0,1
Epaisseur paroi postérieure (mm) 22+0.1 1,8+0,1 1,9+0,2
épaisseur relative des parois (%) 18+1,1 14+1,0 17£17
Masse VG (g) 89+1,1 92+0,9 6,9+0,3
Masse VG/poids corps (g/kg) 4,0+0,5 3,8+0,3 3,4+0,1
Fréquence cardiaque (bpm) 274 +£16,2 254 +10,2 256 + 8,0
Débit cardiaque (ml/min) 530+ 154 368 +49 * 382 +69*
Flux mitral
Vitesse de I'onde E (cm/s) 92,4+ 16,9 64.4 +3.5 69,8 + 3,4
Vitesse de I'onde A (cm/s) 20,8+ 10,2 19.2+25 222+3,4
E/A 13,2+4,9 46+14* 47+1,3*
TDE (ms) 31+48 25+1.8 29+15
Durée de I'onde A (ms) 16 +7,1 33+38* 31+£35"
TRIV (ms) 46+£34 4224 49+20
Flux veineux pulmonaire
Vitesse de I'onde S (cm/s) 34,7+5,8 32.0+34 282+4,4
Vitesse de I'onde D (cm/s) 37,0+£6,9 40.5+3.6 39,0+ 3,8
S/D 1,0+0,1 0.8+0.1 0,7+0,1
Vitesse de I'onde Ar (cm/s) 23,0+4,7 23414 209+15
Durée de I'onde Ar (ms) 44 +45 5129 50+2,3
Durée(Ar - A) (ms) 29+7.2 20.1+5.9 19,4+ 3,4
Vitesse de 'anneau mitral (lateral)
Vitesse de I'onde Ea (cm/s) 3,9+0,8 42+0,6
Vitesse de 'onde Aa (cm/s) 25+0,6 42+0,3
Vitesse de I'onde Sa (cm/s) 33+0,5 47+04
Ea/Aa 1,7+0,3 1,0+0,2
E/Ea 40,7 £ 20,7 18,4 +2,0
Vitesse de I'anneau mitral (septal)
Vitesse de I'onde Ea (cm/s) 35+05 35+04
Vitesse de I'onde Aa (cm/s) 26+0,3 40+0,3
Vitesse de I'onde Sa (cm/s) 3,3+0,3 42+0,3
Ea/Aa 1,4+0,2 0,9+0,2
E/Ea 30,9+8,2 19,6 +2,2

Tableau 5 : Comparaison des échocardiographies effectuées sur le dos (n=6), sur le ventre
(n=9) et en position debout (n=10) chez les lapins 1K,1C(IC), réalisée par le test ANOVA
avec *p<0,05 dos vs ventre et dos vs debout.
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5.1 Fréquence cardiaque et fonction systolique

En position dorsale, dans les 3 groupes, nous avons observé une augmentation de la fréquence
cardiaque indiquant un stress par rapport aux 2 autres positions. Elle augmente de 14%, 15%
et 8% dans les groupes témoin, 1K,IC(HVG) et 1K,1C(IC) respectivement. Mais cette
différence n’est significative que dans le groupe HVG (p<0,05). L absence de significativité
dans le groupe 1K,1C(IC) peut s’expliquer par une tachycardie de base déja tres importante
lors de 1’évaluation hémodynamique, donc une forte augmentation est impossible.

Dans les groupes témoin et 1K, 1C(HVG), les diametres télé-systoliques et -diatoliques sont
réduits lorsqu’ils sont placés sur le dos. Cela peut étre expliqué par le fait que la tachycardie
empeche le VG de se remplir totalement, réduisant ainsi le DTD, mais comme le VG garde
une bonne contractilité, le DTS est aussi réduit permettant alors une systole normale. En effet,
la baisse équivalente des deux diametres induit un maintien des fractions d’éjection (FE) et de
raccourcissement (FR) mesurées au niveau des fibres endocardiques, la FE est méme

légerement augmentée.

L’évaluation de la fonction systolique ne se limite pas a une évaluation de la contractilité des
fibres endocardiques (Aurigemma et al., 1995). L’évaluation de la contractilité des fibres a
mi-paroi donne une meilleure analyse de la fraction de raccourcissement. Nous avons ainsi pu
révéler une altération de la fonction systolique lorsque 1’animal est placé sur le dos. En effet,
dans le groupe 1K,IC(HVG), le positionnement sur le dos, un facteur de stress, induit une
réduction significative de la FRmd (p<0,01) comparé aux autres positions. Ce parametre
évalue la contractilit¢ des fibres a mi-paroi et une étude a pu mettre en évidence une
corrélation positive entre la FRmd et le flux coronaire (Sasaki et al., 2000). Ainsi, un stress
pourrait induire une hypoperfusion et une ischémie pourrait €tre révélée par la baisse de la
FRmd. La présence de 1’hypoperfusion dans le VG hypertrophié est confirmée par le fait que
le positionnement sur le dos n’affecte par le parametre de contractilité chez le lapin témoin,
donc ce risque d’ischémie n’est pas présent dans un ventricule non-hypertrophié.

Chez les lapins 1K,1C(IC), les diametres du VG ne sont pas modifiés par la position, et la
FRmd que 1égerement réduite. Cette valeur étant déja fortement réduite dans ce groupe, une

baisse plus importante de ce facteur pourrait etre 1étale lors d’un effet de stress.
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5.2 Fonction diastolique

Le placement des lapins témoins et 1K,1IC(HVG) sur le dos induit de fortes modifications des
parametres diastoliques comparés aux deux autres positions. Par contre, les parametres
diastoliques dans les trois positions sont comparables chez les 1K,1C(IC).

Différents parametres échocardiographiques permettent d’évaluer les pressions de
remplissage du VG : la vitesse de I’onde E, le rapport E/A, le rapport E/Ea ou encore la
différence entre les durées des ondes Ar et A. Nous avons ainsi pu montrer, dans les groupes
témoins et 1K, 1C(HVG), une augmentation des pressions de remplissage du VG. La vitesse
de I'onde E du flux mitral est augmentée d’environ 40 % dans le groupe témoin par rapport
aux 2 autres positions, et celle du groupe 1K,1IC(HVG) est augmentée de 73% et 55%
comparée aux positions ventrale et debout, respectivement. Cela se traduit par une
augmentation du rapport E/A, significative pour le groupe 1K,1C(HVG), et une augmentation
significative du rapport E/Ea, mesurée du coté latéral et septal de I’anneau mitral, dans les 2
groupes, par rapport a la position debout. Le DTI n’a pas pu etre effectué sur le ventre du fait
des difficultés a obtenir une fenétre acoustique adaptée. Dans le groupe 1K,1C(HVG), le
diagnostic d’une augmentation des pressions de remplissage, en position dorsale, est accentué
par une diminution de la durée de I'onde A du flux mitral, et ainsi par une réversion du
parametre Dur(Ar-A). En effet, une augmentation des pressions de remplissage ventriculaire
va réduire I’entrée du sang dans le VG lors de la phase active du remplissage (baisse de la
durée de A), mais la contractilit¢ de ’OG étant normale chez le lapin 1K,IC(HVG), le sang
va retourner dans les veines pulmonaires du fait de 1’absence de valve entre ces deux
compartiments (augmentation de la durée de Ar). Dans le groupe 1K,1C(IC), I’absence de
modification des pressions de remplissage en position dorsale est peut étre due au fait que les
pressions de remplissage sont déja élevées, une augmentation supplémentaire est alors

impossible.

5.3 Evaluation de la masse ventriculaire gauche

L’évaluation de ce parametre (mVG) dépend beaucoup de la qualité de la fenétre acoustique.
Pour déterminer la position la plus adaptée, nous avons regroupé les groupes témoin et
1K,IC(HVG) dans chaque position. Nous n’avons pas inclus le groupe 1K,1C(C) car le

remodelage des insuffisants cardiaques est sphérique. L’équation calculant la masse du VG a
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comme base une forme éllipsoide, donc cette équation est moins adaptée au VG qui a pris une
forme sphérique. De ce fait nous n’avons pris que les lapins ayant un VG de forme
éllipsoidale. Une corrélation des mVG mesurées par échocardiographie a alors été effectuée a
10 semaines post-opératoire avec la masse du VG pesée post-mortem au méme age. En
rapportant ces masses au poids de 1’animal, nous avons obtenu une corrélation positive

significative pour chacune des positions, mais de qualité différente selon la position.
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Figure 9 : Corrélation entre la masse du ventricule gauche rapportée au poids (mVG/pds)
mesurée par échocardiographie et la mVG/pds obtenue par pesée directe dans les trois
positions de 1’animal: (A) position dorsale, (B) position ventrale et (C) position débout.

Sur le ventre, la masse est surévaluée, ceci serait dii a une fenétre acoustique moins bonne
pour visualiser le grand et le petit axe par rapport aux autres positions (figure 9B). Nous
avons observé une meilleure corrélation sur le dos et debout avec cependant une sous-
évaluation de la masse a I’échocardiographie par rapport a la masse pesée (figure 9A et 9C).
Cette observation a déja été faite dans des travaux antérieurs (Plehn et al., 1993). La position
debout semble étre la plus appropriée, on obtient la meilleure corrélation (pente de 0,93 et

1,=0,86) (figure 9C).

Ainsi la position la plus appropriée a notre étude est le placement de I’animal debout. Sur le

dos, la fenétre acoustique est bonne, mais le stress est trop intense, ce qui induit de fortes
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modifications de la fonction cardiaque, non observées en positionnant 1’animal sur le ventre
ou debout. De plus, pour les lapins en insuffisance cardiaque, la position dorsale est
cliniquement difficilement tolérée. Sur le ventre, le stress est minimum, par contre, il est
difficile d’obtenir tout le temps une bonne fenétre acoustique pour la coupe 4 cavités ce qui
réduit la reproductibilit¢ de la mesure du flux mitral et ne permet pas d’évaluation du
mouvement de I’anneau mitral par DTI. De plus, dans cette position, 1’alignement de 1’axe du
ceeur pour les coupes TM est difficile, ce qui pourrait expliquer la surévaluation de la masse
du VG. Le seul avantage de cette position est qu’elle permet d’obtenir facilement un flux
pulmonaire. Sur le ventre, le coeur se déplacant vers I’avant permet un meilleur acces a la
paroi postérieure du ceeur. Dans les études suivantes, la mesure du flux pulmonaire a donc été

réalisée dans la position ventrale.

Dans la position debout, le stress est fortement atténué ; la FC, un indicateur du stress, n’est
pas différente de celle observée en position ventrale, et la FRmd est comparable au groupe
témoin indiquant I’absence d’ischémie sous-endocardique, 1’ischémie étant en général
déclenchée par le stress. Par ailleurs, aucune augmentation significative des pressions de
remplissage du VG n’a été observée, les valeurs ne different pas de celles obtenues sur le
ventre.

Pour finir, les fen€tres acoustiques ont été assez bonnes pour effectuer une évaluation
complete de la fonction diastolique et pour obtenir une bonne corrélation entre la masse du

VG mesurée par échocardiographie et la masse pesée du ventricule.

5.4 Etude de la variabilité lorsque I’échocardiographie est réalisée en position

debout

Pour finir de confirmer I’intérét de placer I’animal sur ses pattes arriere pour effectuer une
bonne échocardiographie, il était nécessaire de faire une étude de reproductibilité inter-
observateurs et de répétitivité intra-observateur des mesures écho-Doppler sur 10 lapins en

position debout (tableau 6).
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Reproductibilité inter-observateurs

Répétitivité intra-observateur

Mesures Moy des différences £2SD % erreur Moy des différences £2SD % erreur
DTD GA (mm) 0,824 6,5+4,7 0,1 £1,2 23+28
DTS GA (mm) 0,2+24 6,2+53 0,3+0,8 2,8+4

DTD PA (mm) 03+1,.2 2,7+23 03+1,6 34+4,1
DTS PA (mm) -0,7+2,1 7,3+4,5 0,1 +1,6 5+48

PP (mm) 0,1 +0,7 9,6 9,1 -0,2+0,6 7,4+89
Septum (mm) -0,1+£1,3 17,7+22,8 -0,1+£0,3 56+59
D Ao (cm) 0,0 +£ 0,04 1,6+14 0,0 £ 0,04 1,6 1,3
ITV (cm) 0,5+0,6 9,9+438 -0,1+£0,6 22+33
E (cm/s) 34+7 8,3+6,7 0,5+3,6 2,5+24
A (cm/s) 1,5+10,2 11,4+13,5 -0,7+5,2 52+93
TDE (ms) -21,6 +32 32,7+20,6 0,6 £9,6 7,5+49
Dur A (ms) -7,3+16 11,8+10,2 -2,5+4,9 5+£5,6

TRIV (ms) 1,2+ 14 9,2+7,1 -0,6+5.,5 3,1+34
S (cm/s) 4,7+ 14,6 12,8+12,7 0,1 £44 34+34
D (cm/s) 52+11,1 15,7£15,1 02+3 3,1+1,4
Ar (cm/s) 2,5+11,6 27+28,2 -0,3+8,7 10 £10,4
Dur Ar (ms) -0,4+ 16,7 14,9+19,7 -1£9,2 8,9+6,9

Tableau 6 : Les mesures de variabilité ont été calculées comme décrit par Bland et Altman
(Bland et al., 1986). Les valeurs du pourcentage d’erreur sont les moyennes + 2*SD. Les
unités pour les moyennes des différences correspondent au parametre mesuré. DTD et DTS
GA= diametres télé -diastolique et -systolique en grand axe ; DTD et DTS PA= diametres télé
-diastolique et -systolique en petit axe ; PP= paroi postérieure ; E et A= vitesses des ondes
mitrales précoce et atriale ; Dur A= durée du flux atrial mitral ; TDE= temps de décélération
du flux mitral précoce ; TRIV= temps de relaxation isovolumique ; S, D et Ar= vitesses des
flux veineux pulmonaire pendant la systole, la diastole et la contraction auriculaire ; Dur Ar=
durée du flux veineux pulmonaire pendant la contraction auriculaire.
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Nous observons un grand nombre de similitudes entre les 2 observateurs, a 1’exception d’une
plus forte variabilité pour le TDE et la durée de I’onde Ar, ces deux valeurs étant des fois plus
difficiles a visualiser. Mais avec toutes les autres valeurs nous pouvons conclure a une bonne
reproductibilité des examens échocardiographiques.

Par ailleurs, le pourcentage d’erreur de la comparaison intra-observateur est plus faible que
celui de la comparaison inter-observateurs ; il est inférieur a 10% pour toutes les mesures.

Donc nous avons une tres bonne répétitivité des mesures.

5.5 Conclusion

Nous avons alors décidé de valider nos modeles de lapins 1K,1IC(HVG) et 1K,1C(IC) chez
I’animal conscient placé en position debout durant I’échocardiographie, cette position
permettant d’effectuer une évaluation complete de la fonction cardiaque avec des mesures

reproductibles.

Dans la partie qui suit, nous avons ainsi pu évaluer de facon complete I’état de la

fonction cardiaque de ces 2 modeles en les comparant chacun avec le groupe témoin.
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6 RESULTATS 4: EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE
CHEZ LES LAPINS 1K,1C PRESENTANT UNE CARDIOPATHIE
HYPERTENSIVE AU STADE COMPENSE

6.1 Remodelage cardiaque

6.1.1 Evaluation par échocardiographie

Témoin 1K,1C(HVG)
Echocardiographie 2D (grand axe)

n=7 n=16

DTD (mm) 16,4 +0,2 16,5+0,3
DTS (mm) 11,0+0,1 11,0£0,3
Septum (mm) 1,8+£0,1  2,7+0,1 **
Paroi postérieure (mm) 1,8£0,1 2,7+0,1 **
Masse VG (g) 3,6 0,1 6,0 £0,3 **
Masse VG/poids (g/kg) 1,5+0,1 2,6+0,1 **
Epaisseur relative des parois (%) 22+0,8 33+1,5

Tableau 7 : Remodelage cardiaque. Comparaison des 2 groupes par le test t non apparié de
Student, *p<0,05 et **p<0,01. DTD et DTS= diametres télé-diastolique et —systolique ;
VG=ventricule gauche.

5 semaines apres ’opération, le groupe 1K, 1C(HVG) présente HVG significative, avec une
augmentation de 67% de la masse du VG et de 73 % lorsque cette masse est rapportée au
poids de I’animal, par rapport au groupe témoin (p<0,001). Cette hypertrophie s’explique par
une augmentation significative des épaisseurs du septum et de la paroi postérieure (p<0,001).
Les diametres ventriculaires sont inchangés. En outre, 1’augmentation de 1’épaisseur relative
du VG comparée au groupe témoin (p<0,001) démontre que 1’hypertrophie est concentrique
(tableau 7 et figure 10).

10 semaines apres 1’opération I’HVG est encore amplifiée et reste concentrique, 1’épaisseur
des parois est encore augmentée induisant une augmentation significative de 1’épaisseur
relative des parois (49+2,7 % vs 24+1,1 % chez les lapins 1K,1C(HVG) et les lapins témoins

respectivement, p<0,001).
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Figure 10 : Coupes TM grand axe d’un lapin témoin (A) et d’un lapin 1K,1C(HVG) (B), 5
semaines apres I’opération. Coupes bidimentionnelles correspondant au coupes TM d’un
lapin témoin (C) et d’un lapin 1K,1C(HVG) (D).

6.1.2 Confirmation par analyse post-mortem

Organes Témoin 1K, IC(HVG) Significativité
Ceeur (g) 7,540,1 11,1+0,4 p<0,001
Cceur/poids (g/kg) 2,3+0,1 3,7+0,1 p<0,001
Ventricule gauche (g)| 4,5+0,1 7,3+0,2 p<0,001
VG/poids (g/kg) 1,4+0,04 2,5+0,1 p<0,001
Ventricule droit (g) 1,2+0,05 1,5+0,1 p<0,05
Oreillettes (g) 1,7+0,2 2,0+0,1 ns

Tableau 8 : Pesée des organes apres sacrifice des lapins. Comparaison des 2 groupes par le
test t non apparié de Student.

Ces résultats échocardiographiques ont pu &€tre vérifiés par 1’analyse post-mortem 10
semaines apres 1’opération. La pesée du cceur entier, puis des ventricules et oreillettes
séparément a confirmé cette hypertrophie (tableau 8). Le poids du VG est tres

significativement augmenté. Par ailleurs, le VD est légerement mais significativement
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augmenté et les oreillettes tendent a 1’€tre. On peut alors penser a un début d’augmentation

des pressions de remplissage du VG.

L’hypertrophie ventriculaire gauche serait expliquée par 1’augmentation de la taille des
cardiomyocytes mesurée a partir de coupes histologiques colorées avec 1’Hématoxyline-

Eosine (figure 11).

Surface des cardiomyocytes

*%*

0.0125+
I Témoin
0.0100+ Il 1K, 1C(HVG)

0.0075+4

surface
(mm?)

0.0050+

0.0025+4

0.0000-
Témoin 1K, 1C(HVG)

Figure 11 : Surface des cardiomyocytes 10 semaines post-opératoire. Comparaison des
groupes témoin et 1K,IC(HVG) par le test de Student **p<0,001.

Par contre, a ce stade de la pathologie, la densité de collagene observé par la densité de bleu
(coloration du collagene par le trichrome de Masson) ne semble pas étre augmentée

(figure 12). Donc I’'HVG ne serait pas expliquée par une fibrose interstitielle.

A Témoin B 1K 1C(HVG)

Collagéne

' I/ l / J‘
Figure 12 : Coupes hlstologlques de Ventrlcule gauche colorees au trlchrome de Masson d’un
lapin témoin (A) et d’un lapin 1K,1C (HVG) (B) a 10 semaines post-opératoire.

(grossissement x16).
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6.2 Fonction systolique

6.2.1 Evaluation par échocardiographie

Echocardiographie 2D (grand axe) Teémoin IK,1C(HVG)

n=7 n=16
FR (%) 33+0,9 33+0,9
Fraction d’éjection (%) 65+2.0 65+13
FR mi-paroi (%) 23+0,8 22+0,9
Fréquence cardiaque (bpm) 193 + 13 2115
Débit cardiaque (ml/min) 812 + 67 849 + 40

Tableau 9 : Evaluation de la fonction systolique. FR=Fraction de raccourcissement.

Une évaluation complete de la fonction systolique nécessite une analyse de la contractilité du
VG au niveau endocardique (FR et FE) et a mi-paroi (FRmd). Lors d’un stress relativement
faible, la fonction systolique semble préservée, elle est équivalente a celle du groupe témoin.
En effet, les FR et FE au sont inchangées comparées a celles du groupe témoin. De méme, le
débit cardiaque n’est pas modifié (tableau 9). Cependant, la fonction systolique semble tout
de méme présenter des altérations. Nous avons montré dans la partie précédente qu’en mettant
le lapin 1K,1C(HVG) dans une position stressante, la FRmd est réduite (tableau 4).

Ainsi, notre modele d’HTA associée a une HVG présente les mémes caractéristiques que
celles observés chez les patients hypertendus (décrites dans 1’introduction) : une fonction
systolique préservée avec cependant la présence d’une baisse du flux coronaire qui serait
révélée par un stress ou un effort, et pouvant induire des risques d’ischémie myocardique.

10 semaines apres 1’opération, la fonction systolique au repos est toujours préservée, la FE est

égale a 67 % et 70 % chez les lapins témoins et 1K,1C(HVG), respectivement.

6.2.2 Evaluation par cathétérisme ventriculaire gauche

L’absence d’altération de la fonction systolique au repos est confirmée par 1’absence de
différence de la valeur maximale de la dérivée premiere de la pression ventriculaire en
fonction du temps (dP/dtmax) entre les 2 groupes de lapins : 3421+498 vs 3543+534 mmHg/s

dans les groupes témoin et 1K,1C(HVG), respectivement.
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6.3 Fonction diastolique

6.3.1 Evaluation par échocardiographie

Témoin 1K, 1C(HVG)

Paramétres - Iy
(b) Flux mitral
Vitesse onde E (cm/s) 53,4+22 478 +£272
Vitesse onde A (cm/s) 44,5 +3,0 56 £ 2.4 **
E/A 1,2+0,1 0,9 + 0,04 **
TDE (ms) 41 £3,0 49 +£2,1
Durée de A (ms) 51+2,4 45+22
TRIV (ms) 44 +£273 56+ 1,8 **
Flux veineux pulmonaire
Vitesse onde S (cm/s) 37,8 +2,7 449+ 1,7
Vitesse onde D (cm/s) 45,5+ 4,0 36,4 +1,3 *
S/D ratio 0,8 + 0,04 1,3+0,1 **
Vitesse onde Ar (cm/s) 14,7 £ 0,9 18,4 £0,8 **
Durée de Ar (ms) 39+22 44+£12*
Durée (Ar-A) (ms) -12,7+ 3,1 -53+1,6%*
Vitesse de I’anneau mitral (lateral)
Vitesse onde Ea (cm/s) 7,0£0,2 55+04 *
Vitesse onde Aa (cm/s) 5,3+£0,2 6,0+0,3
Vitesse onde Sa (cm/s) 7,1+0,2 7,1+0,3
Ea/Aa 1,3+0,03 0,9 +0,1 *
E/Ea 7,7+ 0,4 9,1+£0,7
Vitesse de ’anneau mitral (septal)
Vitesse onde Ea (cm/s) 6,2+0,4 4,8+0,2*
Vitesse onde Aa (cm/s) 5,0£0,3 4,9+0,2
Vitesse onde Sa (cm/s) 6,4+0,3 5,7+0,3
Ea/Aa 1,3+0,1 1,0£+0,1*
E/Ea 8,7+0,5 10,5+0,8

Tableau 10 : Evaluation de la fonction diastolique. Comparaison des 2 groupes par le test t
non apparié de Student, *p<0,05 et **p<0,01.
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Figure 13 : Flux mitral de lapins témoin (A) et 1K,1IC(HVG) (B), flux pulmonaire de lapins
témoins (C) et 1K, 1C(HVG) (D) et DTI de lapins témoin (E) et IK,1C(HVG) (F), 5 semaines
apres 1’opération.

Une évaluation complete de la fonction diastolique est effectuée par 1’analyse du flux mitral,
du flux pulmonaire et du mouvement de 1’anneau mitral (DTI) (tableau 10).

Avec D'analyse du flux mitral, réalisée 5 semaines apres I’opération, nous observons une
inversion du rapport E/A. Cette inversion est principalement due a une augmentation
significative de I’onde A, la baisse de I’onde E n’étant pas significative. De plus, le TRIV est
significativement augmenté. Il y a donc présence d’un trouble primaire de relaxation du VG
(figure 13A et 13B). Cette dysfonction est confirmée par le flux pulmonaire. En effet, la
réduction significative de 1’onde D révele un trouble primaire de relaxation et la légere
augmentation de I’onde S irait dans le sens d’une augmentation de contractilité¢ du ventricule
gauche due a I’hypertrophie (figures 13C et 13D). Dans le groupe 1K,1C(HVG), nous

observons déja une légere augmentation des pressions de remplissage : la différence entre les

durées de I’onde Ar et de I'onde A est significativement différente de celle observée chez les
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lapin témoins, elle se rapproche de 0, tout en restant inférieure a ce chiffre. De plus nous
observons une 1égere augmentation des indices combinés E/Ea en latéral et en septal. Le DTI
confirme également le trouble de relaxation par une inversion du rapport Ea/Aa (figures 13E
et 13F).

10 semaines apres I’opération, les animaux hypertendus présentent toujours une dysfonction
diastolique de stade 1. Les rapports E/A et Ea/Aa (du coté septal) sont inférieurs a 1 (0,8+0,05
et 0,9+0,1 pour le groupe 1K,IC(HVG) et 1,1£0,1 et 1,2+0,1 pour le groupe témoin
respectivement, p<0,05) ; de plus, le TRIV est encore significativement augmenté dans le
groupe 1K, 1C(HVG) (53+£3,8 ms vs 43+1,1 ms, p<0,05). Une augmentation significative de
différence entre les durées de I’onde Ar et de I’onde A laisse aussi présager une augmentation
des pressions de remplissage, cependant la valeur reste encore inférieure a O ; de plus, le

rapport E/Ea n’est pas augmenté.

6.3.2 Evaluation par cathétérisme ventriculaire gauche

10 semaines apres 1’opération, le trouble de relaxation est confirmé par la corrélation positive

existant entre le TRIV et I’indice de tau (figure 14).
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Par la mesure directe de la pression ventriculaire gauche en fin de diastole, nous n’avons par
contre pas observé d’augmentation des pressions de remplissage. Elle n’est pas modifiée
comparée au groupe témoin: 11+2 mmHg et 10+3 mmHg dans les groupes témoin et
1K,IC(HVG), respectivement. Ces résultats coincident avec [’étude post-mortem, ne
montrant aucune fibrose interstitielle, donc pas de perte de compliance apparente. On peut
penser que la légere augmentation observée par échocardiographie serait due a la présence du

trouble de relaxation.
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6.4 Fonction vasculaire

Comme cela a été décrit dans des études précédentes, 1’hypertension artérielle observée est
associée a une augmentation des résistances vasculaires périphériques, due a I’augmentation

du volume plasmatique (Ferrario, 1974; Ledingham, 1991) (figure 15).

Résistances vasculaires périphériques

0.24
*%

0.0-

Témoin 1K 1C(HVG)

Figure 15 : Comparaison des résitances vasculaires périphériques entre les groupes de lapins
témoin et 1K, 1C(HVG), 5 semaines apres 1’opération. **p<0,001.

De plus, la pression pulsée, un parametre utilis€ comme une mesure approximative de la
rigidité artérielle (Stergiopulos et al., 1994), est significativement augmentée : de 20+1 a
25+1 mmHg chez les lapins témoins et les lapins 1K, 1C(HVG), respectivement (p<0,05). les
animaux hypertendus présentent donc une augmentation de la rigidité artérielle, cette
caractéristique ayant déja été décrite chez des patients hypertendus (Gatzka and Kingwell,
2003). Une altération de la compliance artérielle contribuerait au développement de la
dysfonction diastolique chez les patients hypertendus (Mottram et al., 2005). En effet, une
augmentation de la rigidité vasculaire amplifie la postcharge, qui est déja augmentée par

I’hypertension, aggravant alors ’HVG et altérant donc la relaxation ventriculaire.

Nous n’avons pas réalisé d’étude histologique a partir de vaisseaux périphériques, cependant
nous observons une augmentation de 1’épaisseur de la paroi musculaire des vaisseaux dans le
VG, chez les lapins hypertendus (figure 16). Cette hypertrophie vasculaire pourrait expliquer
I’augmentation de la rigidité des vaisseaux et aussi nos hypotheses sur les risques

d’hypoperfusion sous-endocardique, et donc d’ischémie que nous avons observés lors d’un
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stress (paragraphe 5.1). Une hypertrophie des parois des artérioles intramyocardiques, tres
important au niveau sous-endocardique, induit une augmentation de la résistance coronaire et
donc une réduction de la réserve coronaire (Schwartzkopff et al., 1995; Schwartzkopff et al.,
1998). Ainsi, lors d’un stress ou d’un effort physique, une perfusion sous-endocardique

insuffisante engendrerait des ischémies.

Couche > Couche sous-
épicardique

endocardique

Témoin

1K,1C
(HVG)

Figure 16 : Coupes histologiques de vaisseaux, allant de la couche la plus épicardique a la
plus endocardique du VG, chez des lapins témoins et 1K,1C(HVG) (coloration au trichrome
de Masson).
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7 RESULTATS 4: EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE
CHEZ LES LAPINS INSUFFISANTS CARDIAQUES

Afin d’évaluer le temps d’apparition de I’insuffisance cardiaque observée chez ces lapins,
nous avons observé, sur un groupe de 18 lapins opérés parmi tous les autres, I’évolution de la
fonction cardiaque par des échocardiographies effectuées a 15 (J15), 22 (J22) et 30 jours (J30)
puis 5 semaines apres 1’opération. Nous avons ainsi cherché a déterminer le délai d’apparition
de I’insuffisance cardiaque. Sur les 18 lapins, 8 développent une insuffisance cardiaque. La
décompensation survient toujours durant les 5 premieres semaines suivant 1’opération ; apres
5 semaines, la pathologie est bien installée. Par contre, le déclenchement de la pathologie est
survenu pour 3 lapins a J15, 2 lapins a J22 et 3 lapins a J30. Le développement de I’IC ne
semble donc pas prédictible ; une cause possible de la survenue de I'IC plutot que ’'HTA sera

développée dans la discussion générale.

7.1 Symptomes cliniques

Des la 5°™ semaine, voire méme avant, le lapin présente des symptOmes caractéristiques
d’insuffisance cardiaque, tres proches de ceux observés chez I’Homme. Nous observons :
» une importante tachycardie observée par échocardiographie (26110 vs 193+13 bpm,
comparé au groupe témoin, p<0,001),
» une dyspnée et une baisse d’activité correspondant aux stades III ou IV du classement
NYHA suivant la sévérité de I’insuffisance,
» la possibilit¢ d’entendre des rales crépitants dans les cas les plus séveres, par
auscultation pulmonaire,

» un épanchement péricardique,

\4

une ascite,
» un amaigrissement. Cependant, cette perte de poids n’est pas fortement remarquée du

fait de la rétention d’eau.
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7.2 Remodelage cardiaque

7.2.1 Evaluation par échocardiographie

Témoin 1K,1C(C)
Echocardiographie 2D (grand axe)

n=7 n=10

DTD (mm) 16,4+02  22,4+0,9 **
DTS (mm) 11,0+ 0,1 20,1 +£0,9 **
Septum (mm) 1,8+0,1 1,9+0,1
Paroi postérieure (mm) 1,8+0,1 1,9+0,2
Masse VG (g) 3,6+0,1 6,9 £0,3 **
Masse VG/poids (g/kg) 1,5+ 0,1 3,440, **
Epaisseur relative des parois (%) 23+0.8 17 + 1,7 **

Tableau 11 : Remodelage cardiaque. Comparaison des 2 groupes par le test t non apparié de
Student, *p<0,05 et **p<0,01.

Figure 17 : Coupes TM grand axe d’un lapin témoin (A) et d’un lapin 1K,1C(IC) (B), 5
semaines apres I’opération.

Les lapins 1K,1C(IC) présentent un remodelage complet, le cceur est totalement arrondi avec
une dilatation ventriculaire gauche significative : les diametres télé-diastolique et -systolique
augmentent de 37 % et 82 % respectivement comparés au groupe témoin. L’épaisseurs des
parois ne sont pas significativement différentes du groupe témoin et I’épaisseur relative est

significativement plus basse. Mais nous observons une forte augmentation de la masse
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ventriculaire gauche, de 92 % et de 126 % lorsque ce parametre est rapporté au poids de
I’animal. Ces animaux développent donc une hypertrophie ventriculaire excentrique

(tableau 11 et figure 17).

7.2.2 Confirmation par étude post-mortem

Nous avons eu confirmation de I’hypertrophie par la présence d’une augmentation
significative du poids du cceur et de ses différentes structures comparés au groupe témoin

(tableau 12).

Organes Témoin 1IK,IC(IC) Student
Ceeur (g) 7,5+0,1 13,1 0,6 P<0,001
Cceur/poids (g/kg) 3,1+0,1 6,1 0,4 P<0,001
Ventricule gauche (g) 45+0,1 74+0,3 P<0,001
VG/poids (g/kg) 1,4 +0,04 3,6 £0,2 P<0,001
Ventricule droit (g) 1,2 +0,05 2,1 +0,1 P<0,001
Oreillettes (g) 1,7+0,2 35+0,3 P<0,001

Tableau 12 : Pesée des organes apres le sacrifice. Comparaison par le test t de Student.

Le diametre des cardiomyocytes est augmenté comparé a celui du groupe témoin a 5 semaines
(p=0,03, figure 18), mais la différence entre les deux groupes est moindre comparée celle qui
a été observée entre les groupes témoins et 1K, 1C(HVG) a 11 semaines. Cela s’explique par
le fait que ce modele développe une hypertrophie excentrique. En effet, dans ce type de
remodelage, les cardiomyocytes sont étirés donc le diametre est beaucoup moins agrandi,
I’hypertrophie des cellules se fait donc principalement dans la longueur, par allongement

longitudinal des sarcomeres.

Surface des cardiomyocytes

*

Figure 18 : Comparaison de la surface

< 0.0006 des cardiomyocytes des lapins témoins
E avec celle des lapins 1K,1C(IC), 5

S semaines apres 1’opération. *p<0,05,
‘§ par le test t de student

Témoin 1K 1C(IC)
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Tout comme pour le groupe 1K, 1C(HVG), cette hypertrophie n’est pas associée a une fibrose
interstitielle (figure 19). A ce stade de la pathologie, il serait au contraire possible que

collagene soit dégradé par une synthese accrue de métalloprotéases.
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Figure 18 : Coupes histologiques de ventricule gauche colorées au trichrome de Masson d’un
lapin témoin (A) et d’un lapin 1K,1C(IC) (B) 5 semaines apres 1’opération (x16).

De plus, I’augmentation du poids du ventricule droit et des oreillettes met en évidence une

congestion pulmonaire. Ceci confirme la présence d’une hypertension pulmonaire caractérisée

par I’cedeme pulmonaire que nous avons décrit précédemment.

7.3 Fonction systolique

Echocardiographie 2D (grand axe) Ténnzlgin lK;lz(i%IC)
FR (%) 33£0,9 10+ 1,0 **
FE (%) 65+2,0 24+24**
FR mi-paroi (%) 23+0,8 7+0,8 **
Fréquence cardiaque (bpm) 193 £ 13 256 + § **
Débit cardiaque (ml/min) 812 + 67 382 + 69 **

Tableau 13 : Evaluation de la fonction systolique. Comparaison des 2 groupes par le test t
non apparié de Student, **p<0,01.

La dilatation ventriculaire est accompagnée d’une tres forte réduction de la fraction d’€jection
- parametre qui est cependant a limiter du fait de la forme arrondie du cceur - mais également
d’une réduction de 70 % des fractions de raccourcissement (FR et FRmd). Cette réduction de
contractilité, malgré la tachycardie, induit une réduction de 53 % du débit cardiaque

(tableau 13).
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7.4 Fonction diastolique

7.4.1 Evaluation par échocardiographie

Paramotres Témoin 1K, 1CIC)
n=7 n=10
(¢) Flux mitral
Vitesse onde E (cm/s) 53,4+22 69,8 £ 3,4 **
Vitesse onde A (cm/s) 44,5+ 3,0 22,2 £ 3,4 **
E/A 1,2+0,1 4,7+1,3 *
TDE (ms) 41 £3,0 29+1,5%
Durée de A (ms) 51+2,4 31 +£3,5 **
TRIV (ms) 44 +23 49+2.0
Flux veineux pulmonaire
Vitesse onde S (cm/s) 37,8 +2,7 28,2+44
Vitesse onde D (cm/s) 45,5+ 4,0 39,0 £3,8
S/D 0,8 +0,04 0,7+0,1
Vitesse onde Ar (cm/s) 14,7 £ 0,9 209+1,5*
Durée de Ar (ms) 39+22 50+ 2,3 **
Durée (Ar-A) (ms) -12,7+ 3,1 19,7 £ 3,4 **
Vitesse de I’anneau mitral (latéral)
Vitesse onde Ea (cm/s) 7+0,2 42 +0,6 **
Vitesse onde Aa (cm/s) 5,3+£0,2 42+03*
Vitesse onde Sa (cm/s) 7,1+0,2 4,7 +0,4 **
Ea/Aa 1,3+0,03 1,0+0,2
E/Ea 7,7+ 0,4 18,4 £2,0 **
Vitesse de I’anneau mitral (septal)
Vitesse onde Ea (cm/s) 6,2+0,4 3,5+0,4 **
Vitesse onde Aa (cm/s) 5,0£0,3 4,0+0,3
Vitesse onde Sa (cm/s) 6,4+0,3 42 +0,3 **
Ea/Aa 1,3+0,1 0,9 +0,2 *
E/Ea 8,7+0,5 19,6 £ 2,2 **
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Tableau 14 : Evaluation de la fonction diastolique. Comparaison des 2 groupes par le test t

B.

non egparié de Student, *p<0,05 et **p<0,01.

\
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Figure 20 : Flux mitral (A) et flux pulmonaire (B) d’un lapin 1K,1C(IC).

L’augmentation importante de 31 % de la vitesse de 1’onde E et la diminution significative de
50 % de la vitesse de I’onde A se traduit par une augmentation significative du rapport E/A.
De plus, le temps de décélération de I’onde E est réduit, ce qui démontre un profil restrictif du
flux mitral. Ce profil est dii a une augmentation des pressions de remplissage du VG, ce qui
est démontré par une augmentation significative de différents indices combinés tels que la
différence entre les durées de Ar et A et le rapport E/Ea. De plus, la diminution importante de

la vitesse de I’onde S confirme la baisse de contractilité¢ du VG (tableau 14 et figure 20).

7.4.2 Confirmation par 1’analyse post-mortem

Apres le sacrifice, le diagnostic d’une insuffisance cardiaque congestive a pu etre confirmé :
La masse des poumons est significativement augmentée (11,9+0,5 vs 9,6+0,2 g par rapport au
groupe témoin, p<0,001) et également lorsqu’elle est rapportée au poids corporel (5,5+0,2 vs
3+0,1 g/kg, p<0,001). De plus, les poumons prennent un aspect congestionné. Cela démontre
la présence d’un cedeme pulmonaire.

Nous observons également une congestion du foie, et nous avons une confirmation de la

présence de I’ascite et de I’épanchement péricardique.
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8 CONCLUSION

Nous avons développé un modele de cardiopathie hypertensive d’origine rénovasculaire, donc
due a une insuffisance rénale. Ce type d’hypertension est également observé chez I’Homme
dans des cas de sténose artérielle rénale par exemple (origine de ’HTA similaire a celle de

I’Homme).

Malgré une standardisation de la sténose grace a I’échographie rénale, 1’opération que nous
avons réalisée peut évoluer vers 2 types de dysfonctions cardiaques ; aucune autre étude
réalisée sur ce modele n’avait encore décrit ce phénomene. Par contre, ce type d’évolution a
déja été observée dans différents cas cliniques et précliniques de sténose aortique (Carabello,
2002; Norton et al., 2002). Nous nous intéresserons plus amplement a ce probleme dans la

discussion générale.

En outre, dans notre modele, le développement de la cardiopathie est controlable grace a

I’échocardiographie.

Nous avons donc pu mettre en place un modele expérimental de cardiopathie hypertensive
évoluant vers deux stades différents de la cardiopathie : un certain nombre d’animaux
montrant un stade primaire de I’HTA et les autres présentant directement un stade terminal de
la cardiopathie. Les dysfonctions ventriculaires gauches observées présentent des
caractéristiques tres similaires a celles observées chez I’'Homme dans 1’hypertension
artérielle et I’insuffisance cardiaque congestive (Aronow, 2006; Mitchell et al., 2005;
Mottram and Marwick, 2005). Ces modeles développent rapidement la pathologie,
particuliecrement I'ICC. Il faut préciser que chez le patient hypertendu, la pathologie
hypertensive reste stable durant un certain nombre d’années avant d’évoluer vers une

décompensation cardiaque.

» Les lapins 1K,1C(HVG) présentent une hypertension artérielle, induisant une
augmentation de la postcharge. L hypertension est accompagnée d’une hypertrophie

concentrique, d’une dysfonction diastolique, caractérisée par un trouble primaire de

relaxation avec une tres légere augmentation des pressions de remplissage, et d’une

augmentation significative des résistances vasculaires périphériques. A ce stade, ces
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animaux ne présentent pas de dysfonction systolique apparente, sauf en cas de stress,

comme observé chez I’Homme. Nous avons donc un modele présentant une

pathologie au stade A de I'insuffisance cardiaque chronique.
En transposant ces résultats sur une courbe pression/volume, nous pouvons dire que
I’augmentation de la postcharge induit une augmentation des pressions et pour conserver un
volume d’éjection normal, la droite d’inotropisme est déplacée vers la gauche, reflétant une
augmentation de contractilité due au développement d’une HVG. A ce stade, la compliance

n’est pas encore significativement altérée (figure 21).

P A

PAS 2 /'

PAD 2 /1 \ . )
Post-charge | pas 1 Figure 21 : Courbe pression/volume

/ /{/ \ théorique d’un lapin développant une
PAD 1 HTA. f . .
VES=volume d’éjection systolique.
Vol
| | -

VES =

» Les lapins 1K,1C(IC) présentent une insuffisance cardiaque se rapprochant des stades

III ou IV de la classification NYHA. Cette insuffisance est caractérisée par une

hypertrophie excentrique, une dysfonction systolique sévere et une dysfonction

diastolique avec un profil restrictif du flux mitral associé a une augmentation des

pressions de remplissage. A cela s’ajoute une augmentation des pressions pulmonaires

induisant un cedeme pulmonaire, et une ascite secondaire a la rétention hydrosodée.

En transposant ces résultats sur une courbe pression/volume, nous pouvons dire que
I’augmentation des pressions pulmonaires est responsable d’une augmentation de la
précharge, qui induit une augmentation des pressions de remplissage du VG. De plus la
contractilité est réduite avec une dilatation du VG, la droite d’inotropisme est déplacée vers la

droite. Il y a donc une IC mixte (figure 22).

100



Figure 22 : Courbe pression/volume
théorique d’un lapin développant une

ICC.
VES=volume d’éjection systolique.
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Afin de valider 1’évaluation échocardiographique de notre modele, nous avons comparé nos
valeurs chez des lapins normotendus avec celles obtenues dans d’autres études. La plupart des
études ont été réalisées chez 1I’animal anesthésié (Nagueh et al., 2000; Pennock et al., 1997).
Chez un animal conscient, la majorité des études ont évalué quelques parametres de la
fonction systolique (Moran et al., 2003; Plehn et al., 1993), ce n’est que tres récemment,
qu’une équipe a mesuré différents parametres de la fonction diastolique chez le lapin éveillé
et sain (Stypmann et al., 2007). Les études chez le lapin hypertendu sont tres rares , elles
n’évaluent que la fonction systolique et seule une étude 1’a effectuée chez I’animal éveillé ; de
plus, le poids et la fréquence cardiaque different des valeurs de nos lapins (Cuniberti et al.,

2006; Moran et al., 2003; Plehn et al., 1993).

Ainsi, en comparant nos résultats chez le lapin témoin a ceux de Stypmann et al., de Pennock
et al. et de Nagueh et al., nous avons observé que, globalement, les différents parametres
coincident (tableau 15). En comparant avec les valeurs dans 1’étude de Nagueh et al., nous
observons tout de méme une importante différence dans les durées des parametres, mais cela
pourrait étre expliqué par la forte bradycardie induite par 1’anesthésie lors de cette étude.

Nous pouvons alors dire que notre technique de mesure est fiable.
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Conscients Anesthésiés

Parametres Nos témoins Stypmann J Pennock GD Nagueh SF

moy +SEM moy+SD moy + SD moy+SD
FC (bpm) 193 + 13 234 +26 148 + 25
DTD (mm) 16,4 +0,2 154+1,1 153+1,3 14,1 £0,19
DTS (mm) 11,0 0,1 10,1 +£0,1 10,9 +£0,8 8,8 +0,16
FE (%) 65+2,0 62 £6,0
FR (%) 33+0,9 35+4,9 20+40 38+7,6
FRmd (%) 23+0,8 25+9,0
Septum (mm) 1,8 +0,1 2,0 +0,30
PP (mm) 1,8 £0,1 2,2+0,23
E (cm/s) 53,4+22 71,5+ 13,8 52+5,0 48 +6,7
A (cm/s) 445+3,0 51,4+ 14,5 41 £ 8 25,6 +6,0
E/A 1,2+0,1 1,4+0,3 1,8 +0,3
TDE (ms) 41 +3,0 45+ 16 87 +20
Durée de A (ms) 51+24 53+ 17 64 + 14
TRIV (ms) 4423 38+5 43 +8 40 £ 6,0
S (cm/s) 37,8 £2,7 305 23 +8,0
D (cm/s) 45,5+4,0 36 +7 39+9,0
Ar (cm/s) 14,7+ 0,9 18+ 9 13+£3
Dur Ar (ms) 30+£22 58 £10
Durée (Ar-A) (ms) -12,7 + 3,1 -6,3 + 10,5
Ea (cm/s) (latéral) 7,0+0,2 6,7+19 10,2+ 1,7
Aa (cm/s) (latéral) 53+0,2 3,9+0,7 40+1,3
Sa (cm/s) (latéral) 7,1 +0,2 55+1,3 10,8 +2,3
Ea/Aa (latéral) 1,3 +0,03 2,2+0,3
E/Ea (latéral) 7,7+0,4 4,7+0,7
Ea (cm/s) (septal) 62+04 50=+1,7 8,0+1,5
Aa (cm/s) (septal) 5,0+0,3 3,2+0,9 3,3+04
Sa (cm/s) (septal) 6,4 +0,3 53+1 8,020
Ea/Aa (septal) 1,3+0,1 2,1 +0,6
E/Ea (septal) 8,7+0,5 6,1 0,8

Tableau 15 : Comparaison de divers parametres échocardiographiques de nos lapins témoins
(dans un état éveillé) avec ceux des lapins obtenus dans trois autres études.

Donc, I’espece que nous avons choisie, le lapin, est totalement adaptée a la poursuite de nos

travaux. Chez I’animal conscient, nous pouvons réaliser une échocardiographie complete et

mesurer la pression artérielle de facon chronique.

Nous avons un modele expérimental rassemblant un certain nombre de caractéristiques
nécessaires pour etre un modele adapté a nos études. Nous avons ainsi pu étudier, dans deux

types de dysfonctions ventriculaires gauches, les différents effets cardiaques d’inhibiteurs

sympathiques, ceci a la fois en aigu et en chronique.
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CHAPITRE 2

ETUDE EN AIGU CHEZ
LES LAPINS
HYPERTENDUS
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1. INTRODUCTION

Apres avoir mis au point et standardisé notre modele d’hypertension artérielle chez le lapin,
nous avons cherché a caractériser les effets hémodynamiques, ainsi que les mécanismes
d’action d’inhibiteurs sympathiques d’action centrale. Les 2 chapitres qui suivent portent sur
nos études réalisées dans le modele de lapins hypertendus 1K, 1C(HVG).

Les effets d’antihypertenseurs, tels que les bloqueurs des récepteurs [-adrénergiques
(pindolol) ou les inhibiteurs du systeme rénine-angiotensine (captopril, losartan), ont déja été
explorés chez le lapin de Goldblatt 1K,1C lors d’études chroniques (Cimini et al., 1991; Rials
et al.,, 2001; Rials et al., 1998). Nous avons entrepris la premiere étude des effets
hémodynamiques et cardiaques des inhibiteurs sympathiques d’action centrale, dans notre
modele. En effet, seules des analyses hémodynamiques en aigu chez des lapins normotendus
et le lapin de Goldblatt 2K,1C (Badoer et al., 1983; Burke et al., 1998; Head and Burke, 2004)
ont a ce jour été réalisées. De plus, des analyses en chronique ont uniquement été faites chez
les lapins normotendus (Parkin et al., 2003). Aucune approche des actions cardiaques de ces
produits n’a encore été faite chez le lapin hypertendu.

Avant de débuter toute étude chronique, il nous a paru indispensable de préciser le profil
d’action pharmacologique de plusieurs chefs de file d’inhibiteurs sympathiques centraux. Les
inhibiteurs sympathiques d’action centrale diminuent la pression artérielle en agissant sur des
récepteurs adrénergiques a, (RAa,) et/ou des récepteurs I, (RI,), pour lesquels ils ont des
affinités variables, comme cela a été décrit dans I’introduction générale. La variabilité¢ du
profil pharmacologique de ces substances, nous a conduit a nous demander si elle pouvait
conduire a des effets hémodynamiques et cardiaques différents dans 1I’hypertension artérielle.
Nous avons donc étudié les effets en aigu de 4 produits différents, allant d’une tres forte
sélectivité pour les RAa, a une sélectivité tres forte pour les RI,. Les produits choisis ont été
la dexmédétomidine un agoniste des RAa,, la clonidine un produit avec une affinité un peu
plus forte pour les RAa, que pour les RI,, la rilménidine une substance plus sélective pour les
RI, que pour les RAa, et le LNP599 un composé sélectif pour les RI,, synthétisé dans notre

laboratoire (tableau 1).
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Liaison spécifique (Ki en nM)

Compose Structure
RI, RAa,
Dexmédétomidine F?_Q 637 13,2
HN. N
4 c
N
Clonidine [N>:N 1 3.8
H G
N H
Rilménidine [O\%N 5.3 113

H
LNP599 QN@ 8,2 > 10 000
Cl

Tableau 1: Comparaison de I’affinité (valeur de Ki) des différentes substances pour les
RAaq, et pour les RI,. Pour la dexmédétomidine, la clonidine et la rilménidine, les valeurs ont
été obtenues a partir de différentes études (Ernsberger et al., 1993; Jasper et al., 1998; Piletz
and Sletten, 1993). Pour le LNP599, I’étude des liaisons spécifiques des RAa, et RI, ont
respectivement été faites sur des CHO (Chinese Hamster Ovary) par les laboratoires Servier,
et sur des plaquettes humaines par I’équipe du Dr. C. Gachet (INSERM U311, Biologie et
Pharmacologie de I’Hémostase et de la Thrombose, Strasbourg).

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Protocole

5 semaines apres 1’opération, chez le lapin 1K, 1C(HVG), nous avons étudié les effets
hémodynamiques et cardiaques des quatre inhibiteurs sympathiques centraux décrits.
5 groupes, recevant chacun une substance différente, ont été formés :
- Sérum physiologique (SP, volume injecté équivalent a celui injecté pour les
autres groupes, n=8)
- Dexmédétomidine (Dex, 5 ug/kg, i.v., n=9)
- Clonidine (Clo, 30 ug/kg, i.v., n=8)
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- Rilménidine (Ril, 300 pug/kg, i.v., n=7)
- LNP599 (5 mg/kg, i.v., n=5)

Nous avons suivi le protocole ci-dessous (figure 1) :

15 minutes 30 minutes

»
»

v

Echocardiographie Injection en i.v Echocardiographie
srap du produit

préinjection postinjection
Mesures basales de Suivi des mesures de
la PA et la FC la PA et la FC

Figure 1 : Protocole d’étude des effets en aigu des divers inhibiteurs sympathiques centraux.

La pression artérielle a été mesurée par la technique du cathéterisme de I’artere médiane de
I’oreille comme décrit dans la section 2.2.1 du chapitre 1. Notre étude échocardiographique a,
quant a elle, eu pour but d’étudier les effets de ces drogues sur les fonctions systolique et

diastolique.
2.2, Statistiques

Avant I’administration des différents produits, les valeurs de bases dans chacun des groupes
devant recevoir un inhibiteur sympathique ont ét€ comparées avec le test de la variance
ANOVA, test qui a été suivi par le test de Bonferroni afin de déterminer les différences entre
les groupes.

Les effets de chacun des produits ont également été comparés avec le test de la variance
ANOVA, suivie du test de Bonferroni.

La différence a été considérée comme significative lorsque *p<0,05.
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3. RESULTATS

3.1. Effets sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque

Avant I’injection, tous les lapins de chaque groupe présentent une hypertension artérielle.
Dans les 5 groupes, la pression artérielle (PA) et la fréquence cardiaque (FC) sont semblables
(tableau 2). Les valeurs observées dans les groupes Dex, Clo, Ril et LNP599 ne different pas
du groupe SP.

Parametres Sérum Dexmédétomidine Clonidine Rilménidine LNP599
physiologique

PAS (mmHg) 139 + 6,1 141 +9.,8 132+5,3 135+£58 132+54

PAD (mmHg) 107 £4,6 109 +£7,3 105 £4,6 105+4,6 109+34

PAM (mmHg) 117 +£5,0 119 £8,0 114 £4,5 115+£4,9 116+473

FC (bpm) 205 +5,9 206 £ 9,8 208 £ 6,5 214+6,9 207 +6,7

Tableau 2 : Valeurs de base de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque dans les
différents groupes de lapins. Les groupes sont comparés par le test de variance ANOVA.

30 minutes apres ’injection, le sérum physiologique n’induit aucune modification de la PA et
de la FC. Par contre, la Dex, la Clo, et la Ril ont des effets hypotenseurs significatifs
comparés au groupe SP : la PA est réduite en moyenne de 15 %, 13 %, 19 %, respectivement
(figures 2A, B et C). Dans le groupe LNP599, la baisse de 9 % de la PA n’est pas significative
(un effectif plus important nous aurait permis de confirmer 1’effet hypotenseur observé dans
ce groupe). Par ailleurs, tous les inhibiteurs sympathiques testées ont un effet bradycardisant
significatif comparé au groupe SP: la FC est diminuée de 25 %, 15 %, 23 % et 15 %,

respectivement (figure 2D).
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Figure 2 : Comparaison des effets de I’injection des différents produits sur la PAS (A), la
PAD (B), la PAM (C) et la FC (D), mesurées de facon invasive. Les valeurs apres 1’injection
ont été comparées entre elles par le test de variance ANOVA, qui a été suivi par celui de

Bonferroni. *p<0,05 et **p<0,01 vs post SP.

3.2. Effets sur la fonction systolique

Les valeurs de base ne sont pas significativement différentes entre les groupes (tableau 3). La

FE est supérieure a 40%, donc aucun groupe ne présente d’altération de la fonction systolique.

Sérum

Parametres Dexmédétomidine Clonidine Rilménidine LNP599
physiologique
FR (%) 35+1,0 31+1,5 31+1,2 32+2]7 31+0,9
FE (%) 67 +1,5 61 +24 63 +2,1 62+34 63 +1,1
Débit (ml/min) 779 + 67 824 + 100 938 +138  749+51 752 +61
FC (bpm) 213+7,1 208 +8,3 218+ 12,0 206+6,8 212+3,5

Tableau 3 : Valeurs de base de quelques parametres de la fonction systolique dans les
différents groupes de lapins. Les valeurs des différents groupes sont comparées par le test de

variance ANOVA, suivi par le test de Bonferroni.

108



30 minutes apres 1’injection, a la dose utilisée, aucun produit n’induit de baisse de la fraction

d’éjection, ils n’ont donc pas d’effet inotrope négatif visible (figure 3).

Fraction d'éjection

Figure 3 : Comparaison
des effets des différents

produits sur la fraction
d’éjection.

FE (%)

PréPostPré PostPrePostPréPostPrePost

Sk Dex Clo Ril  LMP 599

3.3. Effets sur la fonction diastolique

Tous les lapins développent un trouble de relaxation ventriculaire gauche : nous observons un
rapport E/A<0, une augmentation du TRIV et une augmentation du rapport S/D, du fait d’une
baisse de I’onde D (tableau 4). Les pressions de remplissage ne sont pas augmentées.

Ces parametres diastoliques sont comparables entre les différents groupes, excepté la vitesse

de I’onde Ar qui est plus basse dans le groupe SP que dans les autres groupes.

Parametres Sérum Dexmédétomidine Clonidine Rilménidine LNP599
physiologique
E (cm/s) 48 +4.4 49+39 53+54 44 +34 40 +43
A (cm/s) 54+50 54 +2,1 59+3,6 55+3,7 56,5+4,6
E/A 0,88 + 0,06 0,83 +£0,03 0,82 +£0,03 0,79 +£0,03 0,71 £0,02
TRIV 52+28 52+25 57+0,8 54+24 60 4,2
Ar 16,5+ 1,7 189+14 18,4 £0,7 18410 18,610
Dur(Ar-A) (ms) 9+45 -3+6,1 -8+5,0 -10 £ 4.8 -14 £3,5
S/D 1,1 +£0,1 1,4+0,1 1,2+0,1 1,1 +£0,1 1,2+0,1

Tableau 4 : Valeurs de base de quelques parametres de la fonction diastolique dans les
différents groupes de lapins. Les valeurs des différents groupes sont comparées par le test de

variance ANOVA.
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30 minutes apres 1’injection, les différents produits testés ont provoqué des effets variables sur
la fonction diastolique. Ni I’injection de sérum physiologique, ni celle de la clonidine
n’engendre de modification du remplissage du VG. Par contre, nous observons une
augmentation significative du rapport E/A dans le groupe Ril par rapport au groupe SP et au
groupe Clo. Dans les groupes LNP599 et Dex I’augmentation de ce rapport est significative
comparé au groupe Clo (figure 4A).

Dans les groupes ayant recu la rilménidine et le LNP599, le changement du rapport est
uniquement expliqué par une réduction importante de la vitesse de I’onde A (figure 4B) ; elle
devient alors significativement plus basse que celle observée dans les groupes SP et Clo. Dans
le groupe Ril, la vitesse devient méme inférieure a celle observée chez des lapins

normotendus (cf. chapitre 1, §6.3) : 36+1,6 cm/s vs 44,5+3,0 cm/s.

Dans le groupe Dex, la réduction de I’onde A n’est pas significative.

A B
Rapport E/A Vitesse de I'onde A du flux mitral
1.4-
1.2+ #
1.0-
i ©
< 08 2
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<I

PréPostPré PostPréPostPréPostPré Post

sP Dex Clo Rl LNP 529 sPp Dex  Clo Ril NP 593

Figure 4 : Comparaison des effets des différents produits apres 1’injection, sur la vitesse de
I’onde A (A) et sur le rapport E/A (B). Les valeurs apres 1’injection ont été comparées entre
elles par le test de la variance ANOVA, suivi par celui de Bonferroni. *p<0,05 et **p<0,01 vs
post SP ; #p<0,05 et ##p<0,01 vs post Clo.

La baisse de la vitesse de I’onde A pourrait etre expliquée par différents mécanismes : une
augmentation des pressions de remplissage du VG, une baisse des pressions dans ’OG ou
encore une altération de la fonction systolique de I’OG.

Plusieurs éléments nous laissent présager qu’il ne s’agit pas d’une augmentation des pressions
de remplissage du VG, car la différence entre les durées des ondes Ar et A reste inférieure a 0

et la vitesse de I’onde E n’est pas augmentée (Figure SA). Elle est au contraire réduite dans le
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groupe Dex, pouvant signifier une majoration de I’altération de la relaxation ventriculaire
gauche par ce produit.

Une hypothese plus probable serait une baisse de la contractilit¢ de 1’OG conduisant a la
réduction de 1’onde A mitrale. Cette hypothese peut étre appuyée par une réduction
simultanée de I’onde Ar du flux veineux pulmonaire par la Ril et le LNP599 ceci n’étant pas
observé dans le groupe Clo, mais cet effet n’est pas significatif entre ces groupes (Figure 5B).
De plus, pour ce parametre, la Ril et le LNP599 ne sont pas comparables au groupe SP car la

vitesse de I’onde Ar de base est plus basse dans le groupe SP.
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Figure S : Comparaison des effets des différents produits avant et 30 min apres I’injection sur
les vitesses de I’onde E (A) et de ’onde Ar (B).

Les différents effets sur la diastole que nous avons observés ne semblent pas étre reliés a
I’effet bradycardisant. La Ril a un effet bradycardisant plus important que le LNP599,
pourtant les effets observés vont dans le méme sens. En outre, le LNP599 et la Clo induisent

des effets cardiaques totalement différents, alors que la bradycardie est identique.
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4. DISCUSSION

Nous avons séparé cette discussion en deux parties : dans un premier temps, nous avons
discuté les doses utilisées, puis, avons alors pu discuter de la différence des effets

hémodynamiques observée entre chacun de ces produits.

Nous avons tout d’abord voulu comparer nos résultats avec des études antérieures et avons
pour cela choisi des travaux réalisés chez le lapin conscient, les injections des différents
produits ayant été effectuées par voie intra-veineuse (Blake, 2000; Chan and Head, 1996;

Head and Burke, 2004; Urban et al., 1994) (Tableau 5).

Nos travaux Autres études
5 pg/kg Normotendu (3 pg/kg) (1)
Dexmédétomidine [ pAM 10 % PAM 23 %
FC 31 % FC 14 %
30 ug/kg Normotendu (13,3 ug/kg) (2)
Clonidine PAM 11 % PAM 18 %
FC 16 % FC 14 %
300 pug/kg Normotendu 2K,1C (273 ug/kg) (4)
Rilménidine (00 re/ke)G)
PAM 17 % PAM 15-20 % PAM 18 %
FC 28 % FC 15 % FC 14 %

Tableau S : Comparaison de nos résultats a des travaux antérieurs, sur la pression artérielle et
la fréquence cardiaque. (1) DW Blake 2000 (2) Chan CK 1996 (3) R Urban 1994 (4) GA
Head 2004. Dans toutes les études, les produits ont ét€ administrés par voie intra-veineuse
chez le lapin éveillé.

La dose que nous avons utilisée avec la rilménidine est totalement comparable aux doses
choisies dans les deux études que nous avons citées, et 1’effet hypotenseur observé est
similaire.

L’étude de Blake et al. ont testé la dexmédétomidine aux doses de 3 et 10 ug/kg, les effets

hémodynamiques observés sont équivalents pour les 2 doses. Dans notre étude, nous avons
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utilisé une dose intermédiaire, cependant 1’effet hypotenseur que nous observons est bien
moindre.

Dans un premier temps, nous avions testé la clonidine a la dose de 20 pg/kg, mais 1’absence
d’effet significatif nous a amené a augmenter la dose a 30 ug/kg. La dose choisie est donc
deux fois plus importante que celle qui a été utilisée dans I’étude de Chan et al. ; pourtant,
I’effet hypotenseur est moins important. Cependant, du fait d’un nombre limité d’études ayant
observé les effets par voie intra-veineuse de la clonidine chez le lapin éveillé, il nous a été
difficile de comparer nos résultats a d’autres études, afin de vérifier ce que nous avons
observé.

Tous les produits que nous avons testés induisent une bradycardie plus importante chez le
lapin 1K,1C(HVG) que dans les autres études. Cela pourrait étre expliqué par la présence de
I’hyperactivité sympathique chez le lapin 1K,1C (Tanaka et al., 1982; Vlachakis et al., 1984)
et d’une HVG ; une inhibition du SNS par ces produits serait alors d’autant plus efficace dans
la baisse de la FC. Dans une étude clinique, la rilménidine a eu un effet bradycardisant plus
important chez des patients présentant une HVG que chez des patients hypertendus sans
HVQG, les auteurs en déduisent que le SNS est fortement impliqué dans le développement de

I’HVG (Farsang et al. 2003).

Nous avons ensuite comparé les doses utilisées entre chacun de nos groupes et nous avons pu
observer que, plus la molécule présente une sélectivité importante pour les RI,, plus la dose
du produit a injecter doit €tre importante pour étre efficace ; les concentrations allant de
5 pg/kg avec la dexmédétomidine a 5 mg/kg avec le LNP599. Trois hypotheses peuvent étre
proposées : une différence d’affinité, la présence d’une synergie entre les RAa, et RI,, et une
différence de lipophilie. Considérons I’hypothese de 1’affinité : dans le tableau 1, nous
observons que les affinités pour les RI, sont du méme ordre de grandeur pour la clonidine, la
rilménidine et le LNP599, et moins bonne pour la dexmédétomidine. L’affinité pour les RI,
n’est pas corrélable avec le gain de sélectivité pour ces récepteurs. Il ne semble donc pas y
avoir de corrélation entre les concentrations utilisées et 1’affinité pour les RI,. Par contre, nous
observons que la baisse de sélectivité pour les RAa, est accompagnée d’une baisse d’affinité
pour ces récepteurs. La dexmédétomidine présente une meilleure sélectivité et affinité pour
les RAa, que le LNP599. Donc, une perte d’affinité pour les RAa, pourrait étre impliquée
dans la nécessité d’augmenter les doses. Cette hypothese irait rejoindre la deuxieme

hypothese que nous avons posée : I’existence d’une synergie entre les deux récepteurs. En
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effet, une des études antérieures effectuées dans notre laboratoire a mis en évidence la
présence d’une synergie entre les RAa, et les RI,. Une injection intra-cisternale d’une faible
dose d’un agoniste tres sélectif pour les RAa, ou d’un produit tres sélectif pour les RI,
induisent chacun une baisse modérée, voire nulle, de la pression artérielle. Lorsque 1’injection
de I’agoniste des RAa,, a la méme dose, précede celle du produit imidazolinique, I’effet
hypotenseur est fortement amplifi¢ (Bruban et al., 2002). Donc, plus le produit est sélectif
pour les RI;, moins cette synergie est possible, d’ou la nécessité d’augmenter les doses. Une
troisieme explication de doses utilisées serait une différence des propriétés physico-chimiques
entre les produits. Pour atteindre leur site d’action central, les produits doivent passer la
barriere hémato-encéphalique (BHE), donc présenter une bonne lipophilie. Une bonne
lipophilie, pour des dérivés aminés tels que les notres, est obtenue s’il y a un log P assez
élevé, et un pKa proche du pH physiologique. Les différents composés présentent un log P
convenable, cependant nous constatons que la rilménidine et le LNP599, qui ont une
sélectivité certaine pour les RI,, sont plus basiques que la dexmédétomidine et la clonidine
(tableau 6). Donc la quantité de molécules sous forme neutre est moins élévée, limitant la
quantité de produits franchissant la BHE. Le pKa va de 7,1 pour la dexmédétomidine a 9,7
pour le LNP599. Ainsi, la dose des agents moins lipophiles doit €tre plus élevée pour
atteindre une concentration efficace dans le bulbe rachidien. Les différentes hypotheses
développées permettent donc d’expliquer les différentes doses que nous avons dues utiliser

pour observer des effets hypotenseurs et bradycardisants proches entre les produits.

Log P pKa
Dexmédétomidine 3 7,1
Clonidine 1,59 8,11
Rilménidine 1,63 9,22
LNP599 1,22 9,68

Tableau 6 : Propriétés physico-chimiques des produits testés (Valeurs obtenues a partir de
différentes sources : Drug Bank a I’Université d’Alberta, Canada; Rouot et al., 1976;
Taillardat-Bertschinger et al., 2002 ; Travail collaboratif avec le laboratoire de PA Carrupt a
Géneve)

Intéressons-nous pour finir aux effets hémodynamiques des différents produits. Les quatre

inhibiteurs centraux du SNS testés ont des effets bradycardisant et hypotenseur, sans action
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inotrope négative. Cependant, ils se différencient par leurs effets sur la fonction diastolique
ventriculaire gauche. La rilménidine, ayant une affinité pour les deux récepteurs, mais avec
plus forte sélectivité pour les RI, que la clonidine, aurait un effet inotrope négatif sur la
fonction auriculaire (réduisant ainsi le remplissage actif du VG). Nous retrouvons cet effet
lusitrope négatif avec le LNP599, un agent sélectif des RI,. Par ailleurs, la dexmédétomidine,
sélective des RAa,, a également un effet sur la fonction diastolique, elle réduit la vitesse des
ondes E et A. Par contre la clonidine, ayant une bonne affinité pour les deux récepteurs, n’a
pas de conséquence la fonction diastolique, le remplissage actif n’est pas touché. Par ces
résultats, nous pouvons donc déja supposer que les RAa, ne seraient pas impliqués dans la
différence entre les effets observés. Mais nous essayerons d’expliquer les causes
pharmacologiques de ces observations dans notre discussion générale, en regroupant

I’ensemble des résultats de ce manuscrit.

S. CONCLUSION

Cette partie du travail nous a permis de confirmer que notre modele est sensible, et répond
aux antihypertenseurs d’action centrale, il nous a donc permis de mettre en place des études
chroniques, avec un de ces produits.

Dans la suite de nos travaux chez les lapins 1K,1IC(HVG), nous avons choisi d’étudier les
effets cardiaques chroniques de la rilménidine, malgré les effets non bénéfiques de son
injection en aigu sur la contractilit¢ de I’OG. Différentes raisons nous ont poussées a choisir
cette molécule : (1) avant d’évaluer les effets cardiaques chroniques d’un produit sélectif
comme le LNP599, il nous fallait établir les effets d’'un médicament déja connu et présentant
une certaine sélectivité pour les RI,, (2) la rilménidine a des effets sédatifs bien moins
importants que la clonidine, (3) les 3 études cliniques ayant observé les effets de la
rilménidine sur la fonction diastolique sont trop succinctes pour établir des conclusions, (4)
les effets observés en aigu ne sont pas forcément comparables a ceux qui pourraient étre

observés en chronique.
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CHAPITRE 3

ETUDES CHRONIQUES
CHEZ LES LAPINS
HYPERTENDUS
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1. INTRODUCTION

Dans notre modele d’hypertension artérielle, nous avons montré que la rilménidine, un
produit de type imidazolinique, induit un effet anti-hypertenseur, accompagné d’un fort effet
bradycardisant, sans altérer le débit cardiaque. Mais administrée en aigu, la rilménidine n’a
pas de conséquence bénéfique sur la fonction diastolique. Comme décrit dans I’introduction
générale, un traitement efficace de la cardiopathie hypertensive doit comprendre 3 effets : un
effet antihypertenseur, une action antihypertrophique et une amélioration de la fonction
diastolique du VG, ceci sans altération du débit cardiaque. La rilménidine semble donc
présenter des limites. Cependant, les effets obtenus en aigu ne sont pas forcément
comparables a ceux observés en chronique. Diverses études en aigu réalisées avec des
inhibiteurs du systeme rénine-angiotensine ou encore des f-bloqueurs ont montré des effets
plutot déléteres sur la diastole (Modersohn et al., 1994; Traub et al., 1990). Mais
parallelement a cela, d’autres études ont montré 1’efficacité d’une administration chronique
d’IEC, d’antagonistes des récepteurs AT,, d’inhibiteurs calciques ou encore d’antagonistes de
I’aldostérone sur la dysfonction diastolique chez des patients hypertendus (Diamond and
Phillips, 2005; Krishnan et al., 2003). De méme, des études chroniques ont montré I’intérét
d’une inhibition périphérique du SNS, par des f-bloqueurs, dans le traitement de la
dysfonction diastolique. Des études cliniques ont mis en évidence 1’effet bénéfique des -
bloqueurs sur le remplissage ventriculaire gauche chez des patients présentant une
cardiopathie hypertensive (Nodari et al., 2003b; Schobel et al., 1996; White et al., 1989), et
une étude préclinique a montré, chez le rat de Dahl, une prévention de 1’aggravation de la
fonction diastolique par le métoprolol (Kobayashi et al., 2004).

Lors d’études réalisées en aigu, un produit testé, tel la rilménidine, ne peut pas induire de
modification du remodelage cardiaque, or une réduction de ’'HVG semble €tre un important
facteur dans le traitement de la cardiopathie hypertensive. Des études pré-cliniques et
cliniques ont déja mis en évidence |’efficacité de la rilménidine dans la réduction de ’'HVG
(Amann et al., 1992; Bobik et al., 1998; Farsang et al., 2003; Huting et al., 1991; Sadowski et
al., 1998). Il reste encore a analyser les conséquences d’une administration chronique de ce
produit sur la fonction diastolique.

L’évaluation d’un intérét potentiel d’une inhibition centrale du SNS par des agents
imidazoliniques dans le traitement de la dysfonction diastolique est encore trop succincte et

les résultats obtenus sont souvent contradictoires. Chez des patients hypertendus, un
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traitement chronique avec la clonidine n’a montré aucun effet bénéfique significatif sur la
fonction diastolique, malgré une baisse de la pression artérielle et une régression de 'HVG
(Huting et al., 1991). Par contre, chez le rat 1K,1C, la clonidine améliore 1’€lasticité du VG
(Thomas et al., 2003). La rilménidine a également fait 1’objet d’études cliniques, mais les
résultats obtenus sur la fonction diastolique ne permettent pas de porter des conclusions. Trois
semaines de traitement avec la rilménidine induit, en plus de ses effets hypotenseur et
antihypertrophique, une augmentation du rapport E/A (Koldas et al., 2003). Par contre, un
traitement pendant deux ans avec ce produit, n’a aucun effet bénéfique sur la dysfonction
diastolique associée a ’'HTA (Farsang et al., 2003). Une troisieme étude clinique a comparé la
rilménidine a la nifédipine (un antagoniste calcique) mais n’a fait que montrer 1’absence de
différence entre les deux traitements sur le rapport E/A, aucune valeur n’est donnée
(Sadowski et al., 1998).

Il était nécessaire de faire le point sur ’intérét de la rilménidine dans le traitement de la
dysfonction diastolique associée a I’HTA. Dans cette partie du travail, nous avons donc
réalisé une étude chronique avec ce produit en faisant une analyse complete de ces effets dans
le traitement de la cardiopathie hypertensive dans notre modele 1K,1IC(HVG). Nous avons
ainsi évalué ses actions sur les parametres hémodynamiques, sur la masse du VG et sur la
fonction diastolique.

La mise en place de ce traitement chronique a dans un premier temps nécessité la réalisation
des diverse études préliminaires afin de définir le mode d’administration et la dose qui étaient

les plus appropriés a notre étude.

2. REALISATION D’ETUDES PILOTES

2.1. Pharmacocinétique : voie d’administration

Dans le choix du mode d’administration, il faut tenir compte de la pharmacocinétique du
médicament, car pour qu’un traitement chronique soit efficace, il est nécessaire que le
traitement couvre le cycle nychtéméral. Il existe deux modes d’administration :

- D’administration en bolus, par gavage ou par injections (sous-cutanée, intra-

veineuse ou intra-péritonéale) ;
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- l’administration en continu dans I’eau de boisson, dans I’alimentation, par
I’intermédiaire d’une pompe osmotique, ou encore au moyen d’un patch

transcutané.

Une injection en bolus est efficace si la demi-vie du produit est suffisante pour maintenir une
concentration thérapeutique efficace toute la journée. Chez le rat, une étude de
pharmacocinétique a montré une élimination tres rapide de la rilménidine lorsqu’elle est
injectée par voie intra-péritonéale a une dose de 250 pug/kg (Monassier et al., 2004). Mais

aucune étude semblable n’avait encore été effectuée chez le lapin.

Nous avons donc testé la durée d’action de la rilménidine lorsqu’elle est injectée par voie i.v.
a la dose de 300 pg/kg. cette dose a été choisie car nous avons pu montrer son efficacité par

cette voie d’administration dans le chapitre précédent.

L’étude pharmacocinétique avec la rilménidine a été réalisée sur 4 lapins. Suite a I’injection,
nous avons réalisé une série de prélevements sanguins a différents temps, au niveau de la
veine marginale de I’oreille : juste apres I’injection, puis 15 et 30 minutes, puis, 1, 2, 4, 6, 8 et
24 heures suivant I’injection. La concentration plasmatique de la rilménidine a alors été

mesurée a chacun de ces temps par les laboratoires Servier.

Concentration plasmatique de la rilménidine
‘ en fonction du temps

50+ . o
1 == Rilménidine
40
304
204

10+

- Concentration (ng/ml)

0

L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Temps

Figure 1 : Evolution de la concentration plasmatique de la rilménidine en fonction du temps,
suite a une injection de ce produit en i.v. chez 4 lapins 1K,IC(HVG) a la dose de 300 pg/kg.
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Tout comme chez le rat, nous avons observé une rapide décroissance de la concentration, et 4
heures apres 1’administration du produit, elle est inférieure a 10 ng/ml (figure 1). Donc, apres
une injection par voie intra-veineuse, le produit est rapidement éliminé. Afin de couvrir le
traitement tout le long d’un cycle nychtéméral, il serait nécessaire de faire plusieurs injections

dans la journée, une manipulation qui est trop contraignante pour 1’animal (stress, infections).

Du fait d’un temps de demi-vie court du produit, un traitement délivré en continu serait plus
approprié. L’administration du produit dans I’eau de boisson ou dans la nourriture a un
inconvénient : I’accélération du métabolisme du médicament par le passage hépatique. Chez
le lapin, nous n’avons a ce jour, trouvé aucune étude chronique utilisant ce mode
d’administration. De plus, dans des études préliminaires, 1’administration du traitement par
I’eau de boisson n’a montré aucun effet visible. L utilisation d’un patch transcutané serait trop
complexe.

Nous avons donc choisi de délivrer le médicament par le moyen des minipompes osmotiques.
Dans leur étude de pharmacocinétique, Monassier et al. ont également mesuré la
concentration plasmatique de la rilménidine chez le rat, lorsque le produit était délivré par une
minipompe osmotique sous-cutanée, et ils ont montré la présence d’une concentration stable
durant tout le traitement (Monassier et al., 2004).

Nous avons alors cherché une dose efficace dans notre modele pouvant étre délivrée en

continu.

2.2. Choix d’une dose

Dans une étude assez récente, Parkin et al. ont testé les effets hypotenseurs de la rilménidine
administrée chroniquement chez des lapins normotendus (Parkin et al., 2003). Ils ont utilisé ce
produit a la dose de 5 mg/kg/j délivrée par le moyen de minipompes osmotiques. Nous avons
donc décidé de nous baser sur cette étude, d’autant plus qu’ils avaient utilisé le méme mode
d’administration que nous avions choisi. Aucune étude de ce type n’avait encore été réalisée
chez le lapin hypertendu c’est pourquoi, avant de débuter tout traitement chronique, nous
avons voulu déterminer si cette dose était efficace dans notre modele. Donc similairement a
I’étude de Parkin et al., nous avons fait une étude préliminaire en administrant la rilménidine

par voie sous-cutanée a la dose de 5 mg/kg, et évaluant alors ses effets hémodynamiques.
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La PA et la FC ont été mesurées de facon invasive dans I’artere centrale de 1’oreille chez le
lapin 1K,1C(HVG) éveillé. Apres 'injection de la rilménidine, I’évolution des parametres a

été suivie durant 2h.

A Effet hypotenseur B Effet bradycardisant
de la rilménidine de la rilménidine
140+ 2204
—8- PAS -=—FC

5 1301 ——PAD 200
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Figure 2 : Effets d’'une administration de rilménidine a la dose de 5 mg/kg par voie sous-
cutanée chez un lapin 1K,1C(HVG) sur les pressions artérielles systolique (PAS), diastolique
(PAD) et moyenne (PAM) (A) et sur la fréquence cardiaque (FC) (B), pendant 2 heures.

L’administration de 5 mg/kg de rilménidine induit un fort effet hypotenseur et bradycardisant
durant les 2 heures suivant la prise du médicament. Les PAS, PAD et PAM passent de 127,
113 et 118 a 101, 88, 92 mmHg (figure 2A) et la FC chute de 180 a 120 bpm (figure 2B). La
PAM baisse alors de 26 mmHg, ce résultat est comparable a celui résultat de 1’étude réalisée

chez le lapin normotendu, ou la PAM chute de 18,6 mmHg (Parkin et al., 2003).

2.3. Conclusion
Nos études préliminaires réalisées chez le lapin 1K,1C(HVG) ont permis de déterminer la
dose et la voie d’administration semblant les plus appropriés dans notre étude : nous avons

alors décidé d’étudier les effets de la rilménidine lorsqu’elle est délivrée en continu par le

moyen d’une minipompe osmotique a la concentration de 5 mg/kg/j.
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3. MISE EN PLACE DU TRAITEMENT CHRONIQUE

3.1. Protocole d’étude

Notre étude a été réalisée avec 25 lapins: 16 lapins 1K,1C et 8 lapins témoins ayant
également subi une opération, mais sans néphrectomie, ni sténose.
5 semaines apres I’opération une échocardiographie complete est réalisée sur chaque lapin et
la pression artérielle mesurée de fagon invasive et non-invasive. Parmi les lapins 1K,1C
opérés, nous n’avons retenu que ceux ayant développé une hypertension artérielle
(PAM>105mmHg), c’est a dire des lapins 1K, 1C(HVG). Ces derniers sont alors séparés en 3
groupes de traitement :

- Placebo (n=6)

- Rilménidine (Ril) 2 5 mg/kg/j (n=5)

- Métoprolol (Méto) a 30 mg/kg/j (n=5, dose choisie a partir des quelques études

réalisée chez le lapin: Frolov et al., 2001; Sun et al., 1994.

Le traitement est effectué durant 6 semaines et administré par le moyen de minipompes
osmotiques implantées en sous-cutané (Modele 2ML2 Alzet, Charles Rivers).

Pendant le traitement, une échocardiographie et une mesure non-invasive de la pression
artérielle sont effectuées tous les 15 jours. A la fin du traitement, ces mesures sont complétées
par une évaluation invasive des pressions artérielles et cardiaques. Puis, I’animal est sacrifié
par une dose létale de pentobarbital par voie intra-veineuse, afin de récupérer et peser le cceur
puis séparément le VG le ventricule droit (VD) et les oreillettes. Ces masses sont corrigées
par le poids de I’animal. Une rondelle du VG, coupée a la base du plancher atrio-ventriculaire,
est mise dans du formol afin de réaliser des analyses histologiques : mesures de la surface des
cardiomyocytes, de la surface des vaisseaux sanguins et de la densité de collagene.

En début et en fin de traitement, un prélevement sanguin a été réalisé chez I’animal éveillé a
la veine marginale de 1’oreille. Le plasma est récupéré apres une centrifugation a 2500 tr/min
pendant 10 min pour doser la concentration plasmatique d’urée, de créatinine, de sodium, de
potassium et de protéines totales.

En parallele, la méme étude est réalisée dans un groupe témoin normotendu (n=8) sans
traitement, dans le but de comparer les effets des traitements a des valeurs normales et de voir

ainsi I’amélioration des différents parametres.
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Ci-dessous, la figure 3 résume ce protocole :

5 semaines 6 semaines de traitement

4 4 4 4

Opération _J

chirurgicale

Mesures faites tous les 15j
PAS et FC a la queue + Echocardiographie

Début du traitement
- Placebo (n=6) ) .
ou - Rilménidine, Smg/kg/j (n=5) pressions artérielles
ou - Métoprolol, 30mg/kg/j (n=5) pressions du VG
Sacrifice

Dosages sanguins _ prélevements J
Histologie

Figure 3 : Protocole d’étude

3.2. Mesure de la pression artérielle

La mesure invasive de la PA est réalisée comme décrit dans le chapitre 1, en laissant la boite
de contention ouverte.

La PA est également mesurée par une technique non-invasive, permettant une mesure
répétée : la mesure de la pression a la queue (letica, Bioseb, France). L’animal est pour cela
placé dans une boite de contention fermée (téte a I’intérieur de la boite) mais laissant acces a
la queue, qui est rasée. Le capteur de pression utilisé est celui de la souris et le gonfleur celui
du rat. Les PAS et FC sont fiables, par contre la PAD n’a pas toujours pu étre prise en

compte. Pour chaque lapin, la valeur retenue est la moyenne de 5 mesures.

3.3. Echocardiographie
Elle est réalisée selon le protocole décrit dans le chapitre 1 en positionnant 1’animal debout.

Par contre, nous n’avons mesuré le mouvement de 1’anneau mitral que du coté septal, car il

n’était pas toujours possible d’obtenir une bonne fenétre acoustique du coté latéral.
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3.4. Pose des minipompes

La région entre les 2 omoplates est rasée, désinfectée, puis apres une anesthésie locale avec de
’Emla® a 5% et de la lidocaine a 2%, une incision est réalisée chez 1’animal éveillé et une
poche formée afin d’introduire la minipompe. Une suture est alors faite avec du fil résorbable,
Vicryl 3/0. Chaque pompe libere le médicament a un débit de Sul/h pendant 2 semaines, donc

elle a dii étre changée 2 fois afin maintenir le traitement durant 6 semaines.

3.5. Cathétérisme du ventricule gauche

Il est réalisé selon le protocole décrit dans le chapitre 1.

3.6. Histologie

L’inclusion des rondelles de VG dans la paraffine est réalisée par le service d’anatomie
pathologique par le Dr. Gasser a I’hopital Emile Muller a Mulhouse.

La coloration des coupes a 1’hématoxyline-€osine, également réalisée dans le service du Dr.
Gasser, nous a permis de mesurer la surface des cardiomyocytes par le logiciel Image J.

La coloration des coupes par le rouge Sirius est réalisée par I’institut de la clinique de la
souris (Illkirch) et nous avons quantifié la densité de collagene grace au logiciel d’imagerie

TIMT, développé par le centre d’imagerie de I'IGBMC (Illkirch).

3.7. Statistiques

*

s Le test t de Student non-apparié a permis de comparer :

- les valeurs basales des lapins témoins avec celles des lapins 1K, 1C(HVG) a 5
semaines post-opératoire,

- les valeurs de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque, mesurées de facon
invasive, entre les groupes Ril et placebo, et entre les groupes Ril et Méto, en fin

de traitement.
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X/

* Le test de la variance ANOVA a permis :

- de comparer les groupes témoins, Ril et placebo, entre eux, aux différents points de
mesures (0, 2, 4 et 6 semaines). Le groupe Méto a uniquement été comparé au
groupe Ril,

- d’évaluer dans un méme groupe, 1’évolution des parametres au cours du temps
avec des mesures répétées.

Ce test a été suivi par le test de Bonferroni afin de déterminer les différences entre les
groupes.

Une différence est estimée significative lorsque p<0,05.
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4. CARACTERISTIQUES DE BASE DES LAPINS 1K,1C(HVG)

Les lapins 1K,1C(HVG) utilisés dans cette partie présentent les mémes caractéristiques que
celles des lapins 1K,1C(HVG) décrites dans le chapitre 1 : une forte hypertension artérielle
(PAM > 105mmHg), associée a une HVG concentrique (une augmentation de la mVG et de
I’épaisseur relative des parois), a un trouble primaire de relaxation (réversion des rapports
E/A et Ea/Aa et augmentation du TRIV) et a I’absence de dysfonction systolique (tableau 1).
La tachycardie observée dans ce groupe n’a pas été confirmée par les mesures non-invasives
(la FC, obtenue par échocardiographie et par la technique de pression a la queue, est similaire

entre les deux groupes).

Parametres Témoins (n=8) 1K,1C (n=16)
PAS (mmHg) 8114 131 + 2,5%*
PAD (mmHg) 59 +1,8 108 = 1,8%%*
PAM (mmHg) 68 0,7 116 + 2%*
FC (bpm) 205 + 6,3 218 + 5%
DTD (mm) 16,4 £0,2 16,2 +0,3
DTS (mm) 10,9 = 0,1 10,7 £ 0,3
FE (%) 66 = 1,1 66 = 1,5
Débit (ml/min) 865 =50 845 + 42
mVG (g) 3,6 £0,2 5,8 £ 0,2%*
mVG/poids (g/kg) 1,5+0,1 2,5+0,1%*
PP (mm) 1,8 +0,1 2,7 £0,1%*
Septum (mm) 1,8 £0,1 2,7 £0,1%*
E/A 1,3 +0,07 0,9 £ 0,04%*
TRIV (ms) 45+25 57 £2,1%*
Ea/Aa 1,3 +0,07 1,0 = 0,09%**

Tableau 1 : Caractéristiques de base des lapins témoins et 1K,1C(HVG), 5 semaines apres
I’opération, *p<0,05 et **p<0,01.
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S. EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE AVEC LA
RILMENIDINE OU LE METOPROLOL

Les valeurs de base des parametres hémodynamiques et échocardiographiques des groupes

placebo, Ril et Méto sont comparables (figure 4, tableaux 5 et 6).

5.1. Effets hémodynamiques

La mesure pléthysmographique de la pression nous a permis de suivre 1’évolution des
pressions artérielles et de la fréquence cardiaque au cours du temps. Une mesure a été
effectuée tous les 15 jours. Ainsi, nous avons observé, des la deuxieme semaine, un effet
bradycardisant significatif de la rilménidine de 14 % : 201+5 a 17445 bpm, placebo vs Ril,
respectivement (p<0,01). Cet effet est maintenu jusqu’a la fin du traitement: de 196+8 a
17747 bpm, placebo vs Ril, respectivement (p<0,05) (figure 4A). Dans le groupe Méto, une
baisse de la fréquence cardiaque similaire a celle obtenue avec la rilménidine est observée
uniquement apres 6 semaines de traitement.

L’effet bradycardisant de la rilménidine est accompagné d’une réduction progressive de la
PAS, cependant I’hypotension induite par la rilménidine ne devient pas significative apres 6
semaines de traitement : elle passe de 128+5 a 113+10 mmHg dans les groupes placebo et Ril,
respectivement (Figure 4B). L’absence de significativité est due a un important écart-type
dans les groupes. Dans le groupe Méto, une baisse de la PAS similaire a celle observée avec
la rilménidine est obtenue apres 2 semaines de traitement. Cependant, apres 4 et 6 semaines,
cette pression retourne a I’état de base.

Le produit de la PAS et de la FC est un bon indicateur du travail cardiaque. Avant le début du
traitement, ce produit est significativement augmenté chez les lapins 1K,1C(HVG), comparés
aux lapins témoins (p<0,01). La rilménidine permet une réduction progressive du travail
cardiaque ; ce parametre devient alors significativement inférieur a celui du groupe placebo a
la fin du traitement (p<0,05), et comparable au travail cardiaque dans le groupe témoin (figure
4C). Par contre, dans le groupe Méto, la baisse du travail cardiaque est moindre que celle
observée dans le groupe traité avec la rilménidine, rendant alors plus difficile la comparaison

entre les groupes Ril et Méto (figure 4C).
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Figure 4 : Comparaison de I’évolution, au cours du temps, de la FC (A), de 1a PAS (B) et du
double produit (C) dans les groupes témoin, placebo, Ril et Méto, réalisée par le test de
variance ANOVA avec *p<0,05 et **p<0,01 : témoin vs Placebo ou Ril; §p<0,05 et
§8§p<0,01 : placebo ou Méto vs Ril ; #p<0,05 et ##p<0,01: 2, 4 et 6 semaines vs pré-
traitement.

Ces différents résultats sont confirmés par les mesures invasives, réalisées en fin de
traitement. La PAS est 1égerement réduite : 136+3 vs 126+5 mmHg (p<0,05) pour les groupes
placebo et Ril, respectivement (figures SA). La FC est significativement plus basse dans le
groupe Ril : 209+11 vs 1769 bpm (p<0,01). Par contre, la rilménidine ne semble avoir aucun
effet sur la PAD, quelle que soit la technique de mesure de la PA. Ainsi, nous n’observons pas
de réduction significative de la PAM. Dans le groupe Méto, la FC est comparable a celle du

groupe Ril et la PAS est égale a celle du groupe placebo (figures SA et 5B).
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Figure S : Comparaison de la FC (A) et de la PAS (B) des groupes placebo et Ril et Méto en
fin de traitement. Les valeurs sont obtenues par la mesure invasive des parametres. La
comparaison a été réalisée par le test t non apparié de Student avec **p<0,01.

5.2. Effets rénaux

Urée Créatinine Sodium Potassium Protéines

(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (g

Témoin 54+04 91+34 149+25 5,1+04 493=+13

Placebo 6,9+02* 111+104 151+1,8 58=+08 472+14
Rilménidine 5,9 + 0,4 107+£59 149+0,9 48+0,2 48,8+1,2
Meétoprolol 7+0,7 95+73 148 0,5 5,5+0,6 47 +0,3

Tableau 2 : Comparaison des parametres de la fonction rénale entre les groupes en fin de
traitement. Elle est effectuée avec une analyse de variance ANOVA, *p<0,05 témoin vs
placebo.

Le traitement n’induit pas de modification des concentrations ioniques plasmatiques, comparé
au groupe témoin normotendu et au groupe placebo. Par ailleurs, nous observons qu’apres 6
semaines de traitement avec la rilménidine, la concentration plasmatique d’urée n’est plus
significativement différente de celle du groupe témoin alors que la différence est significative
entre les groupes témoin et placebo. Cependant, les valeurs dans les groupes Ril et placebo ne
sont pas significativement différentes (tableau 2). Dans le groupe Méto, la concentration de
créatinine semble diminuée, mais cette baisse n’est pas significative.

La rilménidine et le métoprolol sont donc bien tolérés dans notre modele d’insuffisance
rénale, ils n’induisent pas d’aggravation de la dysfonction rénale. Nous ne pouvons pas dire
que la rilménidine a un effet bénéfique sur la fonction rénale car une baisse d’urée, non
accompagnée d’une diminution de la concentration de créatinine, n’est pas un indicateur

d’une réduction de I’insuffisance rénale.
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5.3. Effets sur le remodelage cardiaque

5.3.1. Analyse échocardiographique
PP (tmm) Septum Masse VG = Masse VG/pds ERP (%)
(mm) () (g/kg)

Base
Témoin 1,8 0,1 1,8 0,1 49 +0,1 2,1 £0,04 23+1,3
Placebo 2,7 £0,1%* 2,6 £0,1%* 6,1 +0,2%* 2,7 £0,2%x 34 + 1,6%
Rilménidine 2,6 + 0,3+ 2,8 + 0,3+ 6,4 + 0,3+ 2,9 + 0,1+ 33+5,0
Meétoprolol 2,6 +0,2 2,7+0,1 6+0,6 2,5+0,2 31+25
2 semaines
Témoin 1,8 0,1 1,7+0,1 5,0+0,1 1,7 +0,04 22 +1,7
Placebo 2,8 £0,1** 2,9 + 0,2 6,4+04 2,4 +0,2%*§ 37 £2,5%
Rilménidine 2,5 +£0,2%* 2,5 + 0,4 5,9+0,3 2,3 +0,1## 31 £3,7
Métoprolol 2,7+04 2,8+0,3 6,5+1 2,3+£0,2 33+5,4
4 semaines
Témoin 1,8 0,1 1,9+0,2 5,2+0,2 1,6 0,1 224272
Placebo 3,1 £0,2%* 2,6 £0,1** 6,6 + 0,3 2,4 +0,2%* 39 + 1,7
Rilménidine 2,6 £ 0,2%* 2,5 +£0,2% 6,1 £0,2% 2,2+ 0,1#### 33 +3,0%*
Meétoprolol 2,4 +0,2 29+0.2 6,5 +0,5 23+0.3 28+1,5
6 semaines
Témoin 2,3+0,1 2,0 £0,04 5,7+0,1 1,6 £ 0,04 28+23
Placebo 3,3 £ 0,2%*§ 30+0,1¥ 6,8 £0,2%%§§ 2,3 £0,1** 43 + 3,6%
Rilménidine 2,4+0,2 2,6 + 0,1+ 59+0,2  2,0+0,03## 31+22
Métoprolol 2,6 £0,2 2,8 +0,1 73+1 2,4 +0.3§ 29+ 1,1

Tableau 3 : Evolution au cours du temps des épaisseurs des parois et de la masse cardiaque
dans les 4 groupes (témoin, placebo, Ril, Méto). La comparaison entre les groupes a été
réalisée par I’analyse de variance ANOVA avec *p<0,05 et **p<0,01 groupes placebo ou Ril
vs témoin a la méme période et §p<0,05 et §§p<0,01 groupe placebo ou Méto vs Ril a la
meéme période. La comparaison des différents parametres en fonction du temps dans le groupe
Ril a été réalisée par I’analyse de la variance ANOVA avec ##p<0,01 valeurs de base vs 2, 4
ou 6 semaines.

PP: paroi postérieure ; VG: ventricule gauche ; ERP: épaisseur relative des parois.
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L’évaluation de la masse du VG par échocardiographie met en évidence une réduction
progressive de ce parametre dans le groupe traité avec la rilménidine : 2 6 semaines, elle
baisse de 12 % par rapport a la valeur de base, mais cela n’est pas significatif. Par contre,
nous obtenons une baisse significative de ce parametre lorsqu’il est rapporté au poids de
I’animal (tableau 3). Dans le groupe placebo nous observons au contraire une augmentation
de la masse du VG au cours du temps. Ainsi, a la fin du traitement, la masse du VG est
significativement réduite dans le groupe Ril comparé au groupe placebo, mais cette baisse
n’est plus significative lorsque le parametre est rapporté au poids de 1’animal. La réduction de
la masse du VG dans le groupe Ril est associée a une diminution de 1’épaisseur des parois, les
diametres ventriculaires sont inchangés. Ainsi, apres 6 semaines de traitement, il y a une
différence significative de I’épaisseur relative des parois entre les groupes placebo et Ril
(tableau 3).

Apres 6 semaines de traitement, le métoprolol n’induit aucun effet antihypertrophique, et en
fin d’étude, la masse du VG est significativement plus grande dans le groupe Méto que dans

le groupe Ril (tableau 3).
La figure 6 permet d’illustrer les effets du traitement sur le remodelage et la contractilité du

VG en mettant en parallele une coupe en grand axe du VG, visualisée en mode TM, d’un

lapin traité a la rilménidine et d’un lapin non traité, avant et a la fin du traitement.
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Figure 6 : Coupes échocardiographiques du VG en mode TM grand axe d’un lapin traité avec
la rilménidine et d’un lapin non traité (pcb) avant la mise en place du traitement (A), et a la

fin du traitement (B).

5.3.2. Etude post-mortem

Témoin Placebo  Rilménidine Meétoprolol
Ceeur (g) 83+0,1 11+0,6%* 93+04* 11,8+ 1,1§
Cceur/poids (g/kg) 24+0,1 3,7+02** 32+0,2% 3,8 +0,38
VG (g) 50+£0,2 74+05%* 6,1 £0,3* 7.4 +0,5§
VG/poids (g/kg) 1,4+£0,04 25+02%* 21+0,1%* 24+0,2

Tableau 4 : Comparaison des organes pesés apres le sacrifice entre chaque groupe (11
semaines apres I’opération) réalisée par le test ANOVA avec *p<0,05 et **p<0,01 groupes
témoin vs placebo et groupes témoin vs Ril. Le groupe Méto a uniquement été comparé au
groupe Ril §p<0,05 Méto vs Ril.

Nous confirmons la réduction de la masse du VG (18 %) et de la masse rapportée au poids de

I’animal (16 %) par la pesée des organes en fin de traitement dans le groupe Ril comparé au
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groupe placebo, mais la différence entre ces 2 groupes ne s’est pas révélée significative. Nous
n’observons pas de normalisation des valeurs dans le groupe Ril par rapport au groupe
témoin, comme cela a été observé avec 1’échocardiographie. La différence reste significative
entre les 2 valeurs (tableau 5).

La différence de I’effet antihypertrophique entre les groupes Ril et Méto est confirmée par
I’analyse morphologique. La masse du VG est significativement réduite dans le groupe Ril
comparée au groupe Méto (tableau 5).

La masse des oreillettes est inchangée entre les groupes placebo et Ril et la masse du VD tend
a étre réduite mais cela n’est pas significatif. Par contre, nous observons une augmentation de
la masse des oreillettes dans le groupe Méto comparée au groupe Ril (3 +0,5 gvs 2 +0,1 g,

respectivement, p<0,05).

Comme nous ’avons décrit dans le premier chapitre, dans notre modele, ’HVG est expliquée
principalement par une hypertrophie des cardiomyocytes. 6 semaines de traitement avec la
rilménidine, induit une réduction de la taille des cardiomyocytes. En effet, la surface des
cardiomyocytes est significativement réduite de 23 % chez les lapins du groupe Ril par
rapport aux lapins du groupe placebo (p<0,0001) (figures 7A et 7B).

Par ailleurs, la densité de collagene, quantifiée a partir de coupes histologiques colorées au
rouge sirius, est comparable entre les trois groupes (figure 7C). D’une part, cela confirme nos
résultats du chapitre I: I’absence de fibrose myocardique dans le groupe 1K,1C(HVG) ;

d’autre part, la rilménidine n’a aucun effet sur la synthese de collagene.
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Figure 7 : A. Coupes histologiques de cardiomyocytes du ventricule gauche d’un lapin de
chaque groupe. B. Comparaison de la taille des cardiomyocytes. C. Comparaison de la surface
du collagene. **p<0,01 témoin vs placebo ou Ril ; §§p<0,01 placebo vs Ril

La mesure de la surface musculaire des vaisseaux nous permet de confirmer la présence d’une
hypertrophie vasculaire chez les lapins 1K,1C(HVG), décrite dans le premier chapitre. La
rilménidine induit une légere réduction de cette hypertrophie (9 %) mais le test de variance ne

montre pas de différence significative (elle le devient en ne comparant que les deux groupes
1K, IC(HVG)) (figure 8).

Rilménidine

B surfacedela paroi musculaire du vaisseau Figure 8 : A. Coupes histologiques
rapportee ala surface du vaisseau d’artere coronaires, colorées au rouge
075 *k sirius, d’un lapin de chaque groupe.

*% . .
B. Comparaison de la surface musculaire
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vaisseaux, entre les 3 groupes **p<0,01.

0.50+

paroi/vaisseaux
p
»n
o
L

0.004

Témoin Placebo Rilménidine
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5.4. Effets du traitement sur la fonction systolique

5.4.1. Evaluation échocardiographigue

DTD (mm) DTS (mm) FE (%) FR (%) FRmd (%) Q (ml/min)

Base
Témoin 16,4 +0,2 10,9 = 0,1 66 +1,1 34+0,8 23 +0,7 865 + 50
Placebo 15,7 +0,7 10,3 +0,4 67 +1,9 34+x14 22 +0,8 818 + 62

Rilménidine 16,4 +0,7 10,7 +0,7 67x+32 35+24 21+1,2 830 + 103
Meétoprolol 16,7 £0,3 11,4+£0,2 63+04 32+12 19+0,8 798 £ 52

2 semaines
Témoin 16,5+ 1,0 11,1 £0,6 65+22 33+1,6 21+£25 629 + 83
Placebo 15,3 £0,7 9.7+0,5 71 +14 37+1,0 22 +0,9 939 + 82

Rilménidine  15,9+0,6 104 +£0,7 66 +3 34+£2,1 25+3,1 816 + 98
Meétoprolol 16,8+0,6 11,7+0,7 61+33 3024 19x1,1 845+ 70

4 semaines
Témoin 17 £0,7 12 +£0,7 59 +3.,8 30+2.4 19+1,8 761 £72
Placebo 15,9+0,3 10,3 £0,2 69+20 35+1,6 22+ 1,6 941 + 126

Rilménidine 16 £0,5 10,7 £0,3 65+1,8 33+1,3 23+1,9 860 + 71
Meétoprolol 17 +£0,7 11,4+0,3 66 +1,5 34 +1,2 22+1,4 731 £ 54

6 semaines
Témoin 16,8 +0,4 11,6 £0,3 62+14 31+1,0 20+ 1,0 796 + 86
Placebo 15,6 £0,8 9.9 +0,8 70 +£3,2 3728 22+ 1,7 1013+ 117

Rilménidine  15,7+0,4 10,6 £0,6 66x+43 33+24 22+19 767 £ 125
Métoprolol 18,1 +0,8§ 124 +0,7 62+x24 31+x1,6 20+0,7 768 + 61

Tableau 4 : Evolution de la fonction systolique, au cours du temps, dans les 4 groupes. DTD
et DTS = diametres ventriculaires télé-diastolique et —systolique; FE = fraction d’éjection; FR
= fraction de raccourcissement, FRmd = fraction de raccourcissement a mi-paroi, Q = débit
cardiaque. §p<0,05 Méto vs Ril.

Apres 6 semaines de traitement, la rilménidine n’a aucun effet inotrope négatif (tableau 4). Au
cours du temps, nous n’observons aucune réduction des FR et de la FE dans le groupe Ril ; et
aucune différence n’est observée entre les groupes. Cependant, nous pouvons souligner une

augmentation, non significative, de la FE et la FR dans le groupe placebo au cours du temps,
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associée a la réduction du DTD. L’augmentation de la contractilité dans ce groupe peut étre
expliquée par I’augmentation de I’hypertrophie ventriculaire gauche et par la présence d’une
post-charge ventriculaire importante, du fait d’'une HT A sévere.

Dans le groupe Méto, apres 6 semaines de traitement, nous observons une augmentation
significative du DTD comparé au groupe Ril et le DTS est également 1égerement augmenté.
Une dilatation du VG serait un signe de début de décompensation de la fonction cardiaque
chez les lapins ayant recu du métoprolol, mais les parametres systoliques sont encore

normaux.

5.4.2. Evaluation de la fonction systolique par cathétérisme

Par cette technique, nous avons pu confirmer 1’effet bradycardisant de la rilménidine : la FC
baisse de 284+6 et de 267+11 bpm pour les groupes placebo et témoin a 230+4 bpm pour le
groupe Ril (p<0,01 placebo vs Ril et p<0,05 témoin vs Ril). Nous observons une légere, mais
non significative, baisse de la pression systolique passant de 102+19 et 91+9 a 75+12 mmHg
dans les groupes placebo témoin et Ril, respectivement. La différence de la valeur minimale
de la dérivée premiere de la pression ventriculaire en fonction du temps (dP/dtmin) est
inchangée : -2614+357 et -2483+290 mmHg/s dans les groupes placebo et Ril respectivement.
La diminution de la valeur maximale de la dérivée premiere de la pression ventriculaire en
fonction du temps (dP/dtmax) n’est pas significative : elle est de 3539+357629 mmHg/s dans
le groupe placebo et de 2975+629 mmHg/s dans le groupe Ril. Cette 1égere baisse va dans le
sens des résultats que nous avons observé en échocardiographie, dans le groupe placebo, la
FE augmente comparativement au groupe Ril. Cette augmentation de contractilité peut étre
associée a I’aggravation de ’'HVG dans le groupe placebo, 6 semaines apres le traitement.
Dans le groupe Méto, la dP/dtmax et la dP/dtmin sont comparables aux valeurs observées
dans le groupe Ril (dP/dtmax = 3056+743 mmHg/s ; dP/dtmin = -3120+476 mmHg/s dans le
groupe Méto).
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5.5. Effets du traitement sur la fonction diastolique

5.5.1. Evaluation échocardiographique

En comparant le groupe Ril au groupe placebo, des la deuxieme semaine, nous observons une
réversion significative du rapport E/A, elle est également observée en suivant 1’évolution de
ce parametre en fonction du temps dans le groupe Ril (tableau 5). Cette réversion est
maintenue a 4 et 6 semaines. Similairement aux résultats que nous avons montrés dans 1’étude
en aigu, la baisse du rapport E/A est associée a une réduction significative de ’onde A, a 2 et
6 semaines. Cependant, la réversion du rapport E/A est également associée a une tendance a
I’augmentation de I’onde E. La réversion de ce rapport dans le groupe Ril est appuyée par une
réversion significative du rapport Ea/Aa des les premiers 15 jours. Elle est maintenue tout le
long du traitement, ceci en comparant les groupes placebo et Ril et en comparant les différents
points de mesure dans le groupe Ril. Cette réversion est due (i) a une augmentation de 1’onde
Ea qui devient significative apres 6 semaines de traitement comparée au groupe placebo,
mettant en évidence une bonne amélioration du remplissage passif, et (i) a une réduction de
I’onde Aa, apres 2 et 4 semaines de traitement, comparé au groupe placebo. A 6 semaines,
nous observons une tendance a la baisse du TRIV comparé au groupe placebo, mais en
regardant 1’évolution de ce parametre dans le groupe Ril, nous ne voyons aucune réduction,
donc nous pouvons supposer que la rilménidine empéche 1’aggravation de la dysfonction
diastolique.

Au cours du temps, les pressions de remplissage du VG commencent a augmenter dans le
groupe placebo car la vitesse de 1’onde Ar est augmentée. Mais a ce stade, le parametre
Dur(Ar-A) est encore normal et le rapport S/D est encore supérieur a 1 (1,1+0,1 et 1,2+0,1
dans les groupes Ril et placebo, respectivement). La rilménidine agirait sur le flux pulmonaire
en empéchant I’augmentation de la vitesse de 1’onde Ar. Dans le groupe placebo,
I’augmentation des pressions de remplissage peut étre associée a une aggravation du trouble

de relaxation.

En comparant le groupe traité au groupe témoin, nous pouvons dire que la rilménidine permet
une normalisation globale des différents parametres de la fonction diastolique. En effet, les
rapports E/A et Ea/Aa sont identiques dans les 2 groupes, et la vitesse de I’onde Ar n’est pas

significativement différente.
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Par la figure 9, ci-dessous, nous illustrons 1’amélioration du rapport E/A par
échocardiographie en montrant 1’évolution du flux mitral, au cours du temps, chez un lapin

traité avec la rilménidine, comparé a un lapin non traité, aux mémes temps.

Placebo Rilménidine

NE ITT :@.2512 1K1C N?3
1?7:48:35 15J POST 15 JUIL @5 1@:11:25 15J POST
4cm PCB /8/G/F3 4cm RIL 5

8.2512 1K1C N?
s
3

2. 20
.Bécm

LNPCY MEDECINE
STRASBOURG
LAPIN S12

5.8MHz
FENET. 2.1cm
LONG. B.Bécm

5.8MHz
FENET. 2.2cm e: B v= 28
LONG. B.Bécm

Figure 9 : Evolution au cours du temps du profil mitral chez un lapin traité avec la
rilménidine, en la comparant avec un lapin mis sous placebo. A. Avant le traitement. B. 15

jours apres le début du traitement. C. 1 mois apres le début du traitement. D. 6 semaines apres
le début du traitement.
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Les effets du métoprolol sur la fonction diastolique different de ceux obtenus avec la
rilménidine. En effet, apres 6 semaines de traitement ; le métoprolol induit une réversion du
rapport E/A, comparable a celle observée avec la rilménidine. Par contre, cet effet n’est pas
accompagné d’une réversion du rapport Ea/Aa, ce qui aurait pu confirmer une normalisation
de la fonction diastolique. A 6 semaines, la vitesse de I’onde Ea et le rapport Ea/Aa sont

significativement plus faibles dans le groupe Méto que dans le groupe Ril (p<0.05).

5.5.2. Evaluation par cathétérisme

L’amélioration de la fonction diastolique par la rilménidine semble €tre confirmée par les
résultats que nous avons obtenus avec la mesure invasive des pressions ventriculaires
gauches. L’indice de tau est réduit, il passe de 15+2 a 10+1 ms dans les groupes témoin et Ril
respectivement (p<0,05), et nous constatons une normalisation de cette valeur par rapport au
groupe témoin (10+1 ms).

Une augmentation significative de I’indice de tau dans le groupe Méto, comparé au groupe
Ril révele au contraire, une altération de la relaxation du VG chez les lapins traités avec du

métoprolol. (Tt = 30+5 ms dans le groupe Méto, p<0,01).

6. DISCUSSION

Chez les lapins 1K, 1C hypertendus, une administration chronique de rilménidine, a la dose de
5 mg/kg/j, induit un 1éger effet antihypertenseur et une bradycardie significative. Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus dans des études cliniques et précliniques (Sadowski et al.,
1998 ; Callens-el Amrani et al., 1989). L’effet bradycardisant que nous avons montré n’avait
cependant pas été observé chez le lapin normotendu éveillé (Parkin et al., 2003). Cette
différence pourrait etre expliquée par la présence d’une HVG chez nos lapins. En effet, une
étude clinique avait déja montré un lien entre la réponse bradycardisante et 1’hypertrophie
cardiaque ; la rilménidine avait un effet bradycardisant plus important chez les patients
hypertendus présentant une HVG, que chez les patients sans HVG (Farsang et al. 2003).

Des les premiers 15 jours de traitement avec la rilménidine, nous observons une réduction

progressive de 1’épaisseur des parois ventriculaires, et apres 6 semaines, la masse du VG est
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significativement réduite. La baisse de 1’hypertrophie pourrait étre expliquée par la faible
réduction de la pression artérielle. Cependant, apres 2 semaines de traitement, le métoprolol
induit un effet hypotenseur comparable a celui de la rilménidine, pourtant, 1’épaisseur des
parois est alors inchangée. En outre, diverses études ont mis en évidence I’absence de
corrélation entre la baisse de pression et la régression de 'HVG (Sadowski et al., 1998 ;
Callens-el Amrani et al., 1989). Chez le rat DOCA-sel, un traitement de 7 semaines avec la
rilménidine, a la dose de 10 mg/kg/j per os, ne provoque qu’une baisse de PAS de 8 % mais
est pourtant accompagnée d’une régression significative de ’HVG (Callens-el Amrani et al.,
1989).

Parallelement a la baisse modérée de la PA, nous démontrons par notre étude histologique,
que la régression de I’HVG par la rilménidine, est due a une diminution de la taille des
cardiomyocytes. En outre, la rilménidine permettrait une légere réduction de la rigidité
vasculaire des artérioles intramyocardiques, par son léger effet anti-hypertrophique des
cellules musculaires lisses. La noradrénaline (NA) a montré €tre un facteur trophique
(Colucci, 1998). Il est maintenant bien établi que le développement rapide de ’'HVG dans
I’hypertension artérielle dépend d’une stimulation équivalente des récepteurs o- et -
adrénergiques (Schobel et al., 1996; Simpson et al., 1991; Zierhut and Zimmer, 1989). Par son
action sympatho-inhibitrice, en amont des récepteurs adrénergiques, la rilménidine aurait

donc une action directe sur le tissu cardiaque et vasculaire.

Dans notre modele, nous avons donc pu montrer que la rilménidine a un effet anti-
hypertrophique comparable a ce qui avait été observé dans des études cliniques et pré-

cliniques antérieures (Bobik et al., 1998; Sadowski et al., 1998).

La deuxieme partie de cette étude, nous a permis pour la premiere fois d’évaluer 1’intérét
potentiel de la rilménidine dans le traitement de la dysfonction diastolique présente dans la
cardiopathie hypertensive. La rilménidine induit une amélioration rapide de la phase précose
du remplissage du VG. Les rapports E/A et Ea/Aa sont normalisés. La 1égere augmentation de
la vitesse de E et surtout 1’augmentation significative de la vitesse Ea du déplacement de
I’anneau mitral (un indicateur de I’état de la relaxation bien plus fiable que E du fait de son
indépendance de la précharge) traduisent une amélioration de la compliance. En outre,
I’absence d’augmentation du TRIV comparée au groupe placebo et une baisse de I’indice de

Tau permettraient de confirmer une amélioration de la relaxation ventriculaire gauche.
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Différents facteurs pourraient expliquer ses effets diastoliques.

» Une légere baisse de la pression artérielle

Diverses études ont montré que dans ’HTA non traitée, 1’altération du remplissage du VG est
dépendante de la sévérité de ’'HTA (Phillips et al., 1989). Cependant, Alli C et al. ont montré
chez les patients hypertendus, que la baisse de la pression par la prazosine n’a aucun effet
bénéfique sur la fonction diastolique (Alli et al., 1992). Dans notre étude, I’effet hypotenseur
ne semble pas suffisant pour modifier le remplissage ventriculaire : contrairement a la

rilménidine, apres 2 semaines, ’effet hypotenseur du métoprolol n’est pas associé a une

amélioration de la fonction diastolique.

» Un effet bradycardisant

La bradycardie permet une augmentation de la durée de la diastole, donc un meilleur
remplissage du VG. En plus de leurs effets antihypertrophiques, les (3-bloqueurs se sont
montrés bénéfiques par leur action bradycardisante. Schobel et al. ont comparé, chez des
patients hypertendus, les effets d’'un a-bloqueur a ceux d’un (-bloqueur sur la fonction
diastolique. Les 2 traitements réduisent la masse du VG mais seul le B-bloqueur, par son
action bradycardisante, induit une réelle amélioration du rapport E/A. L’a-bloqueur ne fait
que tendre a améliorer la fonction diastolique (Schobel et al., 1996). Cependant, une simple
bradycardie ne serait non plus pas suffisante pour améliorer la diastole. En effet, apres 6
semaines de traitement avec le métoprolol, la bradycardie observée est associée a une
altération de la fonction diastolique, caractérisée par une augmentation de 1’indice de tau et
I’absence d’une réversion du ratio Ea/Aa. De plus, dans une étude clinique, le blocage des

récepteurs o-adrénergiques par la doxazocine, induit, en plus d’un effet anti-hypertrophique,

une augmentation du rapport E/A, sans effet bradycardisant (Agabiti-Rosei et al., 1992).

» Un effet antihypertrophique

Plusieurs études ont montré un lien entre 1’amélioration de la compliance et I’effet
antihypertrophique avec des traitements tels que les sartans, les IEC ou encore les 3-bloqueurs
(Hoffmann et al., 2001; Kobayashi et al., 2004; Wachtell et al., 2002). Néanmoins, un anti-
oxydant améliore les parametres diastoliques sans réduire la masse cardiaque, ni la pression

(Matsui et al., 2006). De méme, une simple administration de clonidine améliore la diastole
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sans réduire I’hypertrophie (Stefanadis et al. 2001). Dans notre étude, tous les lapins traités
avec la rilménidine présentent une réduction de la masse ventriculaire, associée a
I’amélioration de la fonction diastolique. L’importance de la baisse de la masse du VG serait
appuyée par les résutats que nous avons obtenus avec le métoprolol. Dans notre modele, une
baisse de I’hypertrophie semble nécessaire a I’amélioration de la fonction diastolique, car un
traitement de 6 semaines avec le métoprolol, a la dose de 30 mg/kg/d, n’a aucun effet sur la
masse du VG et nous observons une altération de la relaxation du VG. Ce manque d’effet ne
serait pas dii a une dose insuffisante, car nous avons utilisé une dose supérieure a celle déja
utilisée dans d’autres études chez le lapin (Frolov et al., 2001; Sun et al., 1994). En fait, la
stimulation des récepteurs [-adrénergiques a un effet lusitrope positif en activant la
phosphorylation du phospholamban, augmentant ainsi la recapture du calcium par SERCA
durant la diastole (Villars et al., 2004). Une inhibition de cette phosphorylation par le
métoprolol, induirait alors un effet lusitrope négatif, qui serait habituellement compensé par
ses effets antihypertrophiques et hémodynamiques. Une étude antérieure, réalisée chez le
lapin 1K,1C, avait également observé 1’absence d’effet antihypertrophique et d’effet
hypotenseur d’un traitement curatif avec du pindolol (Cimini et al., 1991). Dans ce modele
expérimental, Defficacité réduite du f-bloqueur serait expliquée par [’hyperactivité
sympathique présente dans ce modele, qui ciblerait les récepteurs o-adrénergiques dans les
tisssus vasculaire et cardiaque. Ainsi, la stimulation de ces récepteurs contrecarrerait les effets
bénéfiques d’une inhibition des récepteurs $-adrénergiques.

La rilménidine aurait ainsi une action plus large qu’un B-bloqueur, elle permettrait une
inhibition globale des effets déléteres des catécholamines, et cela serait d’autant plus efficace
lors d’une hypertactivité sympathique. Une étude clinique chez des patients hypertendus avait
d’ailleurs mis en évidence que les effets bénéfiques d’un B-bloqueur étaient amplifiés en
I’associant a un a-bloqueur (Dianzumba et al., 1990). Par ailleurs, 1’effet chronotrope négatif
de la rilménidine induit par son action sympatho-inhibitrice pourrait également étre expliqué
par I’activation des RI, dans les glomi carotidiens, récepteurs que nous avons décrit dans

I’introduction générale (§ 5.3.2.1).

En plus de son effet sympatho-inhibiteur, la rilménidine pourrait agir sur la diastole par un
effet auriculaire direct, comme nous I’avons observé dans le chapitre précédent. Dans ce

chapitre, nous avions montré que, par la baisse de contractilité de I’OG, une injection unique
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de rilménidine altérait le remplissage du VG. En effet, la vitesse de I’onde A était inférieure a
celle observée chez le lapin normotendu et, ni la vitesse de ’onde E, ni le TRIV n’étaient
modifiés (le remplissage passif restait altéré). En chronique, nous observons également une
réduction de la vitesse de ’onde A donc la rilménidine semble avoir un léger effet inotrope
négatif sur I’OG, mais cet effet est insignifiant car la dose que recoit I’animal en continu est
moindre que celle qu’il regoit lors d’une administration en bolus par voie intraveineuse et
I’état de contractilit¢ de ’OG n’est pas altérée chez I’animal hypertendu. De plus, 1’effet
délétere que pourrait avoir la rilménidine sur la phase active du remplissage serait masqué par
son effet bénéfique sur la phase passive du remplissage. Ainsi, un effet inotrope négatif de la
rilménidine sur I’OG n’induirait pas d’effet délétere visible lorsqu’elle est administrée de

facon chronique, dans notre modele expérimental d’HTA.

7. CONCLUSION

N

Ce travail est donc le premier a montrer qu’un traitement chronique avec la rilménidine
permet un rapide effet antihypertrophique et une nette amélioration de la fonction
diastolique, dans I’HTA sévere, ceci par ses effets hémodynamiques (légere hypotension,
bradycardie) et par la suppression des effets déléteres des cathécholamines. Ce traitement

n’induit aucune altération de la fonction systolique et de la fonction rénale.
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CHAPITRE 4

ETUDES CHRONIQUES
CHEZ LES LAPINS
INSUFFISANTS
CARDIAQUES
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1. INTRODUCTION

Tout comme dans I’hypertension artérielle, une hyperactivation sympathique a clairement été
mise en évidence dans I’insuffisance cardiaque congestive (ICC). En effet, la concentration de
noradrénaline est environ 50% plus élevée chez des patients présentant une ICC que chez des
sujets sains (Francis et al., 1990). Cette mesure indirecte a été€ confirmée par 1’enregistrement
direct de I’activité sympathique musculaire qui est augmentée chez les malades (Leimbach et
al., 1986).

Comme nous ’avons décrit dans I’introduction générale (paragraphe 5.1.3), les 3-bloqueurs
sont aujourd’hui des traitements de référence dans I’ICC, dans le traitement de 1’insuffisance
a un stade modérée, jusqu’au stade le plus sévere (études CIBIS I, CIBIS II, MERIT-HF
COPERNICUS, CAPRICORNE, COMET...).

Ainsi, les B-bloqueurs s’étant avérés efficaces, nous avons émis I’hypothese selon laquelle
une réduction globale de I’activité sympathique pourrait étre bénéfique. Cette hypothese est
d’autant plus intéressante que le carvédilol est a la fois a et 3-bloquant, et que dans une étude
tres récente effectuée dans un modele de coarctation aortique chez le rat, un a-bloqueur et une
sympathectomie chimique ont des effets bénéfiques sur la fonction diastolique et la mortalité
(Perlini et al., 2006). Nous avons donc testé les effets d’inhibiteurs sympathiques d’action

centrale dans 1I’ICC.

Comme décrit dans I’introduction générale (paragraphe 5.3.4), les quelques études réalisées
avec des inhibiteurs sympathiques centraux sont encore contradictoires, en fonction du
produit utilisé. Nous pouvons rappeler, que la clonidine présente divers effets bénéfiques dans
I’ICC tels qu’une réduction des troubles du rythme ventriculaire (Zhang et al., 1998), une
bonne tolérance en aigu chez des patients présentant une ICC au stade II et III (Azevedo et al.,
1999), ou encore, une baisse de la mortalit¢é dans un modele expérimental d’infarctus du
myocarde (Zhang and Cheng, 2000). Cependant, une é&tude clinique réalisée avec la
moxonidine, un antihypertenseur d’action centrale de 2°™ génération, a di &tre interrompue
prématurément du fait d’'une augmentation de plus de 50% de la mortalité. En outre, une
étude préclinique sur la moxonidine réalisée dans notre laboratoire a globalement montré des
effets déléteres : une augmentation de la mortalité a été observée dans le groupe traité avec la

dose la plus faible de moxonidine testée (Thomas et al., 2004).
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Dans cette partie de notre travail nous avons donc voulu : (1) comparer ’ensemble des effets
circulatoires de plusieurs inhibiteurs sympathiques centraux avec ceux d’un [3-bloqueur et (2)
comparer les effets de deux inhibiteurs sympathiques centraux de générations différentes, la
clonidine et la rilménidine afin d’essayer expliquer certaines des différences observées dans
les études antérieures. Cette étude est d’autant plus intéressante que ces produits ont été
comparés dans le méme modele - le lapin 1K,1C(IC) présentant une ICC (décrite dans le
Chapitre 1) - et dans les mémes conditions expérimentales. Le P-bloqueur que nous avons
retenu est le métoprolol en raison de son efficacité démontrée dans des études précliniques et
cliniques (Shimoyama et al., 1996). Nous avons choisi comme inhibiteurs centraux la
clonidine (produit de 1% génération) car elle a montré des effets bénéfiques dans diverses
études et la rilménidine (substance de 2°™ génération), car elle appartient a la méme
génération que la moxonidine, néfaste dans I’'ICC, et, a ce jour, la rilménidine n’a jamais été
étudiée dans I’insuffisance cardiaque.

Pour nous rapprocher le plus possible des études cliniques, nous avons analysé les effets de
ces produits en association avec un diurétique. Nous avons choisi le furosémide car c’est le
diurétique le plus utilisé chez des patients présentant une ICC. Il permet de réduire la
rétention hydro-sodée par son action inhibitrice sur la réabsorption du sodium et du chlore au
niveau des sites périphériques des tubules rénaux (Brater, 1998). Le rdle des diurétiques dans
I’ICC est de réduire les signes congestifs ou d’empécher leur réapparition. Il n’existe pas
d’étude démontrant un effet de ces médicaments sur la mortalité. Ils doivent étre considérés
surtout comme un traitement symptomatique. En effet, dans des études a court terme, ils
permettent une réduction de la pression veineuse, des signes de congestion pulmonaire,
d’ascite et des oedemes périphériques des les premiers jours suivant l’instauration du
traitement (Patterson et al., 1994; Sherman et al., 1986). Notre modele présente les divers
symptomes cliniques de I’ICC : une augmentation de la précharge avec une forte rétention
hydro-sodée. Nous avons donc cherché a réduire la précharge et permettre ainsi une meilleure
acceptabilité du traitement. Nous avons associé avec chacun des produits testés des doses

identiques de furosémide dans tous les groupes.
Dans cette partie, quatre traitements différents ont donc été évalués de maniere chronique,

dans le but de tester les intéréts éventuels d’une inhibition sympathique centrale dans le

traitement de la dysfonction ventriculaire gauche a un stade avancé.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Protocole d’étude

5 semaines apres 1’opération, tous nos lapins ont été échocardiographiés. Nous n’avons retenu
que ceux ayant développé une insuffisance cardiaque congestive, c’est a dire des lapins
1K, 1CC) a partir des criteres décrits dans le premier chapitre. 4 groupes de lapins ont alors
été formés et durant une semaine, I’ensemble des animaux a été traité par du furosémide a la

dose de 30 mg/kg/j, administré en monoprise par voie orale.

Apres cette semaine de traitement, une échocardiographie a été réalisée chez tous les lapins.
Les 4 groupes ont alors continué a recevoir du furosémide a la dose de 15 mg/kg/j par voie
orale en monoprise. Ce diurétique a €té associé ou non selon le groupe, a un inhibiteur
sympathique, administré par minipompe osmotique, jusqu’a la fin du traitement :
» Groupe Furo : furosémide seul (n=8),
» Groupe Furo-Méto : furosémide + métoprolol a la dose de 10 mg/kg/j (dose
choisie a partir d’études antérieures : (Kawai et al., 2004; Sun et al., 1994) (n=8),
» Groupe Furo-Ril : furosémide + rilménidine a la dose de 2 mg/kg/j (dose choisie
de maniere empirique du fait de 1’absence d’études antérieures. Nous nous sommes
référés a la dose utilisée dans notre étude chronique chez le lapin hypertendu)
(n=9),
» Groupe Furo-Clo : furosémide + clonidine a la dose de 100 pg/kg/j (dose choisie a

partir d’études antérieures : (Thomas et al., 2004; Zhang and Cheng, 2000) (n=8).

Remarque : nous n’avons pas constitué de groupe non traité, car nous voulions avoir 1’effet
propre de I’inhibiteur sympathique, et a ce stade de I'ICC, il était impossible de traiter
uniquement I’animal avec cet inhibiteur. La réduction de la précharge était nécessaire avant
d’instaurer I’inhibiteur sympathique. Notre groupe contrdole a donc recu du furosémide

comme unique traitement.

Durant le traitement, une échocardiographie a été effectuée tous les 15 jours. A la fin du
traitement, I’animal a été sacrifié par une dose 1étale de pentobarbital par voie intra-veineuse,
afin de récupérer et de peser le coeur puis, séparément le ventricule gauche (VG) le ventricule

droit (VD) et les oreillettes. Ces masses ont été rapportées au poids de I’animal. Une
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« tranche » du VG, coupée a la base du plancher atrio-ventriculaire, a ét€ mise dans le formol
afin de réaliser les mémes analyses histologiques que celles décrites dans le chapitre 1.

En début et en fin de traitement, un prélevement sanguin a été réalisé chez 1’animal éveillé, a
la veine marginale de I’oreille. Le plasma a été¢ récupéré apres une centrifugation a 2500
tr/min pendant 10 min afin de doser les concentrations plasmatiques d’urée, de créatinine, de
sodium, de potassium et de protéines totales.

Nous n’avons pas pu suivre 1’évolution de la pression artérielle de facon non-invasive au
cours du temps car ’artere caudale était fortement contractée, empechant d’avoir un bon
signal par la technique pléthysmographique de la pression a la queue. De plus, nous n’avons
pas pu effectuer de mesure des pressions intra-cardiaques car le fort stress, induit lors de

I’anesthésie, provoquait trop souvent la mort de 1’animal.

La figure 1 est une représentation schématique de notre protocole qui s’apparente aux essais

thérapeutiques « add on » :

5 semaines 1 semaine 4 semaines
- . —>

v
v

t bt 3

Opération
chirurgicale

Echocardiographie réalisée a 4 périodes

valeurs de base, 1, 3 et 5 semaines
Début du traitement ( i )

Furosémide

Furo (15mg/kg/j p.o.
30mg/kg p.o. ( ghelipo)

v

Furo (15) - Méto (10mg/kg/j minipompe)

v

Sacrifice
Furo (15) - Ril (2mg/kg/j minipompe)

Furo (15) - Clo (100 g/kg/j minipompe)

Dosages sanguins - .
- ¢ prélevements
Histologie

Figure 1 : protocole de 1’étude chronique dans le modele 1K,1C(IC).
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2.2. Echocardiographie

Elle a été réalisée selon le protocole décrit dans le chapitre 1.
Par ailleurs, nous n’avons pas toujours pu mesurer le mouvement de 1’anneau mitral du coté
latéral du fait d’une difficulté a obtenir une bonne fenétre acoustique. Donc, nous avons

analysé que les parametres obtenus du coté septal.

2.3. Pose des minipompes

La région entre les 2 omoplates a été rasée, désinfectée, puis apres une anesthésie locale avec
de I’Emla a 5% et de la lidocaine a 2%, une incision a été réalisée chez 1’animal éveillé et une
poche formée afin d’introduire la minipompe. Une suture a alors été faite avec du fil
résorbable, Vicryl 3/0. Chaque pompe libérant le produit a un débit de Sul/h pendant 2

semaines , a été changée 1 fois afin maintenir le traitement durant 4 semaines.

2.4. Statistiques

Avant le début du traitement, les groupes entiers ont été comparés par le test de variance
ANOVA.

En regroupant tous les groupes, I’effet d’une semaine de traitement a été évalué par le test t
apparié de Student.

Dans chaque groupe, les valeurs a 1, 3 et 5 semaines ont été comparées aux valeurs de base et
les valeurs a 3 et 5 semaines ont été comparées aux valeurs a 1semaine par le test t apparié de
Student.

Les effets de chacun des traitements, calculés en pourcentage, ont été comparés entre les
différents groupes par un test non paramétrique : le test de Kruskal-Wallis.

Pour la pesée des organes, les groupes Furo-Méto, Furo-Clo et Furo-Ril ont été comparés au
groupe Furo par le test de variance ANOVA, avec le post-test de Dunnett.

Pour le dosage sanguin, les groupes des lapins traités ont été comparés a un groupe de lapin
témoin par le test de variance ANOVA, avec le post-test de Dunnett.

Nous avons considéré les valeurs significativement différentes lorsque p<0,05.
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3. RESULTATS 1: VALEURS DE BASE ET APRES UNE SEMAINE DE
TRAITEMENT

Parametres Furo Furo-Méto Furo-Ril Furo-Clo
(n=8) (n=8) (n=9) (n=8)

Echocardiographie 2D (grand axe
DTD (mm) 235+0,8 22,0x1,1 224+09 21,6=+1,1
DTS (mm) 20,8+09 19,6+1,1 19,6+09 189+12
FR (%) 11+1,6 1109 12+1,1 12+1,4
FE (%) 26+33  25+20 28+2.4 29+29
FRmd(%) 8+1,1 7+0,6 9+1,0 7+0,9
Septum (mm) 1,9+0,1 2,0+0,2 1,9+0,1 1,9+0,1
Paroi postérieure (mm) 1,8+0,1 1,8+0,1 1,8 +0,1 1,9+0,1
Masse VG (g) 72+04 69+0,5 6,8 +0,2 6,4 +04
Masse VG /pds (g/kg) 34+0,2 3,3+0,3 3,0+0,1 3,3+0,1
Epaisseur relative des parois (%) 15+1 17+1,6 16 +1,6 18+1,2
FC (bpm) 24715 274 +9 259+9 281 +7
Débit cardiaque (ml/min) 364 +74 457 £ 80 312 +43 556 + 83

(d) Flux mitral

Onde E (cm/s) 70+36 72+26 69 +472 76 +2.4
Onde A (cm/s) 19+48 22+42 19 +£3,7 21 +5,7
E/A 75«25 58«21 57«14 7,3+2,1
DTE (ms) 3135 32+30 20+2,0 33+24
Durée A (ms) 24+64 31+5,8 28 +5,1 27 +6,5
TRIV (ms) 5129 44+273 48 +2,1 46 +3,0
Flux veineux Pulmonaire

Onde S (cm/s) 31 +3,1 29+38 28 +4.7 29+49
Onde D (cm/s) 43+23 42+55 38+3,9 41 +54
S/D 0,7+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1
Onde Ar (cm/s) 19+12 23+1,0 22 +1,1 21 1,2
Durée Ar (ms) 46 2,5 46 + 3,7 49 +20 49 +1,9
Durée (Ar-A) (ms) 22+5,3 17+ 6,1 21+54 22+ 6,7
(e) DTI

Ea/Aa (septal) 0,7+0,1 1,1+0,1 1,2+0,2 0,9+ 0,1
E/Ea (septal) 244 +1,1 19,820 19,320 254+3,0

Tableau 1 : Valeurs échocardiographiques de base dans les 4 groupes de lapins 1K,1C(IC)

traités.

Avant d’instaurer le traitement, les lapins présentaient une IC plus ou moins sévere. En

prenant la dyspnée comme un des signes clinique d’ICC décrits dans la classification NYHA,
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nous pouvions estimer que nos lapins développaient une IC allant du stade 11 au stade IV. Du
fait de cette variabilité, et de I’impossibilité de faire des sous-groupes, en raison d’effectifs
insuffisants, nous avons stratifié les groupes pour les équilibrer. Les valeurs de bases dans les
4 groupes sont donc comparables (tableau 1). Nos animaux présentent une importante
dilatation du VG et une hypertrophie excentrique, qui est identifiée par une augmentation de
la masse du VG sans modification de I’épaisseur relative des parois. Cette dilatation est
associée avec une importante dysfonction systolique (FE<35 %). De plus, les 4 groupes
présentent une dysfonction diastolique comparable a ce que nous avons décrit dans le chapitre
1. Nous observons un stade restrictif du flux mitral avec une augmentation des pressions de

remplissage du VG.

Apres une semaine de furosémide a 30mg/kg/j, en regroupant I’ensemble des animaux (n=33),
nous observons une amélioration de 1’état clinique général des lapins avec une réduction de
I’ascite et de la dyspnée. La réduction de I’ascite est confirmée par une perte significative du
poids corporel des lapins, il baisse de 2,14+0,04 a 2,00+0,04 kg (p=0,01).

Le traitement tend a améliorer la fonction systolique dans chacun des groupes, mais les écarts
types sont alors trop importants pour dévoiler une significativité (figure 2). Par contre, en
regroupant tous les animaux, nous montrons un réel effet du furosémide qui est caractérisé par
une augmentation significative de la fraction de raccourcissement, elle passe de 12+0,6 a

14+1,1 % (p<0,05)

Fraction de raccourcissement Fraction d'éjection
20- 40
304
S S
E‘ 10+ ~ 20
iy oy
10+
e o o o e o o
Pré 1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem
Furo Furo-  Furo- Furo- Furo Furo- Furo- Furo-
meéto clo ril méto clo ril

Figure 2 : Effets d’'une semaine de traitement par du furosémide (30 mg/kg/j) sur la fonction
systolique dans les 4 groupes de lapins traités.
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Remarque : dans le groupe Ril, I’augmentation des FE et FR est moindre que dans les autres
groupes. Cependant, I’importance des écart-types observée dans les trois autres groupes ne
permet pas d’affirmer que 1’effet du furosémide dans ce groupe differe des autres. Nous

développerons ce sujet dans la discussion.

Sur I’ensemble des lapins, 1 semaine de traitement avec du furosémide induit une baisse
significative de la FC (p<0,001). En séparant les groupes nous retrouvons cet effet

bradycardisant, excepté dans le groupe Furo (figure 3).

Fréquence cardiaque

*%k *%k *

300+

200+

FC (bpm)

1004

Figure 3: Effets d’une semaine de
traitement avec du furosémide a 30
mg/kg/j sur la fréquence cardiaque dans
les 4 groupes de lapins traités. *p<0,05

et **¥p<0,01 pré- vs 1 semaine.

Pré 1sem Pré1sem Pré1sem Pré1sem

Furo Furo- Furo- Furo-
meéto clo ril

Le seul parametre du flux mitral significativement affecté par le furosémide, est une réduction
de la vitesse de I’onde E. Sur ’ensemble des lapins (n=33), elle passe de 71+1,7 a
60+2,3 cm/s (p=0,0001). Cette baisse reste significative en séparant les lapins par groupe
(figure 4) ; la vitesse de I’onde E est alors comparable entre chaque groupe. Comme cela était
attendu, le diurétique a un effet bénéfique sur la phase précoce de la fonction diastolique, il
induit une réduction de la précharge par une baisse de la rétention d’eau. Il y a donc une
légere réduction des pressions de remplissage du VG.

Par contre, le furosémide n’a pas d’effet significatif sur la phase tardive du flux mitral. Sur
I’ensemble des lapins (n=33), la vitesse et la durée de I'onde A passent de 20,1+2,2 a
22,2422 cm/s et de 27,5+2,8 a 34,8+3,2 ms, respectivement. Les résultats sont équivalents en

prenant en considération chaque groupe séparément.
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Figure 4 : Effets d’'une semaine de
traitement avec du furosémide a 30
mg/kg/j sur la vitesse de I’onde E du
flux mitral dans les 4 groupes de
lapins traités. *p<0,05 et **p<0,01
pré- vs 1 semaine.
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Nous avons effectué nos études avec des groupes homogenes avant le début du traitement.

De plus, sur I’ensemble des lapins le furosémide a eu un effet bénéfique sur la contractilité du
VG et améliore la phase précoce du flux mitral en réduisant la précharge. Apres une semaine
de diurétique, les différents groupes de traitement présentent des caractéristiques similaires,
excepté pour la FC qui est inchangée dans le groupe Furo. Les groupes peuvent donc étre

considérés comme homogenes en terme de réponse au diurétique.

4. RESULTATS 2 : MORTALITE

Apres ’ajout ou non d’un I’inhibiteur sympathique dans chacun des groupes, nous avons
observé une différence du taux de mortalité entre les groupes (figure 5). Dans la suite de notre
travail, afin d’évaluer les effets cardiaques de chaque traitement, nous n’avons considéré que
les lapins parvenus au terme du traitement.

Dans les groupes Furo, Furo-Méto et Furo-Clo, nous retrouvons un taux de mortalité de 25 %
par groupe. L’effectif de chaque groupe est alors réduit a 6 lapins.

Le groupe Furo-Ril présente un taux de mortalité de 67%, 1’effectif est alors réduit a 3 lapins

en fin de traitement.

154



Mortalité

125+
=t Lo
100 ™ n ——Furo- Méto
T T = FLro - Ril
75+ 4 ——Furo - Clo
X L
° I_|_ == TE&moin
50+
1
25+ *
0 L) L] L) L
0 10 20 30 40
Temps (jours)
J7
ajout ou non

de l'inhibiteur sympathigue

Figure 5 : Comparaison du pourcentage de survie dans chacun des groupes traités avec un
groupe de lapins sains. Une différence de proportion de survie significative est observée entre
le groupe Témoin et le groupe Furo-Ril (*p<0,05).

Dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo, nous pouvons supposer que 1’administration de
I’inhibiteur sympathique n’est pas la cause de cette mortalité, car le groupe Furo présente le
meéme pourcentage de déces. Par contre, la rilménidine pourrait étre impliquée dans la forte de

mortalité observée dans le groupe Furo-Ril.

Dans les parties qui vont suivre, nous avons observé 1’évolution des parametres
morphologiques, systoliques et diastoliques au cours du temps, dans chaque groupe de
traitement. Puis en fin d’étude nous avons comparé les effets cardiaques de chacun des

traitements entre eux.
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5. RESULTATS 3 : GROUPE FUROSEMIDE

6 lapins sont parvenus au terme du traitement.

5.1. Effets sur le remodelage

Article IIL Paramétres Base 1 semaine 3 semaines 5 semaines
DTD (mm) 239+10 213x14 22,5+15 254+18
DTS (mm) 21+1,0 18,2+1,9 19,5+23 22,5+2,1
PP (mm) 1,9+0,2 2,2+0,2 1,9+0,3 2,0+0,1
Septum (mm) 1,7+0,1 2,102 2,002 2,2+02
Masse VG (g) 73+0,5 74 +0,7 7+0,3 8,6 + 0,5%
Masse VG/pds (g/kg) 3,4+0,2 3,5+0,4 2,9+0,2 3,4+0,3
ERP (%) 14+1,0 21+19 18 +£3,7 16 £2,6

Tableau 2 : Evolution, au cours du temps, des parametres morphologiques dans le groupe
traité avec du furosémide. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux valeurs de
base par le test t apparié de Student avec **p<0,01.

Au cours du traitement, les diametres ventriculaires ne sont pas significativement modifiés. Ils
ne sont que légerement augmentés, par rapport aux valeurs de base, a la fin du traitement.
L’absence de modification de I’épaisseur des parois est confirmée par la mesure de I’ERP.

Apres 5 semaines de traitement, le seul parametre significativement modifié est la masse du
VG, qui augmente de 18%. Mais lorsque ce parametre est rapporté au poids de I’animal, la
valeur est comparable a celle observée avant traitement. En effet, I’animal prend du poids au
cours du traitement. Cela ne semble pas €tre dlt 2 une augmentation de la rétention d’eau, car
nous n’avons pas observé de forte ascite au moment du sacrifice de I’animal. Le traitement a
été commencé alors que le lapin n’était pas encore arrivé a 1’age adulte, nous pouvons donc
supposer que 1’augmentation de la masse du VG peut étre expliquée par la croissance normale

du lapin au cours du temps (tableau 2).
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5.2. Effets sur la fonction systolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
FR (%) 12+2,0 14 +3,8 14+ 4,6 13+3,2
FE (%) 28 + 4,0 31+7,3 3292 28 +6,1
FRmd (%) 91,3 10£1,1 9434 9+20
Débit cardiaque (ml/min) 350 4+ 82 328 + 113 462 + 151 386 + 92
FC (bpm) 247 + 18 226 + 26 245 + 27 237 +22
Sa (cm/s) 3,8+0,2 42+04 4,3+0,3 4,4+£0,3

Tableau 3 : Evolution, au cours du temps, de la fonction systolique dans le groupe traité avec
du furosémide.

Le traitement au furosémide permet une stabilisation des valeurs de base de la fonction
systolique, les FR, FE et FRmd sont maintenues du fait d’une augmentation comparable des
diametres ventriculaires (tableau 3). La vitesse du mouvement de 1’anneau mitral durant la
systole n’est pas significativement augmentée. La FC, réduite apres une semaine de traitement
chez les lapins ayant survécus, retourne a une valeur de base des la 3™ semaine.

La figure ci-dessous permet de montrer, chez un lapin traité avec du furosémide, 1’évolution

morphologique et I’évolution de la fonction systolique du VG (figure 6).
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Figure 6 : Coupes échocardiographiques en mode TM d’un lapin traité au furosémide avant
le début du traitement (A) et en fin de traitement(B).

Dans ce groupe, les 2 lapins retirés du groupe sont morts entre la premiere et la troisieme
semaine du traitement, il n’a donc pas été possible de déterminer si leur déces était dit a une

majoration de la dysfonction systolique.
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5.3. Effets sur la fonction diastolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines 5 semaines

(a) Flux mitral

Onde E (cm/s) 69 +3,7 60 + 4,9 56 + 2,0% 56 + 3,1%*
Onde A (cm/s) 21+59 17 48 24+£92 23+6,5
E/A 6,7£28  63+£25 53+22 5,1 + 2,0%
DTE (ms) 27+79 42 £7,1 39172 30 +5,3
Durée A (ms) 30+4,7  30+12,0 36+ 11,5 32+9,1
TRIV (ms) 49 +37 53+33 55+5,6 51572

Flux veineux Pulmonaire

Onde S (cm/s) 34+2,0 37+4,0 37+4,2 48 + 8,7
Onde D (cm/s) 43 +2.4 39+273 41 +4,2 40+1,7
S/D 0,8 +0,1 1,0+0,2 0,9 +0,1 1,2+0,2
Onde Ar (cm/s) 20+ 1,5 21+39 20+2,0 21+1,3
Durée Ar (ms) 45+2.,6 48 + 5,1 39+1,6 44 +2.1
Durée (Ar-A) (ms) 18 +6,4 18 + 13,1 3+13,0 14 + 10,0

(b) DTI (septal)

Ea (cm/s) 2,7+0,2 3,3+0,5 3,5+0,5 4,2+0,3*
Aa (cm/s) 4,2+0,6 4,4+0,2 3,6+0,5 3,9+0,3
Ea/Aa 0,7+0,1 0,8 +0,1 1,0 £ 0,1% 1,1+ 0,2%
E/Ea 253+0,8 18,5 +0,5* 17,8 + 3,0* 12,9 + 1,1%*

Tableau 4 : Evolution, au cours du temps, de la fonction diastolique dans le groupe traité
avec du furosémide. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux valeurs de base par
le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01.

La fonction diastolique se sépare en deux phases : une phase précoce et une phase tardive,
également appelée phase active. Le furosémide ne semble agir que sur la phase précoce de la
diastole. En effet, au cours du temps, nous observons une réduction significative de 1’onde E.

A la fin du traitement elle est diminuée de 19%, ayant pour conséquence une augmentation
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significative du rapport E/A. De plus, I’amélioration de la phase précoce est confirmée par
une augmentation progressive de 1’onde Ea, engendrant une augmentation significative du
rapport Ea/Aa des la troisieme semaine de traitement (tableau 4).

A la dose de 15 mg/kg/j, le furosémide continue de réduire les pressions de remplissage du
VG, le rapport E/Ea étant significativement réduit.

Par contre, ce traitement n’a aucun effet bénéfique sur la phase tardive de la fonction
diastolique, I’onde A est faible, et la différence des durées des ondes Ar et A est encore
élevée. Le remplissage actif reste donc limité du fait, a la fois d’une compliance encore
réduite du ventricule gauche, et également de la présence d’une altération de la contractilité de

I’ oreillette gauche.

Donc le furosémide seul permet un maintien de la contractilité du ventricule a I’état de base et

réduit les pressions de remplissage du VG, en diminuant la précharge par son effet diurétique.

6. RESULTATS 4 : GROUPE FUROSEMIDE-METOPROLOL

6.1. Effets sur le remodelage

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
DTD (mm) 22,8+ 1,3 22,8+ 1,4 239+1,5 242+ 1,9
DTS (mm) 204+ 1,3 19,6 + 1,9 20,7+ 1,9 20,6 +2,2
PP (mm) 1,9+0,2 1,8 £0,2 2,6 + 0,2 2,4 + (0,2*§§
S (mm) 2,1+£0,2 2,0+0,2 2,6 + 0,2 2,3+0,1
Masse VG (g) 7,3+0,6 7,0 £0,5 9,6 + (0,9 8,8 + 0,6*§§
Masse VG/pds (g/kg) 3,6 £0,2 34+0,2 4,3 + 0,4+ 3,8 +£0,2
ERP (%) 17+2,0 16 +2,7 22 +1,8%* 21 +4,0%§

Tableau 5 : Evolution, au cours du temps, des parametres morphologiques dans le groupe
trait¢é avec 1’association furosémide-métoprolol. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont
comparées au valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01. De
plus, les valeurs a 3 et 5 semaines sont comparées aux valeurs a 1 semaine par le test t apparié
de Student avec §p<0,05 et §§p<0,01.
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Au cours du traitement, le DTD est augmenté, mais non significativement, cela reflete une
augmentation du volume télédiastolique. Cette augmentation aura alors un effet inotrope et
lusitrope positif que nous détaillerons avec la suite de nos résultats.

Des les 15 premiers jours apres la mise en place du traitement par le métoprolol, nous
observons une augmentation de I’épaisseur des parois, induisant une augmentation de la
masse du VG et de 1’épaisseur relative des parois (tableau 5). A 5 semaines, ces 2 parametres
sont augmentés de 23 %, mais tout comme dans le groupe Furo, lorsque la masse est
rapportée au poids de I’animal, la différence n’est plus significative. L’absence d’ascite a la
fin du traitement montre, de facon similaire au groupe précédent, que I’augmentation de la

masse du VG serait associée a la croissance de 1’animal.

6.2. Effets sur la fonction systolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
FR (%) 11209  15+33 14+3,0 16 % 3,1*
FE (%) 24 +2.1 32+6,6 31+5,9 35 +6,0%
FRmd (%) 7406 9+2.8 11 +1,6% 11 +2,1%
Débit cardiaque (ml/min) 482 + 83 426 + 89 406 + 77 416 £ 119
FC (bpm) 270 + 12 242 + 18%* 199 = 16** 194 + 13,2*%*§
Sa (cm/s) 3702  38+04 3,702 4,6 +0,2

Tableau 6 : Evolution, au cours du temps, de la fonction systolique dans le groupe traité avec
du furosémide et du métoprolol. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées au valeurs de
base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01. De plus, les valeurs a 3 et 5
semaines sont comparées aux valeurs a 1 semaine par le test t apparié de Student avec
§p<0,05 et §§p<0,01.

La fonction systolique s’améliore progressivement (tableau 6 et figure 7). Apres 5 semaines
traitement, les fractions d’€jection, de raccourcissement et de raccourcissement a mi-paroi
sont significativement augmentées de 43, 51 et 46 % respectivement. De plus, la vitesse de
I’onde Sa, reflétant le mouvement de I’anneau mitral durant la systole, tend a I’etre (p=0,06).
Cette amélioration est associée a I’augmentation du DTD. En effet, selon la loi de Starling
plus le volume télédiastolique ventriculaire augmente, plus importante sera I’énergie générée
par la contraction du ventricule et plus important seront alors le volume de sang éjecté et la

pression générée.
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A 3 et 5 semaines, nous observons une bradycardie significative par rapport aux valeurs avant
le traitement et apres une semaine de furosémide seul. Par rapport a la valeur de base, la FC

est réduite de 28%.

ITT :8.3 B

A s12 GAIN 42 COMP 67 S12 GAIN 42 COMP 67
LNPCY MEDECINE 66Hz 4cm 2 v N 66Hz 4cm
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. 4 K1C N?4
28 JUIN B5 2% JUIL BS
=] 5l N

URO15-METO1@ B?:21:28

Figure 7 : Coupes échocardiographiques en mode TM d’un lapin traité avec 1’association
furosémide-métoprolol avant le début du traitement (A) et en fin de traitement (B).

Sur les deux lapins morts durant le traitement, nous n’avons les résultats que d’un seul des
deux lapins, étant mort apres I’échocardiographie a 3 semaines. L.’adjonction du métoprolol
ne semble pas étre impliqué dans le déces, car nous observons déja une dégradation de la
fonction systolique apres une semaine de traitement avec le furosémide a 30 mg/kg/j

(tableau 7), il semble avoir été résistant au diurétique.

1K, 1C(C) N18 Base 1 semaine 3 semaines

DTD (mm) 18,2 22,4 23
DTS (mm) 15,2 20 21,4
FR (%) 15 11 7

Tableau 7 : Evolution de la fonction systolique d’un lapin du groupe Furo-Méto décédé avant
la fin du traitement.
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6.3. Effets sur la fonction diastolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines 5 semaines

(¢) Flux mitral

Onde E (cm/s) 69 +2,1 58+84 61 £8,7 57+8.5
Onde A (cm/s) 24 +4,7 25+5,2 26 +4,1 34 + 4,4%§
E/A 45+19  44+23 2,7+0,5 1,8 +0,4
DTE (ms) 33£35 30 £2,6 36+9 33£6,1
Durée A (ms) 35+6,1 34472 45+ 8,1 48 £ 5,1%§
TRIV (ms) 46 +2.8 54+45 51+3,9 56 + 3,9%

Flux veineux Pulmonaire

Onde S (cm/s) 26 £4,1 36 £11,1 30 +4,7 32+7,3
Onde D (cm/s) 39+5,1 32+29 42 + 4,1 42 +8,3
S/D 0,7+0,1 1+£0,2 0,8 +0,2 0,9+0,2
Onde Ar (cm/s) 23+1,3 23+2,1 19 +1,1% 20 + 3,1
Durée Ar (ms) 49+ 4.4 47 +3 54 +4,6 46 +3.5
Durée (Ar-A) (ms) 17+7,6 13+ 10,3 9+8,1 -1,8 £ 6,2*%§

(d) DTI (septal)

Aa (cm/s) 3,6+0,5 5,6+0,7 3,6+0,1 3,8+0,3
Ea/Aa 1+£0,1 0,6 £0,01 0,9+0,1 0,8 + 0,038
E/Ea 19,2 + 3,1 18,6 £5 18,6 +2 149+24

Tableau 8 : Evolution, au cours du temps, de la fonction diastolique dans le groupe traité par
I’association furosémide-métoprolol. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux
valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01.

En séparant a nouveau les deux phases de la diastole, nous observons que ce traitement
permet une amélioration des deux périodes (tableau 8).

Tout d’abord, selon la loi de Frank, I’augmentation du DTD s’accompagne d’une
augmentation de la vitesse de raccourcissement des fibres, d’une force générée plus

importante et d’une accélération de la relaxation. La phase de relaxation est alors améliorée.
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De facon similaire au groupe Furo, nous observons également une amélioration de la phase
précoce de la diastole. La réduction de I’onde E, observée apres une semaine de traitement
avec le furosémide a 30 mg/kg/j, est maintenue apres la mise en place du métoprolol. A 5
semaines, I’onde E est réduite de 18 % par rapport a la valeur de base. Nous retrouvons donc
I’effet bénéfique du furosémide sur la précharge. Le rapport E/Ea tend a étre réduit, révélant
une diminution des pressions de remplissage du VG.

A T’inverse du groupe Furo, I’association du furosémide avec le métoprolol permet une
augmentation significative de 42 % et 37 % de la vitesse et de la durée de I’onde A,
respectivement, par rapport aux valeurs de base et aux valeurs obtenues apres une semaine de
traitement avec le furosémide seul. Le rapport E/A tend ainsi a €tre fortement réduit. De plus,
le parametre combiné Dur(Ar-A) est significativement diminué apres 1 mois de traitement
avec le métoprolol. Ce résultat met en valeur la réduction des pressions de remplissage et une
possible amélioration de la compliance du VG. Donc ce traitement permet une amélioration
de la phase tardive du remplissage du VG avec une possible amélioration de la fonction

contractile de I’oreillette gauche.

Le furosémide semble donc toujours impliqué dans la réduction de la précharge, mais
I’adjonction du métoprolol permet une régression de la dysfonction diastolique en améliorant
la phase active du remplissage et la relaxation du VG. Sur I’ensemble du groupe, ce
traitement induit une baisse de la sévérité du stade restrictif du flux mitral.

En analysant chaque lapin individuellement, nous constatons que sur les 6 lapins traités tout le
long de I’étude, 2 régressent vers le stade I, le stade de trouble primaire de relaxation a
pression normale, avec un rapport E/A devenant inférieur a 1 (figure 8) et une amélioration du
flux pulmonaire caractérisée par une augmentation de I’onde S révélant une amélioration de la

contractilité du VG (figure 9).
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Figure 8 : Evolution du flux mitral par Doppler pulsé chez un lapin traité avec 1’association
furosémide-métoprolol apres une semaine de furosémide (A), 15 jours (B) et 1 mois (C) apres

I’administration du Métoprolol.
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Figure 9 : Evolution du flux pulmonaire par Doppler pulsé¢ chez un lapin traité avec
I’association furosémide-métoprolol avant le début du traitement (A), 15 jours (B) et 1 mois
(C) apres I’administration du métoprolol
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7. RESULTATS 5 : GROUPE FUROSEMIDE-CLONIDINE

7.1. Effets sur le remodelage

Parametres Base 1 semaine 3 semaines 5 semaines
DTD (mm) 208+13 20,106  221+12  222%14
DTS (mm) 18314 17408  187+16 18,5 £2,0
PP (mm) 18+0,1  2,0x0,1 1,9£0,1 2,2 +0,2%
S (mm) 19+0,1  2,0%0,1 2,2£02%  2,3+0,2%§
Masse VG (g) 6,3+0,5 6,3+0,2 7,2 +0,3§ 7,6 = 0,3%§§
Masse VG/pds (g/kg) 33+0,1 34202 31+02  2,9+02%§§
ERP (%) 18+1,3 20+1,5 18+1,9 21432

Tableau 9 : Evolution, au cours du temps, des parametres morphologiques dans le groupe
traité avec le furosémide et la clonidine. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées au
valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05. De plus, les valeurs a 3 et 5

semaines sont comparées aux valeurs a 1 semaine par le test t apparié de Student avec
§p<0,05 et §§p<0,01.

De fagon similaire au groupe Furo-Méto, le DTD tend a augmenter. Les lois Frank et Starling
peuvent encore s’appliquer.

Des les premiers 15 jours de traitement avec la clonidine, I’épaisseur du septum est
augmentée et la masse du VG tend a I’étre. A la fin du traitement, les parois et la masse du
VG sont significativement augmentées d’environ 20% par rapport aux valeurs de base. Mais
lorsque la masse est rapportée au poids de 1’animal, ce parametre est au contraire,
significativement réduit. Nous pouvons donc penser a un effet antihypertrophique de la

clonidine (tableau 9), mais cela reste a vérifier par une comparaison avec le groupe Furo.
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7.2. Effets sur la fonction systolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
FR (%) 13+1,9 14+1,9 1633 18 + 4,6
FE (%) 29+39 31+3,8 36+62 38+8,3
FRmd (%) 7+12 9+13 10 + 1,8% 11 £ 2,6*
Débit cardiaque (ml/min) 600 + 100 507 + 90 572 + 87 626 + 139
FC (bpm) 280+9,7 226+ 12%% 250+ 13%F 242 % 13%*
Sa (cm/s) 3,4+0,3 3,9+0,2 4,4 + 0,6% 3,8+0,5

Tableau 10 : Evolution, au cours du temps, de la fonction systolique dans le groupe traité
avec le furosémide et la clonidine. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux
valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01.

Tout comme dans le groupe Furo-Méto, nous observons une amélioration progressive des FR,
FE et FRmd apres 1’adjonction de la clonidine (tableau 10 et figure 10). Apres 5 semaines de
traitement, ces parametres sont augmentés de 38, 31 et 57% respectivement, mais seul le
dernier parametre se révele significativement différent de la valeur de base du fait des écart-
types é€levés. Selon la loi de Starling, cet effet inotrope positif peut &tre associé a
I’augmentation du DTD.

La fréquence cardiaque est réduite des la premiere semaine, et a 1’inverse du groupe Furo,
cette baisse est maintenue tout le long du traitement. La FC ne revient pas aux valeurs de
base, mais nous observons tout de méme un échappement de I’effet bradycardisant, non

observé avec le métoprolol. A la fin du traitement, la FC est réduite de 14%.

Remarque : I’augmentation de 1’écart-type que nous observons serait expliqué par le fait qu’a
la fin du traitement, un des lapins présentait une décompensation cardiaque. Cette derniere
pouvant etre associée a une augmentation de la FC chez ce lapin, donc a un échappement total

de I’effet bradycardisant de la clonidine.
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Figure 10 : Coupes échocardiographiques en mode TM d’un lapin traité avec 1’association
furosémide-clonidine avant le début du traitement (A) et en fin de traitement(B).

Nous ne pouvons pas déterminer si le déces des deux lapins durant le traitement pourrait étre
expliqué par une majoration de la dysfonction systolique, car les déces ont eu lieu entre la

premiere et la troisieme semaine du traitement.
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7.3. Effets sur la fonction diastolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines 5 semaines
(¢) Flux mitral
Onde E (cm/s) 76 +32 58 +3,1%* 60 £7,1% 62 +7,9%
Onde A (cm/s) 20+ 6 24 +3.8 39 + 3,6%§ 32+7,5
E/A 6,8+23 2,8 +0,4% 1,6 = 0,2*%§ 4427
DTE (ms) 31+22 38 £ 1,2%* 35+39 20+35
Durée A (ms) 28 +7.2 41 + 5,9%* 41 +£4,2% 38+7
TRIV (ms) 42 £23 55 +£2,6* 53 +£3,7* 48 £5

Flux veineux Pulmonaire
Onde S (cm/s) 31+4,9 38+4,3 31 +6,6 28 +7.2
Onde D (cm/s) 40+54 3614 34 + 3,1 33+24
S/D 0,8 +£0,1 1+0,1 0,9+0,1 0,8 +£0,2
Onde Ar (cm/s) 21+1,5 25+4 20+ 2,1 172
Durée Ar (ms) 49+25 55+4,6 47+1,9 44 +23
Durée (Ar-A) (ms) 21 £7,2 11 +7,3% 6 & 3** 6+6,7
(f) DTI (septal)
Ea (cm/s) 3,4+0.4 3,6+0,4 5,5+0,1%* 4,7+0,1%*
Aa (cm/s) 4,1+40,5 4,3+0,2 4.9+0.4 5,3+0,8
Ea/Aa 0,8 +£0,1 0,7+0,1 1,1+0,1 0,940,1
E/Ea 26,3 +34 20,5 +4,3 10,1x1,2%* 9,4+1,7%*

Tableau 11 : Evolution, au cours du temps, de la fonction diastolique dans le groupe traité
avec le furosémide et la clonidine. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux
valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01. De plus, les valeurs
a 3 et 5 semaines sont comparées aux valeurs a 1 semaine par le test t apparié de Student avec
§p<0,05 et §§p<0,01.

L’augmentation du TRIV met en évidence une amélioration de la relaxation du VG.
Nous observons a nouveau 1’effet bénéfique du diurétique sur la phase passive du remplissage

ventriculaire gauche. La baisse de la vitesse de ’onde E observée a 1 semaine est maintenue
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stable jusqu’a la fin du traitement, E est alors diminuée de 18%. En outre, la vitesse de 1’onde
Ea est significativement augmentée a 3 et 5 semaines, et la réduction significative du rapport
combiné E/Ea met en évidence une réduction des pressions de remplissage du VG
(tableau 11).

De fagon similaire au métoprolol, la clonidine a un effet bénéfique sur le remplissage actif du
VG durant la diastole. En effet, aprées 2 semaines de traitement avec la clonidine,
I’augmentation significative de 95% de la vitesse et de 46% de la durée de ’onde A,
I’augmentation de I’onde Aa et la réduction significative de la différence des durées Ar et A,
par rapport aux valeurs de base, met en évidence une amélioration de la compliance du VG et

de la contractilité de I’oreillette gauche (tableau 11 et figures 11 et 12).
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Figure 11 : Evolution du flux mitral par Doppler pulsé chez un lapin traité avec 1’association
furosémide-clonidine avant le début du traitement (A), 15 jours (B) et 1 mois (C) apres
I’administration de la clonidine.
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Figure 12 : Evolution du flux pulmonaire par Doppler pulsé chez un lapin traité avec
I’association furosémide-clonidine avant le début du traitement (A), 15 jours (B) et 1 mois (C)
apres 1’administration de la clonidine.

Cependant, a la fin du traitement, I’augmentation respective de 60% et de 36% de la vitesse et
de la durée de I’onde A n’est plus significative, I’écart-type étant augmenté. De méme, le
rapport E/A et la différence Dur(Ar-A) ne sont plus significativement réduits. Tout comme
cité dans le paragraphe précédent, apres une bonne amélioration de la fonction diastolique, un
des lapins du groupe décompense entre la 3°™ et la 5°™ semaine, avec une évolution vers un

stade tres restrictif.

Ce traitement permet donc une tres bonne amélioration globale de la fonction cardiaque. Nous
avons observé une augmentation de la contractilit¢ du VG mais également une amélioration
de la fonction diastolique. En effet, les pressions de remplissage du VG sont réduites et la

compliance ventriculaire et la contractilité de I’OG sont améliorées. Cependant, a 1’inverse du
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groupe Furo-Méto, nous n’avons pas observé d’amélioration de la fonction diastolique vers

un stade 1.

8. RESULTATS 6 : GROUPE FUROSEMIDE-RILMENIDINE

Seuls 3 lapins ont survécu jusqu’a la fin du traitement, la majorité des lapins étant morte entre
la 2°™ et la 4°™ semaine apres 1’ajout de la rilménidine. En effet, apres les 15 premiers jours
de traitement avec la rilménidine (correspondant donc a la 3*™ semaine de traitement), il
restait encore 7 lapins parmi lesquels 2 étaient dans un état critique. Dans un premier temps,
nous avons regardé 1’évolution de différents parametres chez ces 7 lapins, afin de comprendre

les causes possibles de cette forte mortalité.

Parametres Base 1 semaine 3 semaines
DTD (mm) 26+1,1 22605  258%0,8%*
PISCmm) 19911 197£08  228£09%
FR (%) 12+0,7 13+1,6 12+1,2

FE (%) 27 +£2,0 29 +32 27 £2,5
re®pm 2602117 245284 231146
E (cm/s) 73 +4,7 63 4,6 67 5,8

A (cm/s) 16 +3,8 16 + 4,6 16 4,1

Ar (cm/s) 23+ 1.4 19+1,5 15 + 0,8*

Aa (cm/s) septal 36404 43+0.2 33+0,2

Tableau 12 : Comparaison de différents parametres cardiaques obtenus apres la 3°™ semaine
de traitement avec ceux mesurés avant le traitement, en regroupant les lapins ayant survécu
jusqu’a cette période (n=7). Comparaison entre les valeurs de base et celles de la 3*™ semaine
a été faite par le test t apparié de Student avec *p=<0,05 et **p=0,01.

Nous observons une augmentation significative des diametres ventriculaires télé-diastolique
et —systolique. Cette dilatation pourrait signifier un début de décompensation, mais a ce stade,
les parametres de la fonction systolique sont inchangés.
A 3 semaines, la rilménidine a un effet bradycardisant.
Par contre, a 3 semaines, la fonction diastolique semble déja affectée. L’onde A n’est pas

améliorée a I’inverse des groupes Furo-Méto et Furo-Clo, I’onde Aa est réduite alors que dans
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le groupe Furo-Clo cette valeur est augmentée, et la baisse de 1’onde Ar est significative
comparée a la valeur de base (tableau 12).

Apres deux semaines de traitement avec la rilménidine, ce groupe (n=7) présente donc déja
une altération de la fonction cardiaque, pouvant alors €tre une explication de la forte mortalité
observée par la suite.

Cependant, nous devions vérifier que la cause de la mortalité n’était pas une fragilité plus
importante des lapins dans ce groupe que dans les autres, du fait de la distribution aléatoire
des lapins. Dans les 3 paragraphes suivant, nous avons alors regardé si 1’évolution de la
fonction cardiaque était comparable chez les 3 lapins ayant survécu jusqu’a la fin du
traitement, ou si au contraire, elle était améliorée comme dans les autres groupes.

Une évaluation des effets d’un traitement de 4 semaines avec la rilménidine, nous a aussi
permis d’effectuer une comparaison entre les différents groupes en fin de traitement

(paragraphe 9).

8.1. Effets sur le remodelage

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
DTD (mm) 206+1,1 222306 243206 25103
DTS (mm) 18610 19110 20805 23£04
PP (mm) 1,7£02  2,0+0,04 22403 23+0,2
S (mm) 1901  2,1%0,1 2,4 +0,1 2,0+0,2
Masse VG (g) 6.4+0.1 7,2 + 0,3% 8,7 +0,2% 8,7 = 0,4%*
Masse VG/pds (g/kg) 30£01  36+01  4,2£02% 3,7£0,1
ERP (%) 17426  18+0,5 19+2,9 19£1,5

Tableau 13 : Evolution, au cours du temps, des parametres morphologiques dans le groupe
traité avec le furosémide et la rilménidine (n=3). Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont
comparées au valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01.

Nous retrouvons, chez ces 3 lapins, une augmentation des diametres ventriculaires. Les DTD
et DTS sont en effet amplifiés de 16 et 23% respectivement. Cette augmentation semblerait
expliquer 1I’augmentation de la masse du VG, I’épaisseur relative des parois étant inchangée

(tableau 13).
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8.2. Effets sur la fonction systolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
FR (%) 13+0,6 14 +2,0 14+1,0 9+2,5
FE (%) 31+12 31+40 32+1,9 20£5,7
FRmd (%) 9+0,8 90,7 10 0,8 6£1,5
Débit cardiaque (ml/min) 351 + 70 489 + 85 443 + 89 51017
FC (bpm) 258 £16 23612 212 +20 244 + 25
Sa (cm/s) 5,0 +0,4 40+0,3 42+0,1 4,0+0,7

Tableau 14 : Evolution, au cours du temps, de la fonction systolique dans le groupe traité
avec le furosémide et la rilménidine.

Apres 5 semaines de traitement, I’augmentation des diametres ventriculaires s’accompagne
d’une réduction de 31, 35 et 33% des FR, FE et FRmd, respectivement (tableau 14). En effet,
en se référant a la courbe pression-volume, une augmentation du DTS, induit une baisse de la
pente d’inotroprisme qui reflete une diminution de la contractilit¢ du VG. L’association Furo-
Ril provoque donc une chute de la contractilité ventriculaire (figure 13).

Aucun effet bradycardisant significatif n’a été observé, tout au plus, une tendance en début de

traitement.
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Figure 13 : Coupes échocardiographiques en mode TM d’un lapin traité avec 1’association
Furo-Ril avant le début du traitement (A) et en fin de traitement (B).
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8.3. Effets sur la fonction diastolique

Parametres Base 1 semaine 3 semaines S semaines
(g) Flux mitral
Onde E (cm/s) 78 £4.6 62 + 4% 62 + 5.9%%* 66 + 8.9%
Onde A (cm/s) 24 +2.8 19+5,0 18 +4.4 15+5.2
E/A 3+0.3 48+ 1,1 6.7+3 7.4+4.6
DTE (ms) 28 +0.6 27+1.3 31£2.5 30 £ 0.6
Durée A (ms) 31 £2.8 25+£5,0 35+9.7 28+ 11.4
TRIV (ms) 45+1.5 60 + 3.7 47+3.4 54 + 3*

Section 3.02 Flux veineux

Pulmonaire
Onde S (cm/s) 37+£6.5 31 £0.7 26 £3.3 30 +10.3
Onde D (cm/s) 40+5.9 37+0.9 34+24 41 +£3
S/D 0.9+0.04 0.8+0.04 0.8 £0.1 0.7+0.2
Onde Ar (cm/s) 22 +£0.7 22 +£0.7 15 +£0.7* 15 + 1.6*
Durée Ar (ms) 49 +0.2 54 +2.7 45+ 2.7 42 + 1.2%
Durée (Ar-A) (ms) 14+2.9 30 + 8.8 10 £ 10.8 20 £ 12,0

Tableau 15 : Evolution, au cours du temps, de la fonction diastolique dans le groupe traité
avec le furosémide et la rilménidine. Les valeurs a 1, 3 et 5 semaines sont comparées aux
valeurs de base par le test t apparié de Student avec *p<0,05 et **p<0,01.

Nous observons un profil totalement différent de celui obtenu avec les autres traitements

(tableau 15 et figure 14). A la fin du traitement, la vitesse de I’onde A tend a €tre diminuée de

42% et celle de I’onde Ar I’est significativement de 32%. De plus, la durée de ’onde Ar est

significativement réduite de 14%. La baisse de 1’onde A n’est pas expliquée par une

augmentation des pressions de remplissage du VG. En effet, la vitesse de 1’onde E est réduite

durant tout le traitement, du fait de 1’administration du furosémide, et la différence des durées

des ondes Ar et A est inchangée. La rilménidine semblerait avoir un effet inotrope négatif,

donc néfaste, sur la contractilité¢ de ’OG. Nous n’avons pas pu présenter les valeurs du DTI

car elles ne sont pas exploitables.
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Figure 14 : Evolution du flux mitral par Doppler pulsé chez un lapin traité avec 1’association
Furo-Ril avant le début du traitement (A), 15 jours (B) et 1 mois (C) apres 1’administration de
la rilménidine.

La forte mortalité observée dans ce groupe ne semblerait donc pas due a une différence de
I’état physique de base de ce groupe par rapport aux autres groupes. En effet, la fonction
cardiaque se dégrade au cours du temps chez les 3 lapins alors que les valeurs de bases sont
comparables a celles des autres groupes. Le profil observé est similaire a celui des 7 lapins,
apres 2 semaines de traitement avec la rilménidine (tableau 12), et continue de s’aggraver en

fin de traitement.
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9. RESULTATS 7 : COMPARAISON ENTRE LES GROUPES

Apres avoir décrit 1’évolution de la fonction cardiaque des différents groupes, nous avons
comparé les effets propres des différents traitements entre eux. Nous avons pour cela présenté
la modification des différents parametres entre les valeurs de base et celles mesurés a la fin du

traitement, sous forme de pourcentage.

9.1. Evaluation de la fonction cardiaque

9.1.1. Fonction systoligue

Le métoprolol et la clonidine permettent une nette amélioration de la fonction systolique. En
effet, la FR est significativement augmentée dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo
comparée a celle du groupe Furo. Au contraire, la baisse significative de la FR dans le groupe
Furo-Ril comparé a celle du groupe Furo, met en évidence 1’effet néfaste de la rilménidine sur
la contractilité du VG. Les effets de la rilménidine sont ainsi opposés a ceux des deux autres
inhibiteurs sympathiques (Figure 15A).

Le métoprolol et la clonidine induisent une bradycardie significative comparée a celle des
groupes Furo et Furo-Ril. La possibilit¢ d’un phénomene d’échappement de 1’effet
bradycardisant dans le groupe Furo-Clo pourrait étre une explication de I’effet moindre de la
clonidine comparé au métoprolol. Dans les groupes Furo et Furo-Ril, la FC est réduite de

moins de 10%. (figure 15B).
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Figure 15 : Comparaison des effets des traitements dans les différents groupes sur la fonction
systolique, par le test de Kruskal-Wallis : (A) fraction de raccourcissement et (B) fréquence
cardiaque. *p<0,05 et **p<0,01 vs groupe Furo ; ##p<0,01 vs groupe Furo-Ril.
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9.1.2. Fonction diastolique

L’effet bénéfique des traitements sur la phase précoce du remplissage du VG serait di
exclusivement a 1I’administration du furosémide (figure 16A). La réduction de la vitesse de
I’onde E, est similaire entre les groupes ayant recu un inhibiteur sympathique et le groupe
Furo. Le diurétique diminue la rétention d’eau induisant une baisse de la précharge, et donc
une réduction des pressions de remplissage.

L’amélioration de la phase active du remplissage du VG observée dans les groupes Furo-
Meéto et Furo-Clo, est due a I’adjonction de I’inhibiteur sympathique. La vitesse de I’onde A
est augmentée dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo par rapport au groupe Furo (figure
16B), I’augmentation n’étant significative que dans le groupe Furo-Clo. De plus, la durée de
I’onde A tend a étre augmentée et la vitesse de I’onde Ar est légerement réduite (figures 16C
et D).

La rilménidine a un effet significativement différent de celui de la clonidine. La vitesse de
I’onde A est significativement réduite comparée a la vitesse de ’onde A du groupe Furo-Clo.
Cette baisse n’est pas observée avec le furosémide seul ; la rilménidine semble donc
responsable de 1’altération de la phase active du remplissage du VG. Une baisse de la
contractilité de 1’0OG par la rilménidine serait confirmée par une réduction de la vitesse de

I’onde Ar (figures 16B et D).
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Figure 16 : Comparaison entre les groupes des effets du traitement sur la fonction diastolique
par le test de Kruskal-Wallis : vitesse de I’onde E (A), vitesse (B) et durée (C) de I’onde A, et
vitesse de I’onde Ar (D). *p<0,05 vs groupe Furo ; #p<0,05 vs groupe Furo-Ril.

9.2. Remodelage cardiaque observé en fin de traitement

Une étude post-mortem nous a permis de comparer le poids des différents organes dans

groupes traités avec un inhibiteur sympathique par rapport au groupe Furo (tableau 16).

Furo  Furo-Méto Furo-Clo Furo-Ril

(n=6) (n=6) (n=6) (n=3)
Poids corporel (kg) 2,6+0,2 23+0,2 2,6+0,1 2,3+0,1
VG/pds (g/kg) 3,1+0,3 32+03 34+02 3,6x04
Oreillettes/pds (g/kg) 1,0+0,2 1,703 1,6+0,3 1,4+0,3
Poumons/pds (g/kg) 4,3+0,5 5,61 52+0,8 52+0,9
Rein/pds (g/kg) 56+04 65+08 59+02 6=+0,3

Tableau 16 : Pesée des différents organes dans chaque groupe a la fin du traitement.
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Rapporté au poids de I’animal, le poids du VG dans les groupes traités avec un inhibiteur
sympathique ne differe pas significativement de celui du groupe Furo. Les inhibiteurs
sympathiques n’ont donc pas d’effet antihypertrophique propre. Nous confirmons cela dans
les groupes Furo-Méto et Furo-Clo, en mesurant la surface des cardiomyocytes. En effet, la
surface n’est pas significativement différente de celle mesurée dans le groupe Furo. Par
contre, elle est significativement plus faible dans le groupe Furo-Ril que dans le groupe Furo
et Furo-Méto, alors que le poids du VG tend au contraire a étre augmenté dans le groupe
Furo-Ril (figure 17). Ces résultats pourraient révéler une augmentation de 1’hypertrophie
excentrique dans le groupe Furo-Ril, allant dans le sens d’une aggravation de la dysfonction
systolique. L’augmentation de la masse du VG serait due a une augmentation de la longueur
des cardiomyocytes (sarcomeres en série), donc sur la coupe histologique, la surface des
cellules, coupées transversalement, serait réduite du fait de I’étirement des cellules.

Le poids des oreillettes est plus important dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo, comparé

au groupe Furo, mais cette différence n’est pas significative.

Surface des cardiomyocytes
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9.3. Effets rénaux des différents protocoles de traitement

Urée Créatinine Sodium Potassium Protéines
Furo 7,2+04 105+5,08 146 + 1 5,7+0,5 45 +2,6
Furo-Méto 82+1,3§ 109 £6,7 § 147 £3 4,6 +04 42 +2.7§
Furo-Clo 5,7+ 0,6 93 £ 6,2 150 + 1 4,7 +0,7 45+1,9§
Furo-Ril 7,1 103 144 6,8 54
Témoin 54+04 91+3.4 149 +3 5,104 49+ 1,3

Tableau 17 : Mesure des parametres de la fonction rénale dans chaque groupe. Les groupes
Furo-Méto, Furo-Clo et Furo-Ril sont chacun comparés au groupe Témoin par le test de
variance ANOVA (§p<0,05).

Seule D’association Furo-Clo induit une amélioration de la fonction rénale, avec une
normalisation de 1’urémie et de la créatininémie (tableau 17). La différence des effets rénaux
observés entre la clonidine et la rilménidine pourrait étre expliquée par des études antérieures
ayant montré une différence de sensibilité entre ces deux produits dans le modele 1K,1C.
Dans ce modele, les effets diurétiques de la rilménidine et de la moxonidine sont réduits
comparés a leurs effets chez un rat normotendu (Li et al., 1994). Par contre, les effets
diurétiques de la clonidine sont comparables entre un rat témoin et un rat 1K,1C hypertendu
(Li and Smyth, 1993).

La tendance a ’hypokaliémie dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo, comparée au groupe
Témoin, pourrait étre expliquée par la prise du diurétique. Le groupe Furo et le groupe Furo-
Ril (dans lequel nous n’avons les résultats que d’un lapin) sont également sous diurétique
mais présentent au contraire, une tendance a une augmentation de la kaliémie. Cette
augmentation pourrait etre due a la réduction de I’excrétion rénale de potassium, allant dans le
sens d’une aggravation de la fonction rénale et de I'ICC. Ainsi cette aggravation pourrait
masquer la présence d’une hypokaliémie, conséquente a la prise d’un diurétique.

Remarque : une augmentation de la concentration de potassium, augmentent les risques de
mort subite. Ainsi, la forte mortalité observée dans le groupe Furo-Ril pourrait étre associée a
une augmentation de potassium, comme cela est observé chez un des lapins de ce groupe

(www.neprohus.org).
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10.CONCLUSION ET DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons montré dans un méme modele d’ICC sévere, que 1’association de
la clonidine ou du métoprolol au furosémide améliore la fonction cardiaque, autant la fonction
systolique que la fonction diastolique. Le diurétique administré seul ne permet qu’une baisse
de la précharge et un maintien de la fonction systolique a 1’état de base. Au contraire, la
rilménidine s’est révélée fortement délétere, détériorant les fonctions systolique et diastolique
et augmentant la mortalit¢ des animaux. Il semble donc que, dans ICC, I’inhibition
sympathique d’origine centrale ne soit pas délétere en elle-méme, mais qu’il existe de grandes
hétérogénéités entre la clonidine et une substance de 2°™ génération comme la rilménidine,
par une action différente. Ce résultat semble conforter des données antérieures de notre équipe

ainsi que celles obtenues chez 'Homme avec la moxonidine, elle aussi de 2°™ génération.

Les effets des différents traitements sur la fonction systolique sont en partie une conséquence
de leurs effets sur la fonction diastolique. En effet, en rapportant les résultats obtenus dans les
groupes Furo-Méto et Furo-Clo a une courbe pression volume, nous voyons que
I’augmentation du diametre télédiastolique, permet un meilleur remplissage, induisant alors
une augmentation de la pente d’inotropisme (figure 18 A). Par contre, dans le groupe Furo-Ril,
nous observons une augmentation des diametres télé-systolique et —diastolique, et une
altération du remplissage actif par un effet inotrope négatif sur ’OG. La baisse du
remplissage du VG se traduit alors par une réduction de la pente d’inotropisme, et donc par
une altération de la fonction systolique (Figure 18B).

Dans tous les groupes, le diurétique permet une réduction des pressions de remplissage du

VG.
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Figure 18 : Représentations de courbes pression-volume. Comparaison entre la courbe d’un
lapin normal (noire), d’un lapin présentant une ICC (rouge) et, soit d’un lapin traité par
1’association furosémide-métoprolol et furosémide-clonidine (Bleu) (A), soit d’un lapin traité
par I’association furosémide-rilménidine (bleu) (B).

Afin d’expliquer les effets de chacun des produits sur les fonctions diatolique et systolique, et
de comprendre les différences observées entre les 3 types d’inhibiteurs sympathiques testés,
nous nous sommes intéressés aux facteurs impliqués dans I’évolution de la fonction
cardiaque, tels que la fréquence cardiaque, les pressions de remplissage du VG, ou encore la

fonction auriculaire.

» La fréquence cardiaque

La tachycardie est considérée comme un marqueur de la dysfonction cardiovasculaire,
reflétant une hyperactivité sympathique. Les premiers stades de I’ICC sont caractérisés par
une dilatation du VG associée a une altération de la fonction systolique ; I’augmentation de la
FC a pour but de maintenir un débit cardiaque minimum. Mais, a long terme, cette
tachycardie est responsable d’une dégradation de la fonction cardiaque : elle induit une

augmentation de la consommation en O,, donc des risques d’ischémie, une arrythmie -
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augmentant les risques de mort subite - et une réduction du temps de relaxation et de
remplissage du VG. Ainsi, une premiere cible dans le traitement de I’ICC est une réduction de
la FC. La bradycardie améliore la fonction diastolique, en rallongeant le temps de relaxation
et donc le temps de remplissage du VG. De plus, une corrélation positive entre la bradycardie
et la fonction systolique a également ét€ mise en évidence avec l’ivabradine, un agent

purement bradycardisant (Shinke et al., 1999).

Les effets bénéfiques d’une bradycardie ont été retrouvés dans notre étude. Une nette
amélioration de la fonction cardiaque globale a uniquement été observée dans les groupes
Furo-Clo et Furo-Méto. Ces différents résultats rejoignent des études cliniques antérieures
ayant montré un lien entre la bradycardie et ’amélioration du remplissage ventriculaire
induite par le métoprolol ou par la clonidine, chez des patients présentant une ICC (Clements
and Miller, 2001; Manolis et al., 1995). D’autres études ont également montré, avec ces
produits, un lien entre une baisse significative de la FC et une augmentation de la fraction
d’éjection (Azevedo et al., 1999; Clements and Miller, 2001).

L’absence de bradycardie dans le groupe Furo-Ril ne peut pas €tre une explication de
I’altération de la fonction cardiaque observée, car les effets de ce traitement sur la FC sont
similaires a ceux observés dans le groupe Furo. Nous pouvons donc penser que la rilménidine
aurait, a plus long terme, un effet délétere propre. Cette hypothese est appuyée par
I’augmentation importante de la mortalité entre les 2°™ et 4™ semaines suivant I’instauration

de ce produit.

L’amélioration de la fonction cardiaque dans les groupes Furo-Méto et Furo-Clo dépend donc
en partie, de 1’effet bradycardisant des produits.
Cependant, 1’état des pressions de remplissage du VG et de la fonction auriculaire a

également une grande influence sur la fonction diastolique.
» Les pressions de remplissage et la fonction auriculaire
A un stade avancé de I'ICC, les pressions de remplissage du VG sont augmentées, réduisant

ainsi le remplissage passif et actif du VG. Une baisse de ces pressions est donc une autre cible

pour un traitement efficace. Dans notre étude, le furosémide a permis cette baisse.
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En outre, la contribution de I’OG durant le remplissage ventriculaire est importante dans le
maintien de la fonction diastolique. Dans les premiers stades d’une dysfonction diastolique, le
remplissage actif permet de compenser I’altération du remplissage passif, due a un trouble de
relaxation. Cependant, dans I’ICC, une dilatation de I’OG et une réduction de sa contractilité,
s’ajoutant a 1’augmentation des pressions de remplissage, altere d’autant plus la fonction
diastolique (Kono et al., 1992). Ainsi un traitement s’avere d’autant plus efficace qu’il agit
non seulement sur les pressions de remplissage mais également directement sur la fonction
auriculaire. Dans notre étude, le métoprolol et la clonidine semblent avoir un effet propre sur
la fonction auriculaire. A I’'inverse du groupe traité au furosémide seul, nous avons en effet pu
montrer une amélioration du remplissage tardif dans ces 2 groupes, par I’augmentation de la
durée et la vitesse de I’onde A. De plus, I’augmentation du poids de I’OG observée dans les
groupes Furo-Méto et Furo-Clo pourrait etre associée a une augmentation de la contractilité

de I’OG par hypertrophie.

Une étude réalisée chez le chien présentant une ICC, a montré les effets bénéfiques du
métoprolol sur la contribution de I’OG dans le remplissage du VG (Shimoyama et al., 1996).
L’amélioration de la phase active de la diastole est expliquée par une baisse de la post-charge
de I’OG, et également par une amélioration significative de la fonction systolique de I’OG.
Dans notre modele, nous retrouvons donc les effets bénéfiques déja décrits d’un B-bloqueur
de référence sur les pressions de remplissage et sur la fonction auriculaire.

Une explication possible des effets bénéfiques du p-bloqueur dans 1’amélioration de la
fonction auriculaire pourrait étre une modification de I'expression des RAP dans le myocarde.
Chez des insuffisants cardiaques, une hyperstimulation des RAf par les catécholamines induit
une baisse de la densité de ces récepteurs (Bristow et al., 1986) ; cette réduction a également
été mise en évidence chez le lapin dans un modele d’infarctus (Maurice et al., 1999). Un
traitement au métoprolol induit une augmentation de la densité de ces récepteurs et améliore
ainsi la réponse hémodynamique a la stimulation des catécholamines chez des patients
présentant une cardiomyopathie dilatée (Heilbrunn et al., 1989). Cette augmentation pourrait
alors expliquer 1’amélioration de la fonction systolique de I’OG, améliorant alors la fonction
diastolique du VG. Par ailleurs, une augmentation de la densité des récepteurs dans le VG,
serait aussi une des explications de I’amélioration de la contractilit¢ du VG observée dans

notre étude.
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A ce jour, aucune étude ne s’était encore intéressée aux effets propres de la clonidine sur la
fonction auriculaire dans I’'ICC. En prenant le métoprolol comme référence, nous observons
que la clonidine a des effets se rapprochant de ceux observés avec le B-bloqueur : la réduction
des pressions de remplissage du VG semble €tre accompagnée d’une amélioration de la
fonction auriculaire. Deux explications différentes s’averent possibles. Tout d’abord, une
explication similaire a celle proposée pour le métoprolol : la clonidine réduit la concentration
des catécholamines chez des patients présentant une ICC (Grassi et al., 2001). Ainsi, une
réduction de I’hyperactivation des RAP par la NA induirait a plus long terme une
augmentation de la densité de ces récepteurs et améliorerait alors la contractilité¢ du VG et de
I’OG. Mais I’affinité de la clonidine pour les RAa, pourrait étre une autre explication de son
effet auriculaire (Atalik et al., 2000; Fujiwara and Chiba, 1993; Nakane and Chiba, 1987).
Ces récepteurs ont été localisés dans I’OG et des études réalisées sur des oreillettes isolées ont
mis en évidence un effet inotrope positif des agonistes adrénergiques, comme la clonidine, par
I’activation des RAa, de sous-type A et B (Borthne et al., 2000; Yu et al., 1993). Ainsi, la
clonidine, par cette action inotrope positive sur 1’OG, induirait une amélioration de sa
fonction systolique, expliquant 1’amélioration de la fonction cardiaque dans le groupe Furo-
Clo. Cette hypothese peut €tre appuyée par 1’action inotrope positive d’autres produits de type

imidazolinique présentant une affinité pour les RAa, (Radwanska and Kaliszan, 1993).

Dans le groupe Furo-Ril, nous avons obtenu des effets totalement opposés a ceux de la
clonidine. La rilménidine induit une altération de la contractilité de I’OG, qui est caractérisée
par une baisse des vitesses de A et de Ar, et une réduction de la durée de Ar. Cette baisse de
contractilit¢ de ’OG est associée a une forte augmentation de la mortalité. Différentes
hypotheses pourraient expliquer ce phénomene :

(1) Un effet bénéfique moindre du furosémide sur la fonction systolique apres la premicre

semaine de traitement dans le groupe Furo-Ril. L’augmentation des FE et FR était moins

importante dans le groupe Furo-Ril que dans les autres groupes, donc une plus forte résistance
de ces lapins aux diurétiques aurait pu étre une cause de la plus forte mortalité observée
(paragraphe 3). Cependant, 1’écart-type observé dans les autres groupes, ne permettait pas de
porter de conclusion. De plus, cette hypothese semble infirmée par les résultats décrits dans le
paragraphe 8. Apres une semaine de traitement, les fractions d’éjection et de raccourcissement

des 3 lapins du groupe Furo-Ril ayant survécu sont identiques a celles obtenues dans les

groupes Furo et Furo-Clo. Le furosémide a donc la méme efficacité dans les différents
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groupes. Ainsi, I’aggravation des parametres systoliques observée dans le groupe Furo-Ril, au
cours du temps, serait indépendante de I’effet du furosémide, elle impliquerait la rilménidine
elle-méme. L’hypothese d’une différence d’efficacité du furosémide entre les groupes peut
donc étre exclue.

(2) Un_surdosage du produit. Nos résultats rejoindraient alors ceux de 1’étude clinique

MOXCON. Cette derniere avait pour but d’évaluer les effets sur la morbidité et mortalité d’un
traitement avec la moxonidine, administrée a la dose de 1,5 mg, chez des patients en
insuffisance cardiaque (Coats, 1999; Cohn et al., 2003). Elle a été arrétée des la premiere
année, du fait d’une forte mortalit¢ et d’un pourcentage d’aggravation de I'ICC plus
importante dans le groupe des patients traités, que dans celui des patients sous placebo.
L’hypothese d’un surdosage a été proposée par I’étude MOXSE (Moxonidine Safety and
Efficacy). Cette étude dose-réponse préliminaire avait pour but d’évaluer les effets de
différentes doses de moxinidine administrée par libération prolongée (Swedberg et al., 2002).
A la dose de 1,5 mg, dose utilisée dans 1’étude MOXCON, la concentration de NA est
fortement réduite, pouvant rendre I’activité sympathique insuffisante au maintien d’un débit
cardiaque et de résistances périphériques minimum. Cette étude a également montré une
relation entre 1’augmentation de la dose et les effets secondaires. Dans notre étude, la forte
mortalité observée avec la rilménidine pourrait donc aussi étre associée a un surdosage. Nous
n’avons en effet pas effectué d’étude dose-réponse préliminaire du fait d’un manque d’effectif
et I’absence d’études antérieures, nous a conduit a choisir une dose de facon empirique.

(3) Une action délétere directe de la rilménidine sur I’OG. Dans le groupe Furo, la fonction

auriculaire est maintenue durant tout le traitement, donc le diurétique n’a pas d’effet néfaste.
Par contre, une action néfaste de la rilménidine sur 1’OG aggraverait la dysfonction
auriculaire déja présente dans I’ICC. Cette altération de la fonction diastolique empéechant
alors le cceur de maintenir un débit suffisant, et serait donc responsable de la forte mortalité
observée.

Les deux inhibiteurs sympathiques centraux pourraient ainsi différer dans leurs mécanismes
d’action. Nous essayerons d’expliquer pharmacologiquement cette hypothese dans notre

discussion générale en faisant une synthese de I’ensemble de nos résultats.
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Ce travail avait deux objectifs principaux. Nous voulions, dans un premier temps, développer
un modele expérimental de cardiomyopathie hypertensive adapté a nos études, puis dans un
deuxieme temps, déterminer les intéréts des produits sympatho-inhibiteurs dans le traitement
des dysfonctions cardiaques a différents stades de la cardiopathie hypertensive. Nous avons
alors évalué en aigu et en chronique les effets cardiovasculaires de différents inhibiteurs

sympathiques.

OBJECTIF 1 : DEVELOPPEMENT D’UN MODELE EXPERIMENTAL.

Le modele de cardiopathie hypertensive choisi a été le lapin de Goldblatt. Nous avons
observé, dans ce modele, deux types d’évolution de la pathologie : (1) les lapins 1K,1IC(HVG)
développant une hypertension artérielle, associée a une hypertrophie compensatoire et une
dysfonction diastolique (2) les lapins 1K,1C(IC) développant une insuffisance cardiaque
congestive, associée a une hypertrophie excentrique et a une dysfonction diastolique au stade
restrictif. Pour les différentes raisons que nous avons énumérées dans la 6°™ partie de
I’introduction générale et dans le chapitre I, nous avons conclu que notre modele était adapté
aux diverses études pharmacologiques que nous souhaitions mener.

Cependant, les causes qui conduisent a ces différences d’évolutions entre les deux groupes,
observées suite a la surcharge de pression induite par 1’opération, restent mystérieuses.
Pourquoi certains lapins arrivent a compenser la surcharge de pression par le développement
d’une hypertrophie ventriculaire gauche concentrique, alors que d’autres animaux évoluent
vers une décompensation avec une hypertrophie excentrique, la décompensation pouvant
survenir des la troisieme semaine ? Existerait-il une différence entre les lésions rénales
induites ou encore est-ce que la sévérité de la sténose serait une cause du développement
d’une hypertrophie inadaptée chez certains animaux ?

La sténose de notre modele est standardisée, nous n’observons donc pas de différence
immédiate de la lésion déclenchée entre les groupes. En outre, la pesée des reins et des
analyses histologiques ne montrent pas de différence visible de la morphologie rénale entre
les deux groupes. Par contre, nous pouvons émettre 1’hypothese d’une sténose rénale plus
sévere que celle réalisée dans d’autres études, ’hypertension développée par nos lapins
1K, IC(HVG) étant plus sévere que, par exemple, celle observée dans 1’étude de Mclntosh et
al. (Mclntosh et al., 1994). Afin de discuter cette hypothese, nous pouvons faire un parallele
entre nos résultats et ceux d’autres études portant sur autre type d’hypertension artérielle : des

études précliniques dans un modele expérimental de coarctation aortique (chien, rat) et des
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études cliniques portant sur des patients ayant une sténose aortique sévere. Norton et al.
(Norton et al., 2002) ont observé chez des rats ayant subi une sténose aortique sévere, que
50% développaient une HTA et 50% développaient une ICC, certains par le développement
d’une HVG concentrique et les autres d’une HVG excentrique. Cela met en jeu ’hypothese

de Grossman et al. (Grossman et al., 1975) (figurel).

Hypotheése

S

Stimulus primaire

Réplication des Epaississement
Surcharge —— Stress —p arcomeres —P pdes barois y» HYPERTROPHIE
de pression systolique en paralléle CONCENTRIQUE
Réplication des Dilatation du HYPERTROPHIE
Surcharge . Stress —p sarcoméres — i
de volume tél¢-diastolique  en série ventrieule EXCENTRIQUE

Une surcharge de pression est responsable d’un stress des parois en systole induisant, pour
compenser, une augmentation des épaisseurs des parois et donc une HVG concentrique. Cela
conduit alors a une réduction de la contrainte pariétale. Ce cas concerne les rats ayant
développé une HTA dans 1’étude de Norton et al.. Par contre, dans I’autre moitié des rats
présentant une sténose aortique, le développement d’une hypertrophie inadéquate a
I’augmentation de pression, empécherait une réduction suffisante du stress systolique,
conduisant a une décompensation avec une HVG excentrique. Ces rats développent alors une
ICC. De telles observations ont déja été faites chez I’ Homme et le chien (Carabello, 2002).
Une explication de ces deux types d’évolution a été la présence d’une différence entre les
mécanismes de synthese et de dégradation des protéines contractiles suivant le développement
d’une hypertrophie concentrique ou d’une hypertrophie excentrique, celle-ci menant a une
décompensation cardiaque. L’ hypertrophie concentrique serait expliquée par I’augmentation
de la synthese des protéines contractiles, qui compenserait la surcharge de pression et donc
baisserait le stress des parois en systole. L’augmentation de cette synthese serait immédiate ;
en effet, une étude a montré dans un modele de surcharge de pression réalisé en aigu, une
augmentation de la synthese des les 6 premieres heures suivant I’intervention. Par contre, le
développement d’une hypertrophie excentrique (observée dans un modele de surcharge

volumique, telle que la régurgitation mitrale) serait au contraire due : (1) a I’absence de cette
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synthese accrue, et donc a une absence de compensation, et (2) a une réduction de la
dégradation des protéines (Carabello et al., 1992; Imamura et al., 1994).

Une variabilité dans I’activation de différents facteurs de régulation du systeme d’adaptation a
la surcharge de pression et de volume pourrait donc étre une explication de la décompensation
cardiaque observée chez certains de nos lapins. L’opération chirurgicale que nous avons
effectuée, induit dans un premier temps, une forte surcharge de pression associée a une
augmentation de la production d’Ang II du fait de la sténose, puis le modele 1K,1C est, par la
suite, dépendant d’une surcharge volumique du fait de la néphrectomie. La majorité des lapins
réagirait rapidement a la surcharge de pression par une augmentation de la synthese des
protéines, ce serait alors notre groupe 1K,IC(HVG). Par contre, une minorité des lapins
représentant le groupe 1K,1C(IC), du fait de la sévérité de la sténose, ne s’adapterait pas a
cette surcharge, la synthese des protéines ne serait alors pas augmentée. Le développement
ultérieur d’une surcharge volumique induirait alors une HVG excentrique avec

décompensation, pouvant etre expliquée par la réduction de la dégradation des protéines.

Perspectives

Afin de vérifier I’hypothese d’une hypertrophie non adaptée a la surcharge, et donc de
comprendre 1’évolution de la maladie, il faudrait faire un suivi continu de 1’évolution
cardiaque et hémodynamique, avec une analyse biologique de la fonction rénale (urée,
créatinine, ANP, BNP, natriurémie, kaliémie...), des le premier jour suivant I’intervention
chirurgicale. Il serait alors possible de déterminer si le groupe 1K,1C(IC) passe par une phase
d’hypertension et une dysfonction rénale trop sévere menant a la décompensation ou, selon
notre hypothese, développe directement une hypertrophie excentrique, non adaptée,
responsable de la décompensation. Par ailleurs, afin de vérifier I’hypothese d’une différence
entre la synthese et la dégradation des protéines dans ces deux types d’hypertrophie, il serait
intéressant d’évaluer, dans nos deux modeles, le niveau des protéines cardiaques totales, des
chafnes de myosine et d’actine et de déterminer le rapport entre la synthese et la dégradation
de ces protéines. L’injection intraveineuse de leucine marquée permettrait de faire le rapport
entre la synthese et la dégradation des protéines, et la concentration des protéines contractiles
pourrait €tre obtenue, par exemple, par une mesure de la concentration d’ARNm de la chaine

lourde de la myosine.
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OBJECTIF 2 : TRAITEMENTS AIGUS ET CHRONIQUES

La grande partie de notre travail a ensuite été : (1) la détermination des intéréts potentiels des
sympatho-inhibiteurs d’action centrale (rilménidine et clonidine) dans le traitement des
différentes dysfonctions cardiaques présentes dans nos 2 modeles expérimentaux et (2)
d’essayer de trouver une explication des différences existant entre les produits
imidazoliniques de premiere et de deuxieme génération, ceci par une analyse comparative des
différents effets observés.

Selon les conditions d’administration et les dysfonctions cardiaques, la rilménidine induit des
effets totalement opposés.

(1) Chez le lapin hypertendu, une administration chronique de rilménidine a été bénéfique
dans la régression de I’hypertrophie ventriculaire gauche et dans 1’amélioration
globale de la fonction diastolique, ceci sans effet néfaste sur la fonction systolique
(Chapitre I1I).

(2) Par contre, dans ce méme modele, une administration en aigu de la rilménidine
altérerait le remplissage cardiaque (Chapitre II §3.3). En outre, chez les lapins ayant
développé une insuffisance cardiaque congestive, ce produit induirait une dégradation
de la fonction diastolique, accompagnée d’une altération de la fonction systolique et
d’une aggravation de I’hypertrophie ventriculaire excentrique (Chapitre IV §8). Il s’en

suit alors une forte augmentation de la mortalité (Chapitre IV §4).

Par ailleurs, les divers effets induits par la rilménidine semblent spécifiques a ce produit. En
effet, nous avons montré, que la clonidine n’a aucun effet néfaste sur la fonction diastolique
en aigu chez le lapin 1K,IC(HVG) (Chapitre II §3.3), et en chronique, chez le lapin
1K, 1CIC), elle améliore les fonctions systolique et diastolique (Chapitre IV §7). Nous
retrouvons donc, dans notre modele expérimental, une différence entre les produits de
premiere et de deuxieme générations. La clonidine a été bénéfique dans un modele d’infarctus
chez le rat (Zhang and Cheng, 2000), alors que la moxonidine s’était avérée délétere dans
I’étude clinique MOXCON (Coats, 1999) et dans des travaux précédents de notre laboratoire,
ou nous avions observé une augmentation de mortalité avec une faible dose de moxonidine
(Thomas et al., 2004).

Afin de comprendre les différents effets observés et d’essayer d’expliquer la différence entre
les produits, nous avons jugé nécessaire de différencier les effets centraux des effets

périphériques de ces produits.
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Implication de I’action sympatho-inhibitrice centrale des agents imidazoliniques :

Effets hypotenseur et bradycardisant : En aigu, I’activation des RAa, et/ou RI, dans le bulbe

rachidien par les différents produits testés est responsable de 1’effet hypotenseur et en partie
de leur action bradycardisante (figures 2, 3, 4). Cet effet central a déja été mis en évidence
dans diverses études, par I’administration centrale des différents produits (Godwin et al.,
1998; Sy et al.,, 2006; Sy et al., 2001). De la méme maniere, ’effet hypotenseur et
bradycardisant d’origine centrale du LNP599, a été montré chez le rat anesthésié par une
injection du produit par voie centrale (these de V. Gasparik, article en révision). Ainsi, ces
effets seraient comparables entre les différents produits.

Effet antihypertrophique : Comme cela a été décrit dans I’introduction, la NA est impliquée

dans le développement de I’hypertrophie cardiaque et vasculaire. Nous avons montré chez les
lapins hypertendus, que la rilménidine administrée de facon chronique a un effet anti-
hypertrophique. Cet effet pourrait donc étre expliqué par I’action inhibitrice de ce produit sur
la libération de noradrénaline. Nous n’avons pas testé les effets de la clonidine dans le modele
d’hypertension, mais, par son action inhibitrice sur la libération de la NA, elle devrait avoir
des effets comparables.

Effets déléteres : ces effets observés avec la rilménidine ne semblent pas €tre expliqués par un

effet central du produit. Nous pouvons donner plusieurs arguments a cette affirmation.

(1) Une trop forte baisse de NA pourrait étre délétere sur la fonction cardiaque dans
I’ICC. Or, notre étude a montré, a I’inverse de la rilménidine, que la clonidine administrée de
facon chronique aux animaux développant une ICC, permet une nette amélioration des
fonctions cardiaque et rénale. La clonidine et la rilménidine ont chacune une action sympatho-
inhibitrice centrale (Bousquet et al., 1992). De plus, I’inhibition de 1’activité sympathique par
la clonidine est plus importante que celle obtenue avec la rilménidine. En effet, la clonidine
possede une affinité pour les RAa, plus importante que la rilménidine, et possede une affinité
pour les récepteurs présynaptiques nonll/nonl2 (Gothert et al., 1999). L’activation de ces
deux types de récepteurs, localisés au niveau présynaptique, induit un rétrocontrole négatif sur
la libération de NA, augmentant alors I’action sympatho-inhibitrice de la clonidine.

(2) Par ailleurs, diverses études ont montré les effets bénéfiques de la clonidine chez
des patients présentant une ICC, tels qu'une amélioration de la fonction systolique ou encore
une diminution des arythmies (Manolis et al., 1998; Zhang et al., 1998).

(3) Pour finir, une étude a récemment montré les effets bénéfiques d’une

sympathectomie dans un modele d’insuffisance cardiaque sur la fonction diastolique. En effet,
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dans un modele de sténose aortique chez le rat, une sympathectomie, simulant un blocage
complet du SNS, induit une amélioration des fonctions systolique (augmentation du diametre

télédiastolique) et diastolique (réduction de I’onde E) (Perlini et al., 2006).

Intéressons-nous donc maintenant aux effets périphériques.

Actions périphériques :

Les RI, ont été mis en évidence dans différents organes qui sont fortement impliqués dans la
régulation cardiovasculaire : le sinus carotidien (Ernsberger et al., 1998), les reins (Ernsberger
et al., 1995) et le cceur (Molderings et al., 1999). Divers effets observés pourraient donc €tre
expliqués par une action périphérique de nos produits.

Effets bradycardisants : Separovic et al. ont montré que la stimulation des RI, dans les cellules

de phéochromocytomes (PC12, cellules n’exprimant pas de RAa,) induit une libération de
prostaglandine E2 (PGE2) par D’activation du diacyl glycérol (Separovic et al., 1996;
Separovic et al., 1997). Or la PGE2 sensibilise 1’activité des barorécepteurs dans des modeles
de glomus carotidien isolé (Liu et al., 2000) et Ernsberger et al. ont montré la présence de RI,
dans le glomus carotidien du chat et du lapin. Ainsi, une activation de ces récepteurs dans
cette région pourrait faciliter la réactivité vagale par libération de PGE2, et donc étre
impliquée dans I’effet bradycardisant que nous avons montré (figures 2, 3, 4). Par ailleurs,
I’action bradycardisante de la clonidine pourrait impliquer sa propriété d’agoniste des
récepteurs muscariniques de type 2 (RM,) dans le cceur (figure 3) (Boucher et al., 1996;
Simon et al., 1990). En effet, ’activation de ces récepteurs via I’inhibition de I’AMPc, induit
une baisse de la FC.

Effet hypotenseur : les produits imidazoliniques ont des effets rénaux associés en partie a la

présence des récepteurs dans le rein. En effet, une injection directe de moxonidine dans
I’artere rénale induit une augmentation de I’excrétion de sel et d’eau qui est bloquée par
I’administration d’idazoxan (Allan et al., 1993). Une action rénale pourrait participer a la
régulation de la pression artérielle a long terme. Cependant, nous n’avons montré aucun effet
rénal de la rilménidine dans notre modele d’hypertension ; cela va dans le sens d’une étude
antérieure ayant montré une diminution des effets diurétiques de la rilménidine et de la
moxonidine chez des rats 1K,1C, comparé a des rats Wistar (Li et al., 1994). Ainsi, dans notre

modele, nous pouvons exclure I’implication du rein dans I’effet hypotenseur.
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Une autre action périphérique doit étre prise en compte. Comme nous 1’avons dit, les RI, ont
été identifiés dans le cceur (oreillettes et ventricules) par I’équipe de S. Mukaddam-Daher (EI-
Ayoubi et al., 2002) et elle a montré une relation entre ces récepteurs et I’ANP, un peptide
vasodilatateur normalement sécrété par les oreillettes (Mukaddam-Daher, 2006; Mukaddam-
Daher and Gutkowska, 2004; Mukaddam-Daher et al., 1997) (figures 2, 3, 4). Or, ’ANP est
impliqué dans la régulation de la PA: des souris surexprimant I’ANP présentent une
hypotension (Steinhelper et al., 1990) et inversement, des souris invalidées du gene ANP sont
hypertendues (John et al., 1995). Donc nous pouvons émettre 1’hypothese d’une régulation
périphérique de la PA par des produits de type imidazolinique.

Effets antihypertrophiques et antifibrotiques : 1I’ANP induit également des effets

antihypertrophiques sur le coeur. Des souris invalidées d’un récepteur de 1’ ANP, le récepteur
NPR-A, développent une hypertrophie, donc I’ ANP pourrait avoir un role inhibiteur endogene
de la croissance des cellules. En outre, les souris invalidées des récepteurs de ce peptide
développent une fibrose cardiaque (Oliver et al. 1997). Ainsi, en plus de I’effet
antihypertrophique par 1’inhibition centrale du SNS, les produits tels que la rilménidine

auraient un effet périphérique.

Mais, parallelement a ces effets bénéfiques, il est également possible d’expliquer les effets
déléteres de ces produits par des effets périphériques.

Effets déléteres de la rilménidine et du LNP 599 par un effet cardiaque direct. Dans chacune

de nos études, nous observons, au moins, une réduction de la vitesse des ondes A et Ar,
reflétant une réduction de la contractilité de I’OG. En aigu, cet effet s’avere délétere du fait de
I’injection en bolus du LNP 599 et de la rilménidine, induisant un effet immédiat important.
Lors de I’étude chronique réalisée chez les lapins 1K, 1C(HVG), I’effet auriculaire observé
avec la rilménidine ne se répercute pas sur la fonction cardiaque globale car 1’administration
du produit est a libération prolongée, la fonction auriculaire est normale chez ces lapins et la
rilménidine s’avere bénéfique sur la phase précoce du remplissage du VG. Au contraire, chez
les lapins insuffisants cardiaques, une aggravation par la rilménidine de la fonction auriculaire
- qui est déja altérée par une forte dilatation auriculaire et des pressions ventriculaires élevées
- rendrait le remplissage ventriculaire insuffisant. Il en résulterait une aggravation de la
fonction systolique et donc une décompensation totale (figures 2 et 3).

Les effets inotropes négatifs sur ’OG de ces agents imidazoliniques pourraient étre expliqués

par une action sur les RI, cardiaques. En effet, une étude réalisée sur ’OG isolée du rat
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1K,IC, a montré que la moxonidine, un agent imidazolinique pharmacologiquement
comparable a la rilménidine, induit une baisse de la contractilité de 1’OG ; I’effet étant plus
important que chez les rat témoins, et étant atténué par 1’administration de 1’efaroxan, un
antagoniste des RI, (Cao et al., 2004). Cette étude a de plus montré que la baisse de
contractilité avec la moxonidine était liée a une augmentation de la concentration d’ANP.
L’ ANP pourrait donc étre une cause de I’effet inotrope négatif observé.

Notre surprise a été€ de voir que la clonidine présente des effets différents de ceux de la
rilménidine et du LNP599. Elle possede pourtant une bonne affinité pour les RI, et devrait
donc également induire des effets auriculaires. Pourtant, cette substance n’induit aucune
réduction de la vitesse de I’onde A, a I'inverse des 2 autres produits de type imidazolinique.
L’étude de Chunhua Cao et al. A montré le méme phénomene : sur I’OG isolée, la clonidine
n’induit pas de réduction de la contractilit¢ de I’OG ni d’augmentation significative de la
sécretion d’ANP, a I’inverse de la moxonidine.

Cette absence d’effet de la clonidine pourrait étre expliquée par un phénomene
compensatoire : en plus de son affinité pour RAa, et RI,, la clonidine présente une affinité
pour les RAa, (Atalik et al., 2000; Fujiwara and Chiba, 1993; Nakane and Chiba, 1987). Ces
récepteurs ont été localisés dans 1’OG et des études réalisées sur des oreillettes isolées ont mis
en évidence un effet inotrope positif des agonistes adrénergiques par 1’activation des RAa, de
sous-type A et B (Borthne et al., 2000; Yu et al., 1993) (figure 3). Ainsi, cet effet inotrope
positif pourrait masquer 1’effet inotrope négatif induit par la stimulation des RI, dans I’OG.
En outre, la rilménidine et le LNP599 sont moins lipophiles et passent donc moins facilement
la BHE. La dose administrée doit étre plus élevée pour obtenir le méme effet hypotenseur que
la clonidine. Ainsi, les effets cardiaques directs de la rilménidine ou du LNP599 seraient

d’autant plus importants que la concentration du produit est élevée en périphérie.

Remarque : une étude semble pourtant contredire les résultats de Chunhua Cao et al. et notre
hypothese : Raasch W et al. ont montré les effets inotropes positifs de la moxonidine par
I’activation des RAa, (Raasch et al., 2000) .Une explication possible de la différence
observée pourrait étre I’utilisation d’une tres forte concentration de moxonidine, qui présente
une légere affinité pour les RAa,. Mais, il est surprenant que les auteurs de cette étude
n’observent pas d’effet inotrope positif avec la clonidine, alors que ce produit a une forte

affinité pour les RAq,, et ils ne donnent pas d’explication a ce résultat.
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Les agents imidazoliniques auraient donc des effets cardiovasculaires a la fois par une action
centrale et par une action périphérique. De plus, les effets des produits de premiere (clonidine)
et deuxieme génération (rilménidine, LNP599) pourraient en partie différer par leur affinité
pour les RAa,, la rilménidine et le LNP599 étant exempts d’affinité pour ces récepteurs. Pour
conclure, les figures ci-dessous permettent de faire une synthese de divers explications

possibles des différents effets observés durant tout ce travail (figures 2, 3, 4).

l Absence de synergie I;-a,
Absence d’effets secondaires dus aux RA o,

/I \...

Rem
Glomus rachldlen
l carotidien P
0 \ Inhibition
Hypotension ceeur SN.S
— Hypotension
PGE2 Effet anti-
Bradycardie hypertrophique
ANP
4
Hypotension .
Effet anti- Effet atrial
hypertrophique inotrope négatif

Figure 2 : Proposition de mécanismes d’action du LNP599
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Perspectives

A ce jour, 'implication centrale des produits imidazoliniques dans la fonction cardiaque est
assez bien établie. Par contre, beaucoup des points restent en suspend quant a 1’implication
des RI, périphériques dans la régulation cardiovasculaire. Plusieurs des propositions faites
dans les paragraphes précédents pourraient étre vérifiées.

Tout d’abord, I’effet bradycardisant des prostaglandines (PG) induit par 1’activation des RlI,
dans le glomus carotidien, pourrait étre vérifié en utilisant un inhibiteur de la cyclooxygénase
(COX, produit prévenant la production de PG). Un blocage ou une baisse de I’effet
bradycardisant d’un produit imidazolinique sélectif, tel que le LNP599, apres une
administration de la COX chez le lapin normotendu ou hypertendu, mettrait en évidence
I’implication des RI, dans la baisse de la FC. Des études antérieures au sein de notre
laboratoire ont montré la nécessité d’anesthésier 1’animal au pentobarbital pour ce type
d’étude, car éveillé, la forte réactivité vagale masque les effets propres du produit
imidazolinique sur le systeme baroréflexe.

Par ailleurs, notre hypothese d’un effet inotrope négatif sur 1’oreillette gauche des produits
imidazoliniques qui peut €tre masqué par une activation des RAa,, pourrait etre vérifiée par
des études in vivo complémentaires et ex vivo :

- il faudrait compléter 1’étude chronique des lapins 1K,1C(HVG) réalisée dans le
chapitre III, par un traitement avec la clonidine et un traitement avec le LNP599.
L’étude pourrait alors étre mise en parallele a celle réalisée en aigu et peut-étre
confirmer 1’absence d’un effet inotrope négatif de la clonidine sur 1’oreillette
gauche chez des lapins hypertendus ;

- Il faudrait également compléter 1’étude chronique chez les lapins insuffisants en
augmentant ’effectif des groupes, afin de confirmer la différence entre les deux
produits, que nous avons observée (chapitre IV §9) ;

- une étude en aigu, similaire a celle réalisée dans le chapitre II, pourrait étre faite
chez I’animal sain. Un profil comparable a celui observé chez I’animal hypertendu
appuyerait notre hypothese d’un effet direct sur I’oreillette gauche. Puis, par ces
études en aigu, I’implication des RAa, dans I’effet de la clonidine, pourrait étre
montrée par une administration de la prazosine, un antagoniste des RAa,, avant
celle de la clonidine. Dans notre hypothese, la clonidine retrouverait alors les

memes effets inotropes négatifs que la rilménidine ;
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- des études ex vivo effectuées sur les oreillettes isolées des lapins 1K, 1IC(HVG) et
1K, 1CIC), similaires a celle de I’équipe Cao et al. (Cao et al., 2004),
permettraient de confirmer que les effets de la rilménidine et du LNP599 sur la
contractilité, sont exclusivement cardiaques. En outre, une perfusion de prazosine
avant la perfusion de clonidine permettrait de confirmer I’implication des RAq,

dans les effets observés avec la clonidine.

Le dernier point que nous avons abordé a été 1'implication de ’ANP dans les effets
périphériques des produits imidazoliniques. Pour le mettre en évidence, il serait par exemple
intéressant de traiter les lapins 1K,1C(HVG) avec le LNP509, produit synthétisé dans notre
laboratoire, qui ne passe pas la barriere hémato-encéphalique et de doser la concentration
d’ANP durant ce traitement. Ainsi, seuls les effets périphériques seront observés et il sera
possible de déterminer si I’ANP serait en partie impliqué dans les effets hypotenseurs et
antihypertrophiques et également dans les effets inotropes négatifs.

L’existence d’un lien entre les RI, et I’ANP a été montrée, pourtant aucune étude n’a encore
montré s’il était direct. Ainsi, afin de comprendre ce lien, il serait intéressant d’étudier la voie
RI,-ANP, par des travaux de cardiomyocytes ou de fibroblastes cardiaques en culture (choix
dépendant des cellules qui expriment ce récepteur - aucune étude n’ayant encore réalisé de
radiomarquage sur les deux types de cellules). Il sera possible de déterminer les conséquences

directes ou non d’une activation des RI, par un produit sélectif sur la libération de 1I’ANP.

Une derniere question se poserait alors : dans le traitement de I'ICC, faudrait-il développer
des molécules présentant une forte sélectivité pour les RI, sans aucune affinité pour les RAa.,,
mais avec une certaine affinité pour les RAa, ? Les seuls effets néfastes de ces produits par
leur action cardiaque sur les RI, pourraient alors €tre compensés par leur action sur les RAa,.
Cependant, il faudrait cibler les RAa, cardiaques, car 1’effet vasocontricteur de ces récepteurs
ne serait que néfaste dans I'ICC. Il existe plusieurs sous-types de RAq,, principalement de
sous-type A et B. Chez I’Homme, ces deux sous-types sont présents dans le coeur (McCloskey
et al., 2003), par contre, dans les arteres, ce sont principalement des RAa, de sous-type A
(Han et al., 2003; Jarajapu et al., 2001; Jarajapu et al., 2003). Il resterait donc a synthétiser des
produits sélectifs des RAa, de sous-type B.
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