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 Résumé 
Le syndrome métabolique (SM) est associé avec une augmentation du risque de 

su ve ue d’ v e e ts a diovas ulai es et plus pa ti uli e e t d’i suffisa e 
a dia ue à f a tio  d’ je tio  p se v e ICFEp). L’ICFEp représente environ 50% des IC 

totales, cependant, à ce jour, aucun traitement ’a pe is de diminuer significativement 

la mortalité. 

L’ICFEp associée au SM, ie  ue d’o igi e ultifa to ielle, est caractérisée par une 

activation du système endothélinergique, une surexpression du récepteur 

i alo o ti oïde ai si u’u e d sfo tio  ito ho d iale pa ti ipa t à l’ ta lisse e t 
et au maintien de la pathologie. 

Nous avons évalué dans trois études distinctes les effets à court-terme (1 semaine) et 

long-terme (3 mois) de trois médicaments ciblant ces systèmes biologiques, sur les 

dysfonctions cardiovasculaires observées dans un mod le d’ICFEp associée au SM, le rat 

Zucker fa/fa. 

Ainsi nous avons utilisé un antagoniste des récepteurs de l’e doth li e, le a ite ta , 
u  a tago iste du epteu  i alo o ti oide, la fi o e, ai si ue d’u e ol ule 
di i ua t la d sfo tio  ito ho d iale, l’iméglimine.  

Dans les trois études à court-terme nous avons retrouvé une amélioration de la 

d sfo tio  diastoli ue, u e aug e tatio  de la pe fusio  a dia ue ai si u’u e 
restauration de la relaxation coronaire endothélium dépendante. Ces améliorations 

taie t asso i es à u e di i utio  de la p odu tio  d’esp es a tives de l’o g e au 
niveau du ventricule gauche. 

Dans les trois études à long-terme nous avons obtenus les mêmes résultats sur les 

fonctions vasculaire et cardiaque avec au niveau structurel une diminution du collagène 

i te stitiel a dia ue. La p odu tio  d’esp es a tives de l’o g e tait gale e t 
diminuée avec les trois traitements 

Cette étude montre que, da s u  od le d’ICFEp associée au SM, le blocage des 

epteu s de l’e dothéline ou du récepteur minéralocorticoide, ou la prévention de la 

d sfo tio  ito ho d iale pe ette t d’a lio e  les d sfo tio s a dia ue et 
vasculaire probablement via une diminution du stress oxydant  

 

Mots clés : syndrome métabolique, insuffisance a dia ue à f a tio  d’ je tio  
préservée, macitentan, finérénone, iméglimine, dysfonction diastolique, dysfonction 

endothéliale,  

  



Abstract 
Metabolic Syndrome (MS) is associated with an increase in cardiovascular adverse 

events and specifically with heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF). HFpEF 

represents up to 50% of HF however, no treatment effective on mortality has been yet 

identified. 

MS related-HFpEF is a multifactorial syndrome in which an increase in endothelin 

signaling, in mineralocorticoid receptor activation as well as mitochondria dysfunction is 

found and participate to the pathology. 

The present goal of the thesis was to evaluate in three different projects the effects 

of short- (1 week) and long-term (3 months) treatments, each targeting one of these 

biological systems, on cardiovascular dysfunction observed in a rat model of MS 

associated HFpEF. 

We have chosen the endothelin receptors antagonist macitentan, the 

mineralocorticoid receptor antagonist finerenone and the new glucose-lowering agent 

imeglimin. 

Our results clearly show after the short-term studies an improvement in diastolic 

dysfunction, an increase in myocardial perfusion as well as restoration of endothelium-

dependent coronary relaxation with the 3 treatments. All these improvements were 

associated with a decrease in left ventricular (LV) reactive oxygen species production 

(ROS). 

We obtained the same results after the long-term studies with a decrease in LV 

interstitial collagen deposition. ROS production was also decreased with the 3 

components.  

 

This study clearly shows that in a rat model of MS related-HFpEF, blocking endothelin 

receptors or mineralocorticoid receptors as well as preventing mitochondrial dysfunction 

is associated with an improvement in cardiac and vascular dysfunctions. These 

improvements probably involve, among other mechanisms, a decrease in oxidative 

stress.  

 

 

Keywords: metabolic syndrome, heart failure withp reserved ejection fraction, 

macitentan, finérénone, imeglimin, diastolic dysfunction, endothelial dysfunction  
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 Préambule 

Les maladies cardiovasculaires représentent selo  l’O ga isation Mondiale de la 

Santé (OMS) la première cause de mortalité dans le monde avec en 2015 plus de 17 millions 

de mort. Parmi le nombre total de morts de causes cardiovasculaires, plus de 7 millions sont 

i puta les à u e a diopathie d’o igi e o o a ie e et plus de 6 millions sont consécutives 

à un accident vasculai e al. D’ap s l’OMS un grand nombre des maladies 

cardiovasculaires serait la conséquence de facteurs de risque comportementaux ou 

environnementaux (tabagisme, obésité, sédentarité, auvaise ali e tatio …  et pou ait 

ainsi être prévenu. Certaines de ces maladies cardiovasculaires peuvent aboutir à une 

insuffisance cardiaque chronique (ICC). Il faut souligner que malgré un large arsenal 

thérapeutique la morbi-mortalité reste élevée et que la recherche de nouveaux traitements 

plus efficaces reste primordiale.  
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I. L’Insuffisance Cardiaque Chronique 

A. Définition générale 

L’i suffisa e a dia ue (IC) est un syndrome se caractérisant par une incapacité du 

œu  à assu e  un débit sanguin suffisant afin de répondre aux besoins métaboliques de 

l’o ga is e et/ou par une augmentation anormale des pressions de remplissage du 

ventricule gauche (VG) pour assurer le débit
1
. L’IC est la o s ue e d’u e altération de la 

fo tio  et/ou de la st u tu e du œu  pouva t tou he  le ve t i ule gau he, le ve t i ule 

d oit ou les deu . L’IC peut su ve i  de a i e utale et transitoire, elle est alors appelée 

IC aigue, par exemple lors de la survenue d’u  i fa tus du o a de. O  pa le d’IC 

chronique (ICC) lorsque l’IC est i stall e de a i e i ve si le e  a se e de p ise e  

charge thérapeutique optimale. 

L’ICC est u e pathologie ultifa to ielle do t l’i ide e aug e te ave  le 

vieillissement de la population, la meilleure survie suite à un infarctus du myocarde
2
 et 

l’aug e tatio  des o o idit s telles ue l’h pe te sio  a t ielle, le dia te, le s d o e 

métabolique
3
 etc. C’est u e pathologie ave  u e fo te o talit  de l’o d e de 5 % uat e 

ans après le diagnostic
4,5

 malgré une amélioration de la prise en charge thérapeutique. En 

effet e  F a e l’ICC a provoqué la mort de plus de 23 000 personnes en 2010
6
, représente la 

p e i e ause d’hospitalisatio  hez le sujet âg  et e ge d e une détérioration importante 

de la qualité de vie. L’i ide e de la pathologie va aug e te  da s les p o hai es 

décennies en France du fait du vieillissement la population puis ue l’i ide ce augmente 

ave  l’âge, de 3% à 60 ans elle devient supérieure à 10% chez les plus de 75 ans
7
. 

L’IC chronique peut être stable durant de nombreuses années mais reste une 

pathologie évolutive pour laquelle 4 stades ont été décrits par deux grandes institutions 

américaines : la New York Heart Association (NYHA) et l’A erica  College of 

Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA). La NYHA a réalisé cette classification en 

fonction de la gravité des symptômes ta dis ue l’ACC/AHA s’est as e su  les modifications 

structurelles et/ou fonctionnelles du œu  (tableau 1). 
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NYHA classification fonctionnelle ACC/AHA g ades de l’IC 

Classes basées sur la sévérité des 

s ptô es et l’aptitude ph si ue 

G ades de l’IC as s su  la st u tu e et les 
dommages du muscle cardiaque 

Classe I Pas de limitation : les efforts 

physiques habituels ne 

provoquent pas de fatigue, 

dyspnée ou palpitations 

inhabituelles. 

Grade A Haut risque de développer une 

IC. Pas de modifications 

structurelle et fonctionnelle ; 

pas de symptômes. 

Classe II Il existe une petite limitation 

des capacités physiques : le 

patie t ’a pas de s ptô es 
au repos mais des efforts 

normaux provoquent fatigue, 

palpitations ou dyspnée. 

Grade B Attei te st u tu elle du œu  
associée au développement de 

l’IC ais sa s s ptô es. 

Classe III Il existe une limitation évidente 

de la apa it  d’effo t : le 
patient se sent toujours bien au 

repos mais un effort minime 

provoque déjà des symptômes. 

Grade C IC symptomatique associée 

avec des modifications 

structurelles cardiaques. 

Classe IV Le patient ne peut plus 

effectuer aucun effort sans 

éprouver de symptômes : les 

s ptô es de l’IC so t d jà 
présents au repos et 

s’agg ave t au oi d e effo t. 

Grade D Modifications structurelles 

avancées et symptômes au 

epos e  d pit d’u e th apie 
médicale. 

Tableau 1 : Classificatio  de l’I suffisa ce Ca dia ue pa  la New York Heart 

Association et l’A e ica  College of Ca diology/American Heart Association 

 

Les symptômes de l’IC sont peu spécifiques (fatigue, dyspnée, intolérance à 

l’effo t… 8
 le principal étant la su ve ue d’u e d sp e d’a o d lo s d’e e i e i po ta t, 

puis da s les stades les plus ava s de l’IC, au epos. La d sp e est gale e t lass e pa  

des grades de 1 à 4 par la NYHA. Une association entre les symptômes et des signes cliniques 

œd e des e es i f ieu s, tachycardie ou galop et râles) peuvent orienter le 

diag osti  ve s l’IC. Cepe da t le dosage plas ati ue de marqueurs de référence comme le 

Brain Natriuretic Peptide (BNP) et son précurseur le NT-pro BNP (N-terminal-pro BNP), ainsi 

ue l’ hog aphie este t les outils de diag osti  de f e e.  
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En effet le taux de BNP est augmenté chez les patients IC et est corrélé avec la gravité de 

l’IC, ce qui en fait un bon marqueur diagnostique et pronostique
9
. L’ ho a diog aphie reste 

l’e a e  le plus o plet pou  diag osti ue  l’IC puis u’elle permet de mesurer la taille des 

avit s a dia ues, l’ paisseu  du us le a dia ue ainsi que de déterminer la fraction 

d’ je tio  et le d it a dia ue. L’IC a lo gte ps t  divis e e  deux sous-types selon la 

f a tio  d’ je tio  (FE) du VG, depuis 2016 un troisième sous-t pe d’IC a t  ajout  pa  

l’Europea  Society of Cardiology (ESC)
8
 ainsi la nouvelle classification fait la distinction entre : 

 -l’IC à f a tio  d’ je tio  duite (ICFEr  FE 4 %  

 -l’IC à f a tio  d’ je tio  préservée (ICFEp  FE 5 %  

 -l’IC à f a tio  d’ je tio  intermédiaire (ICFEi) 4 FE 4 %  

Cette lassifi atio  as e su  la f a tio  d’ je tio  pe et de disti gue  l’IC o s utive 

à une anomalie prédominante de la systole ou de la diastole ; dans ce manuscrit nous nous 

fo alise o s seule e t su  l’ICFEr et l’ICFEp. 

Il faut e a ue  u’il semblerait que ces deux types d’IC aie t u e tiologie différente et ne 

forment pas un o ti uu  d’une même maladie
1
 justifia t la lassifi atio  de l’IC e  

plusieurs sous-groupes avec des critères spécifiques pour ha ue fo e d’IC. Cependant des 

variations dans le seuil de la FE au sein des grands essais cliniques réalisés rend difficile 

l’interprétation des résultats puis ue e tai s patie ts ’o t peut-être pas été classé dans le 

o  g oupe d’IC.  



5 

 

B. L’IC à fraction d’éjection réduite 

1. Généralités 

L’ICFEr représente e vi o  la oiti  des as d’ICC ; elle a longtemps été caractérisée 

pa  u e FE 50%, cependant depuis 2016 et la création du groupe IC à f a tio  d’ je tio  

intermédiaire le pourcentage de la f a tio  d’éjection a été baissé à 40%. Des altérations de 

la fonction diastolique et systolique sont retrouvées de manière concomitante, ’est à di e 

que la phase de relaxation/remplissage du VG ainsi que la phase de contraction/éjection 

sont altérées et le débit sanguin est diminué.  

L’ICFEr est le plus souvent consécutif à un infarctus du myocarde (pour près de la 

moitié des cas) ou à une insuffisance coronarienne mais peut aussi être la conséquence 

d’u e h pe te sio  artérielle (HTA), de cardiomyopathie ou du diabète.  

2. Physiopathologie 

La ph siopathologie de l’ICFEr est o ple e puis u’elle asso ie le plus souvent des 

altérations de la systole et de la diastole. La systole peut être divisée en une phase de 

contraction des cardiomyocytes permetta t d’aug e te  la p essio  da s la avit  

ventriculaire et u e phase d’ je tio  pe etta t d’e vo e  le sa g da s la i ulatio  

systémique lo s de l’ouve tu e de la valve ao ti ue. Ces deux phases mettent en jeu les 

propriétés contractiles intrinsèques des cardiomyocytes mais aussi la pression régnant dans 

le ve t i ule et l’ao te. D s lo s il est possi le ue seule la o t a tio  ou l’ je tio  soit 

altérée ou ue l’alt atio  des deu  pa a t es soit concomitante. Par exemple l’infarctus 

du myocarde induit une perte de cellules contractiles diminuant ainsi les capacités 

intrinsèques de contraction du myocarde alors que l’HTA induit une surcharge de pression 

s’opposa t à l’ je tio  du sa g, ces deux mécanismes entrainant avec le temps une ICFEr. 

Une su ha ge h o i ue de volu e, o se v e pa  e e ple da s l’insuffisance valvulaire 

aortique, augmente la pré-charge cardiaque (assimilable au volume télé-diastolique) 

conduisant à long-terme à la fatigue musculaire et à la su ve ue d’u e ICFEr.  

3. Mécanismes compensateurs 

L’ICFEr est caractérisée par une diminution du débit cardiaque (DC) entrainant à son 

tour une diminution de la pression artérielle (PA) conduisant à la mise en place de 

mécanismes compensateur visant à rétablir le DC. 



6 

 

Le DC dépend de la f ue e a dia ue FC  et du volu e d’ je tio  s stoli ue VES  

alors que la PA dépend du DC et de la résistance périphérique totale (RPT), ainsi les 

mécanismes compensateurs mis en jeu vont permettre de préserver le DC par augmentation 

de la fréquence cardiaque, du volume sanguin, de la contractilité des cardiomyocytes ou de 

la RPT. 

Systèmes neuro-hormonaux 

Plusieu s s st es iologi ues au  a tio s o pl e tai es s’a tive t lo s d’une 

diminution du DC. Parmi ces systèmes, le p e ie  à s’a tiver est le système nerveux 

sympathique (SNS) qui va provoquer la libération de noradrénaline et d’adrénaline à la fois 

au niveau des terminaisons nerveuses mais également par la médullosurrénale. Au niveau 

cardiaque, ces catécholamines exercent un effet chronotrope et inotrope positif via leur 

liaison au récepteur β –adrénergique, permettant ainsi d’augmenter la FC et la contractilité 

des cardiomyocytes. Au niveau périphérique les catécholamines sont responsables d’u e 

vasoconstriction participant à l’augmentation de la RPT et donc au rétablissement de la PA 

ainsi que du DC. Cepe da t l’a tivatio  o ti ue du SNS da s l’IC est d l t e puis u’u e 

concentration élevée de noradrénaline plasmatique est associée à une augmentation de la 

mortalité et cela même dans les IC modérées (classe NYHA I-II)
10,11

.  

 

Le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), qui joue un grand rôle dans le 

maintien de la pression artérielle, est activé lorsque la diminution de la PA est perçue au 

iveau de l’a t e ale. Dans un premier temps la rénine, enzyme libérée par le rein va 

live  l’a giote si og e, peptide i a tif p oduit pa  le foie présent dans la circulation 

sanguine en angiotensine I ui se a liv  pa  l’e z e de o ve sio  de l’angiotensine (ECA) 

pou  fo e  l’angiotensine II. 

L’a giote si e II e e e des effets vaso o st i teu s via sa liaison sur le récepteur 

AT1
12

 situé sur les cellules musculaires lisses vasculaires augmentant ainsi la RPT. 

L’a giote si e sti ule gale e t la s tio  d’aldost o e qui via sa liaison au récepteur 

minéralocorticoïde (RM) favorise la réabsorption active de sodium et passive d’eau 

augmentant ainsi la volémie et dont le rôle sera détaillé dans la partie IIIA. Ainsi 

l’a giote si e II et de l’aldost o e conduisent à une augmentation de la pression artérielle 

via deux mécanismes complémentaires. 
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Ces classes pharmacologiques peuvent agir sur la RPT et la PA ainsi que sur la FC, la 

rétention hydrosodée et (directement ou indirectement) sur le remodelage. 

L’i hi itio  du SRAA, via l’utilisatio  d’i hi iteu s de l’enzyme de conversion de 

l’a giote si e (IEC)
20,21

, d’antagonistes des epteu s de l’a giote si e II (ARA-II)
22,23

 ou 

d’antagonistes du récepteur minéralocorticoïde (ARM)  a montré son efficacité pour 

diminuer la mortalité. Pour ce qui concerne les ARM l’ tude RALES avec la spironolactone
24

 

ai si ue l’ tude EPHESUS25
 ave  l’ pl o e o t démontré leur efficacité afin de diminuer 

la mortalité lorsque les ARMs sont associés à un t aite e t opti al de l’IC. De plus, 

récemment, l’ tude PARAGIGM-HF
26

 a montré un effet bénéfique sur la mortalité de 

l’asso iatio  entre un ARA-II (le valsartan) et u  i hi iteu  de l’e dopeptidase eut e, 

enzyme dégrada t l’ANP et le BNP (le sacubitril).  

Le traitement par les bêtabloquants chez des patients stables (hors décompensation) 

en complément des inhibiteurs du SRAA permet d’aug e te  la su vie27,28
. Cet effet apparaît 

lié en grande partie au ralentissement de la FC, o e e  t oig e gale e t l’effet 

bénéfique obtenu avec l’iva adi e, u  i hi iteu  du œud si usal poss da t u  effet 

sélectif de réduction de la FC
29,30

. Ce ralentissement est particulièrement important lorsque 

l’IC est d’o igi e is h i ue puis u’il diminue la demande cardiaque en oxygène et 

augmente le temps de perfusion myocardique. 

Enfin la limitation de la te tio  d’eau et de la congestion par les diurétiques permet 

de soulage  les s ptô es de l’IC o e la dyspnée mais ’a à ce jour pas montré 

clairement d’effet fi ue su  la mortalité
31

 .  

Certains de ces traitements exercent certainement un effet préventif sur le 

remodelage cardiaque en particulier les inhibiteurs du SRAA qui permettent, dans des 

modèles animaux, de limiter la fi ose et l’h pe t ophie des a dio o tes16
.  

Cependant, malgré une amélioration considérable de la prise en charge 

th apeuti ue le t aite e t de l’ICC est lou d, p ovo ue de o eu  effets se o dai es et 

’e p he pas les phases de d o pe satio s. Cela soulig e l’i po ta e de diagnostiquer 

l’IC au  stades p o es afi  d’i itie  les t aite e ts le plus tôt possi le ava t l’i stallatio  

d’u  e odelage i ve si le.  

Sur le plan éthique il est probablement tout aussi important de prendre en 

considération la qualité de vie des patients et pas u i ue e t l’aug e tatio  de la survie 

lors des études cliniques. 
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C. L’IC à fraction d’éjection préservée 

1. Généralités 

L’ICFEp est caractérisée par des sig es et s ptô es d’IC en présence de FE normale 

ou subnormale ( ’est-à-di e 5 %) et des élévations de pression en télé-diastole. L’ICFEp 

représente de 30 à 50% des IC selon les études, a un aussi mauvais pronostic que l’ICFEr 

mais actuellement aucun traitement pe etta t d’aug e te  la survie ’a t  clairement 

identifié. Ce i s’e pli ue e  pa tie pa  le fait ue l’ICFEp est un syndrome multifactoriel 

atteignant le plus souvent des personnes plus âgées et présentant plus de comorbidité que 

l’ICFEr
32

. De plus il a longtemps été pensé que dans l’ICFEp seule la fonction diastolique était 

altérée avec une atteinte systolique plutôt modérée voire absente du fait nota e t d’u e 

FE normale ou sub-normale. Cepe da t la esu e de la FE pa  hog aphie ’est pas 

représentative des capacités de o t a tilit  du o a de et de plus e  plus d’ tudes 

montrent une altération de la contraction systolique da s l’ICFEp pouvant toucher les quatre 

ouve e ts de la o t a tio  à savoi  l’ paississe e t pa i tal, les déformations radiale et 

longitudinale
33

 et la torsion du myocarde autour du grand axe
34,35

. 

Ces altérations de la contraction systolique se répercutent au niveau de la diastole 

puisque le remplissage ventriculaire précoce dépend du maintien de la contraction des fibres 

sous-épicardiques qui permet de « détordre » le VG. Ainsi une anomalie de la torsion VG 

entrainera un défaut de relaxation active du VG qui est une des caractéristiques de la 

dysfonction diastolique o se v e da s l’ICFEp. 

Les autres caractéristiques de la dysfonction diastolique sont le ralentissement du 

remplissage et/ou la diminution de la compliance VG (ou augmentation de sa rigidité), cette 

dernière induisant une augmentation de la pression dans l’o eillette gauche (OG) et le VG 

qui limite le remplissage. Dans les stades précoces de développement de la pathologie, le 

d it sa gui  est ai te u au epos ais s’effo d e lo s d’u  effo t a  l’aug e tatio  de la 

FC diminue le temps de diastole, o  le e plissage ’ ta t plus effi a e, le VES se retrouve 

diminué. L’i tol a e à l’effo t est gale e t ajo e pa  le fait que la diastole est un 

p o essus a tif o so ateu  d’ e gie et d’oxygène et ue le o a de ’est perfusé 

u’e  p iode de diastole, ainsi un ralentissement de la relaxation perturbe la perfusion 

myocardique menant à un cercle vicieux
36

. 
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o o idit s telles ue l’HTA, l’o sit , le dia te de type II, le syndrome métabolique ou 

une maladie rénale chronique, ha ue o o idit  pouva t pa ti ipe  à l’ ta lisse e t de 

l’ICFEp
40,41

. Cette pathologie touche également plus les femmes et les personnes âgées par 

appo t à l’ICFEr. Il a t  appo t  u’u e g a de proportion de patients présente une 

dysfonction endothéliale
42

 , une fibrillation auriculaire
43

 et une hypertension pulmonaire
44

, 

ces paramètres étant corrélés à la sévérité de la maladie. Le premier très grand essai clinique 

réalisé sur 4133 patients ICFEp :I-PRESERVE (irbesartan in heart failure with preserved 

systolic function) a permis de mettre en évidence les  caractéristiques « classiques » de la 

population générale des patients ICFEp
45

. Dans cette étude 80% des patients étaient en 

surpoids ou obèses, l’h pe te sio  tait espo sa le de l’ICFEp pour 64% des patients et le 

diabète et la fibrillation auriculaire était retrouvées chez plus d’un tiers et d’u  ua t des 

patients respectivement, o t a t l’i po ta e des comorbidités dans la pathologie. 

D’u  poi t de vue plus ol ulai e, l’ICFEp est la somme de plusieurs défauts dans 

des mécanismes tels que ceux régulant la taille et la rigidité des cardiomyocytes, les 

composants de la matrice extra cellulaire (MEC) et la signalisation calcique
46

. L’a s à des 

biopsies cardiaques réalisées sur des patie ts souff a t d’ICFEp a permis de mettre en 

évidence une hypertrophie et une augmentation de la rigidité intrinsèque des 

cardiomyocytes
47

 ainsi u’u e fi ose i te stitielle. Il semblerait que les comorbidités soient 

impliquées dans les mécanismes aboutissant à ces modifications. 

Impact des comorbidités  

Une revue de 2013
48

 instaure un nouveau paradigme selon lequel une inflammation 

systémique provoquée par les comorbidités de l’ICFEp et ota e t pa  l’o sit  serait à 

l’o igi e des odifi atio s st u tu elles et fo tio elles du o a de. Ai si l’inflammation 

s st i ue se ait à l’o igi e d’u e p odu tio  e essive d’esp es a tives de l’o g e 

EROs  et de l’azote ERNs  diminuant la biodisponibilité en o o de d’azote NO)
49

. Cette 

diminution de la biodisponibilité du NO altérerait la voie de signalisation NO/Guanosine 

Monophosphate cyclique/Protéine Kinase G (NO/GMPc/PKG)
50

 ce qui aurait de multiples 

conséquences non seulement su  la ela atio  et l’h pe t ophie des a dio o tes 

cardiaques mais aussi sur la relaxation vasculaire ainsi que sur la MEC. La voie 

NO/GMP /PKG pe et l’adaptatio  du dia t e des vaisseau  sa gui s au DC et hez les 

patients ICFEp on retrouve une perte de la dilatation médiée par le flux (FMD) au niveau du 
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as ai si u’u e alt atio  de la fo tio  o o a ie e t oig a t d’u e d sfo tio  

endothéliale
42

 qui sera détaillée au paragraphe I-E.  

 

Hypertrophie des cardiomyocytes 

U e h pe t ophie des a dio o tes est o se v e da s l’ICFEp en réponse à une 

augmentation de pression intra cavitaire. La voie NO/GMP /PKG pe et d’i hi e  ette 

hypertrophie comme cela a été montré dans différents modèles animaux. En effet une 

di i utio  de l’h pe t ophie a t  o se v  dans un modèle murin d’IDM avec surexpression 

de la NOSe cardiomyocytaire
51

 et dans un modèle de surcharge de pression en inhibant la 

dégradation du GMPc par le sildenafil
52

. 

Ralentissement de la relaxation des cardiomyocytes 

Dive s a is es so t à l’o igi e du ale tisse e t de la ela atio  o tai e. 

Parmi ces mécanismes on retrouve une augmentation de la rigidité intrinsèque du 

cardiomyocyte consécutive à des modifications de la protéine géante du cytosquelette la 

titi e. E  effet il a t  o t  hez l’a i al53
 o e hez l’homme

54
 u’u  d faut da s la 

phosphorylation de la titine par les Protéines Kinases A (PKA)
55

 ou PKG
56

 augmente la rigidité 

de la titine empêchant la relaxation complète du sarcomère. Le stress oxydant est aussi 

i pli u  da s l’aug e tatio  de la igidit  i t a- a dio o tai e puis u’il p ovo ue la 

création de ponts disulfure au sein de la titine changeant sa conformation et la rendant plus 

rigide
57

.  

Un deuxième mécanisme participant au ralentissement de la relaxation des 

a dio o tes da s l’ICFEp est l’alt atio  de l’ho ostasie alcique. En effet la relaxation 

dépend du détachement des ponts actine/myosine par désensibilisation de la troponine C 

pour le calcium ainsi que de la recapture de calcium par le Réticulum Sarcoplasmique (RS). 

Cette désensibilisation au calcium passe, autre autres, par la voie NO/GMPc/PKG, ainsi lors 

d’u e diminution de la biodisponibilité en NO, la désensibilisation des fibres au calcium va 

être plus longue entrainant ralentissant de la relaxation. La recapture du calcium par le RS  

est sous la dépendance de la pompe SERCA-2a (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca
2+

 -ATPase) 

qui est régulée négativement par le phospholamban non phosphorylé
46

. Ainsi un défaut de 

phospho latio  du phosphola a  et/ou u e di i utio  de l’e p essio  de SERCA a so t 

associés à la dysfonction diastolique
58

. Enfin il est important de rappeler que la relaxation est 
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3. Traitements 

A ce jou  au u  essai li i ue de g a de a pleu  ’a o t  une augmentation de la 

survie da s l’ICFEp ave  les lasses th apeuti ues ou a e t utilis es da s l’ICFEr malgré 

un effet bénéfique su  la di i utio  des hospitalisatio s. L’a se e d’effets sur la survie a de 

multiples causes parmi laquelle l’h t og it  de l’ tiologie de l’ICFEp. Les traitements 

actuellement utilisés ont pour but de limiter les symptômes de l’IC, d’ vite  la su ve ue 

d’i fa tus et de o t ôle  les comorbidités. Les e o a datio s de l’ESC e   pou  

t aite  l’ICFEp concernent beaucoup de classes thérapeutiques utilisées dans l’ICFEr mais les 

doses, les associations et les niveaux de recommandations ne sont pas les mêmes
8
. 

Lors de l’essai clinique I-PRESERVE réalisé sur 4133 patients ICFEp le traitement de 

base des patients était constitué de diurétiques (utilisés chez 83% des patients), de 

bétabloquants (59%), de bloqueurs des canaux calciques (40%  et d’inhibiteurs du SRAA 

(40% avec 25% d’IEC et 5% d’ARM)
45

. Cet essai clinique avait pou  ut d’ value  les effets à 

long-te e d’u  ARA-II, l’i esa ta , en addition du traitement standard sur la mortalité et 

les hospitalisations pour causes cardiovasculaires. Après plus de 4 ans de suivi l’ tude ’a pas 

révélé de bénéfice de l’i esa ta  pour di i ue  la o talit  et le o e d’hospitalisatio  

pour causes cardiovasculaires.  

Cet essai clinique montre que les diurétiques sont massivement utilisés afin de 

gule  la p essio  a t ielle et d’a lio e  les s ptô es d’u e su ha ge de volu e e  

empêchant la rétention hydrosodée. Cependant en absence de signes de congestion son 

utilisatio  ’est pas e o a d e chez les patients ICFEp qui sont plus sensibles aux 

modifications de pré-charge que les patients ICFEr
66

. 

La pression artérielle est aussi contrôlée par les inhibiteurs du SRAA qui permettent 

u e a lio atio  de l’h od a i ue VG et soulage t les s ptô es de l’IC d sp e  via 

la diminution de la pression da s l’OG et la stase pulmonaire VG en télé-diastole
67–69

. De plus 

l’utilisatio  d’i hi iteu s du SRAA est asso i e à u e di inution de la fibrose interstitielle et 

peut donc être bénéfique sur la fonction diastolique mais sans pour autant être associée à 

une augmentation de la survie chez les patient avec une FE>50%. Les effets des ARMs dans 

l’ICFEp seront détaillés dans le chapitre III-A.  

La di i utio  de la FC est u e piste de t aite e t pou  l’ICFEp puisque le 

ralentissement de la FC permet d’u e pa t d’aug e te  le te ps de diastole, donc le 

remplissage VG et la perfusion myocardique, li ita t l’is h ie et d’aut e pa t de prévenir 
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la survenue de fibrillation auriculaire qui limite le remplissage VG. La diminution de la FC 

permet aussi de diminuer la demande myocardique en O2 et en ATP ce qui peut améliorer 

l’ICFEp
36

. Ainsi les bétabloquants, très largement utilisés chez les patients ICFEp, permettent 

de réduire la pression artérielle, s’opposent à l’e s de sti ulatio  adrénergique et font 

g esse  l’h pe t ophie VG. Parmi les -bloquants, un effet bénéfique particulier peut être 

attribué au nébivolol, probablement lié aux propriétés de stimulation de la libération de NO 

exercée par cette molécule
70–72

. Cependant ces effets bénéfiques sont à prendre avec 

précautions puisque l’utilisatio  des ta lo ua ts e se ait fi ue u’e  as de FC 

élevée et pou ait s’av e  faste hez les patie ts ave  u e FC de epos normal. En effet il 

a été montré que les bétabloquants augmentent principalement le temps de diastasis, 

p iode du a t la uelle il ’  a pas ou peu de flu  e t e l’OG et le VG, ce qui ne permettrait 

pas d’aug e te  le e plissage VG à FC o ale. U e tude hez des fe es ICFEp montre 

même une augmentation des hospitalisations avec utilisation de bétabloquants
73

.  

Da s le ut d’a lio e  la fo tio  vas ulai e e  plus de la ela atio  myocardique 

des traitements visant à rétablir les taux de NO et/ou de GMP  so t e  ou s d’ valuatio 74
. 

E fi  les t aite e ts o  pha a ologi ues de l’CFEp sont également très 

importants. Ainsi les changements du mode de vie concernent principalement les 

comorbidités et il est conseillé de pratiquer une activité physique modérée
75

, de perdre du 

poids, de contrôler sa glycémie et ses dyslipidémies (utilisation de statines) ainsi que de 

limiter sa consommation de sel, d’eau et d’al ool . 
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D. Rôle de l’Hypertension Pulmonaire et de la Dysfonction 

Ventriculaire Droite dans l’insuffisance Cardiaque Gauche 

L’aug e tatio  de p essio  et le e odelage o se v s da s l’IC gauche peuvent se 

répercuter au niveau des poumons puis du ventricule droit (VD) entrainant avec le temps 

une hypertension pulmonaire (HTP) et une insuffisance cardiaque droite. La su ve ue d’HTP 

et de d sfo tio  VD da s l’IC gau he est d’auta t plus p o upa te u’elles so t toutes 

deux associées à u e agg avatio  de l’IC et à u  p o osti  aggravé. 

1. Hypertension pulmonaire 

L’HTP a été classée e  5 g oupes pa  l’OMS selo  le fa teu  d le ha t qui peut survenir 

i d pe da e t d’u e dysfonction cardiaque gauche même si celle-ci demeure la cause la 

plus commune
76

. Nous allons nous focaliser sur le groupe 2 qui réunit les HTP consécutives à 

u e aladie du œu  gau he et plus particulièrement sur le sous-groupe de l’HTP 

o s utive à l’ICFEp
77

 qui est le plus représenté. E  effet la p vale e de l’HTP o s utive 

à l’ICFEp varierait, selon les études et les seuils de pression utilisés, entre 18 et 80% chez les 

patients souff a t d’ICFEp
78

. 

Cette g a de p vale e s’e pli ue pa  le fait ue l’aug e tatio  chronique de 

p essio  da s l’OG o se v e da s l’ICFEp va se répercuter sur les veines pulmonaires et 

provoquer une HTP post-capillaire caractérisée par une pression artérielle pulmonaire 

o e e PAP  5 Hg et u e PAP d’o lusio  PAPO  5 Hg efl ta t la p essio  

da s l’OG. 

L’HTP peut t e post-capillaire isolée, ne touchant ainsi que les veines pulmonaires, 

ou pré- et post-capillaire lorsque l’aug e tatio  passive de p essio  da s les vei es s’est 

répercutée au niveau des artères pulmonaires conduisant à leur remodelage. 

 

L’HTP p  et post-capillai e est plus souve t et ouv e da s l’ICFEp chez le sujet âgé, 

obèse ou associant une broncho-pneumopathie chronique obstructive
79

. Elle est également 

retrouvée chez le sujet diabétique où elle augmente la mortalité
80

. 

E  effet les a t es pul o ai e, o ale e t t s o plia tes, vo t s’adapte  à 

l’aug e tatio  h o i ue de p essio  da s les alv oles et les apillai es e  se e odela t. 

Ainsi il a été montré dans des modèles animaux et chez des patients un épaississement de la 
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celle du VG. Le VD est très compliant et s’adapte ie  au  va iatio s de volu e e ge d es 

par le retour veineux mais est très sensible aux variations de pression.  

L’HTP est la cause la plus fréquente de survenue de dysfonction ventriculaire droite
85

. 

E  effet da s l’HTP le e odelage et la vasoconstriction réduisent la lumière des vaisseaux 

faisa t ai si o sta le à l’ oule e t du sa g. Le VD fait face à une augmentation de la post-

charge au prix d’u  paississe e t de sa pa oi et d’u e dilatatio  de sa cavité, ce 

remodelage entrainant avec le temps une insuffisance VD qui vient ajo e  l’i suffisa e 

diastolique VG. En effet le « œu  d oit » et le « œu  gau he » partageant un septum et le 

même sac péricardique, u e dilatatio  du VD et de l’OD va li ite  le e plissage VG. La 

dysfonction VD ret ouv e da s l’ICFEp peut concerner la diastole et la systole. 

3. Pronostic et traitements 

La PA pul o ai e aug e te ave  l’âge da s la populatio  g ale e  a se e d’IC 

et est asso i e à u e aug e tatio  de la p essio  VG diastoli ue ai si u’à u  auvais 

pronostic
86

. La présence d’une HTP seule augmente la morbi-mortalité ui s’a e tue e o e 

lorsque l’HTP est combinée à une ICFEp et cela même lorsque l’HTP est plus modérée
84

. De 

même la présence d’u e d sfo tio  VD aug e te la o talit  da s l’ICFEp et cela 

i d pe da e t de elle p ovo u e pa  l’HTP
87

. 

Co e a t les t aite e ts il e iste u  pa ado e puis ue aujou d’hui plusieurs 

classes de médicaments permettent de réduire la mortalité dans l’HTP p -capillaire isolée 

mais pas da s l’HTP post-capillaire isolée ou combinée. 

Ainsi les vasodilatateurs
88

 et les antago istes des epteu s de l’e doth li e tels ue 

le bosentan
89

 et le macitentan
90

 sont associés à une augmentation de la survie da s l’HTP du 

groupe I de l’OMS. Cepe da t les vasodilatateu s pou aie t p ovo ue  des œd es 

pulmonaires lorsque les p essio s VG so t lev es et so t do  peut tudi s da s l’HTP 

asso i e à l’ICFEp. Les résultats en terme de survie avec les antagonistes des récepteurs de 

l’e doth li e da s l’ICFEr sont plutôt décevants (cf chapitre III-2) et les rares essais cliniques 

da s l’HTP asso i e à l’ICFEp ne regardent pas ses effets sur la mortalité
91

.  

 

Ai si l’HTP post- apillai e seule ou e  asso iatio  ave  l’ICFEp reste une pathologie 

o telle pou  la uelle il ’a actuellement pas de traitement.  
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Les artérioles ont un petit diamètre, une media très épaisse et musculaire et sont 

fortement innervées par le SN sympathique, ces deux paramètres permettant un contrôle 

précis du flux sanguin. Ils rejoig e t les apillai es, plus petits vaisseau  de l’organisme 

o pos s u i ue e t d’u e ou he de ellules e doth liales reposant sur une lame basale, 

où s’effe tue t les ha ges gazeu  et ta oli ues. Les capillaires rejoignent les veinules 

qui transportent le sang désoxygéné et riche en déchets métaboliques vers les veines 

périphériques puis la veine cave inférieure et supérieure ui ejoig e t l’OD. Les veines sont 

également composées des 3 couches retrouvées dans les artères mais leur paroi est plus 

fine. Les veines sont très compliantes; ainsi elles peuvent contenir un grand volume de sang 

avec une pression très faible. Ce système à basse pression doit lutte  o t e l’apesa teu  

pour renvoyer le sang au œu . Le etou  vei eu  est assu  pa  l’action synergique de la 

contraction musculaire des membres inférieurs et des mouvements respiratoires en 

asso iatio  ave  l’ouve tu e et la fe etu e des valvules sanguines qui empêchent le reflux 

de sang. L’endothélium vasculaire 

Longtemps considéré comme une interface inerte entre le sang et la paroi des 

vaisseaux sa gui s o  esti e ai te a t ue l’e doth liu  est u  o ga e à pa t e ti e 

jouant un rôle important dans le contrôle de nombreuses fonctions physiologiques. 

L’e doth liu  tapisse la face interne de tous les vaisseaux sanguins, il est donc en contact 

avec le sang sur sa face apicale et avec les CMLV sur sa face basale. Les cellules endothéliales 

ont de nombreux récepteurs à leur surface et synthétisent un grand nombre de molécules 

conférant à l’endothélium un ôle p i o dial da s l’ho ostasie vas ulai e.  

E  o ditio s ph siologi ue l’e doth liu  pe et de gule  l’ho ostasie 

vasculaire en inhiba t l’ag gatio  pla uettai e, la coagulation
92, l’i fla atio  et la 

prolifération des CMLV ai si u’e  favo isa t la vasodilatatio  des vaisseaux. Les cellules 

endothéliales synthétisent en effet des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui vont 

agir au niveau de la CMLV pour moduler le diamètre des vaisseaux et ainsi adapter le flux 

sanguin à la de a de de l’o ga is e. 

Parmi les facteurs vasodilatateurs s th tis s pa  l’e doth liu  on peut citer la 

prostaglandine I2 (PGI2, ou prostacycline) qui provient du métabolisme de l’a ide 

arachidonique, les facteurs h pe pola isa ts d iv s de l’e doth liu  (EDHF)
93

, dont des 
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d iv s de l’a ide a a hido i ue, les a ides i osat i oi ues pa ti uli e e t i po ta ts 

hez l’ho e94
. L’e doth liu  vas ulai e s th tise gale e t des fa teu s 

vasoconstricteurs tels que le thromboxane A2, la prostaglandine H2 (PGH2) tous deux 

d iv s de l’a ide a a hido i ue, l’a giotensine II et l’e doth li e  (ET)
95

. 

Le NO  

Le NO est un gaz radicalaire avec une demi-vie très courte (inférieure à 5 secondes), 

jouant un rôle majeur non seulement dans la vasorelaxation
96

 mais aussi dans les processus 

d’anti-agrégation plaquettaire et d’anti adhésion leucocytaire. Il diffuse dans les tissus 

proches de son lieu de synthèse, ainsi au niveau de l’e dothélium vasculaire une grande 

partie du NO synthétisé diffuse vers les CMLV et induit leur relaxation via l’a tivatio  de la 

Guanylate Cyclase soluble (GCs). La GCs dégrade le Guanosine Tri-Phosphate (GTP) en GMPc, 

l’aug e tatio  du taux intracellulaire de GMPc active la protéine kinase G (PKG) qui en 

phosphorylant différentes cibles induit la relaxation musculaire. Ainsi en phosphorylant le 

phospholamban, la PKG lève son inhibition sur la SERCA favorisant la recapture de Ca
2+

 dans 

le RS entrainant ainsi la relaxation musculaire. La PKG en phosphorylant de nombreuses 

autres cibles, dont le canal Ca
2+

-ATPase permettant la sortie du calcium intracellulaire et le 

canal potassique dépendant du calcium KCa
2+

 qui hyperpolarise la membrane cellulaire, 

entraine la relaxation musculaire. 

Le NO qui diffuse dans la lumière des vaisseaux sanguins va lui t e à l’o igi e de ses 

actions anti-thrombotiques, anti-athéromateuses et anti-inflammatoires. En effet le NO 

i hi e l’ag gatio  pla uettai e et di i ue l’e p essio  de ol ules d’adh sio  à la su fa e 

des ellules e doth liales e p ha t ai si l’adh sio  des leu o tes su  l’e doth liu  et 

leur transformation en cellule spumeuse. 

Les NO Synthases 

Le NO est synthétisé à partir de la L-arginine par une enzyme homodimèrique la 

NOSynthase (NOS). Chaque monomère de NOS est o stitu  d’u  do ai e du tase 

permettant la fixation des cofacteurs de la réaction que sont le Nicotinamide Adénine 

Dinucleotide Phosphate réduit (NADPH), la Flavine Adénine Dinucléotide (FAD), la Flavine 

Mo o u leotide FMN  et d’u  do ai e o g ase o p e a t l’h e, la 

tétrahydrobioptérine (BH4) ainsi que le site de fixation de la calmoduline et de la L-Arginine.  
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Il existe trois isoformes très proches de NOS, chacune découverte dans un tissu 

différent, à savoir les NOS I, II et III ou NOS neuronale, inductible et endothéliale 

respectivement, dont les spécificités résident dans leur expression et leur activation. Ainsi 

les NOS neuronale (NOSn) et endothéliale (NOSe) sont constitutivement exprimées mais 

nécessitent une activation par des stimuli physiques ou chimiques et produisent une faible 

quantité de NO. Au contraire l’e p essio  g o i ue de la NOS inductible (NOSi) ’est pas 

constitutive mais induite par des cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de 

nécrose tissulaire-α TNFα , l’i te f o  γ et l’i te leuki e-1 (IL-1). Cependant une fois 

e p i e et sous fo e d’ho odi e elle e essite pas d’a tivatio  et produit de 

grandes quantités de NO. La NOSi a d’a o d t  etrouvée dans les macrophages où le NO 

joue un rôle bactéricide important mais est présente da s d’aut es t pes ellulai es o e 

les CMLV, les cardiomyocytes et les cellules endothéliales en conditions inflammatoires et 

pathologiques. Ainsi la surproduction de NO par la NOSi serait impliquée dans la vasoplégie 

et la dysfonction cardiaque observées dans le sepsis
97

. 

 

La NOS endothéliale 

La NOSe a d’a o d t  et ouv e au niveau des cellules endothéliales et est 

esse tielle pou  ga a ti  les p op i t s de l’e doth liu  et la fonction vasculaire. Son 

expression a également été retrouvée dans les cardiomyocytes
98

 et les cellules épithéliales 

bronchiques
99

. 

Comme évoqué précédemment afin que la NOSe puisse produire du NO elle doit être 

activée, cette activation pouvant être dépendante ou indépendante du calcium. 

L’a tivation dépendante du calcium se fait en deux temps, un premier où la 

concentration intracellulaire de calcium augmente dans la cellule endothéliale et limite 

l’i te a tio  i hi it i e de la NOSe ave  la cavéoline-1
100

 et un deuxième temps où le calcium 

se lie à la calmoduline qui va alors se fixer sur la NOSe. La liaison de la calmoduline à la NOSe 

facilite le t a spo t d’ le t o s et la formation de NO. Cette fo e d’a tivatio  est o se v e 

pa  fi atio  d’u  agoniste sur les epteu s de la ellule e doth liale tels ue l’a t l holi e 

(Ach), la ad ki i e, ou l’hista i e.  

L’activation indépendante du calcium est la fo e d’a tivatio  p i ipale de la NOSe 

en conditions physiologiques. Elle dépend des forces de cisaillement exercées au niveau de 
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l’e doth liu  ui vo t engendrer des modifications post-traductionnelles de la NOSe, telle 

que la phosphorylation activatrice des résidus Ser
1177

 et Ser
635

 par la protéine kinase A et la 

déphosphorylation la thréonine
495

 par des protéines phosphatases. Cette voie est 

ota e t a tiv e pa  l’i suli e. 

En conditions expérimentales la voie d’a tivatio  de la NOSe indépendante du 

calcium est plus rapidement altérée que celle dépendante du calcium puisque une abolition 

de la dilatation médiée par le flux (FMD) est parfois observée alors que la relaxation 

d pe da t de l’a t l holi e ’est pas altérée. 

 

 

Figure 7 : Rep se tatio  sch ati ue d’u  di e de la NO s thase endothéliale. 

Illustration issue de Velazquez et Wang
101

 

2. Le vaisseau pathologique 

Dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, do t l’i suffisa e a dia ue, 

une diminution de la FMD est observée chez les patients
102

 t oig a t d’u e d sfo tio  

vasculaire.  

Cette diminution de la FMD est due à une altératio  des fo tio s de l’e doth liu  

vasculaire qui subit un changement de phénotype et devient pro-agrégant, pro-

inflammatoire et pro-vasoconstricteur. On parle alors de dysfonction endothéliale et on 

observe une rupture dans la balance entre production de facteurs vasodilatateurs (NO, EETs) 

et facteurs vasoconstricteurs (ET-1, Ang-II) en faveur de ces derniers. En effet certaines 

études montrent une augmentation des taux circulants d’ET-1 et d’A g-II da s l’IC et 
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d’aut es u e di i utio  de la iodispo i ilité du NO qui peut sulte  d’u e di i utio  de 

sa p odu tio  ou d’u e aug e tatio  de sa d g adatio .  

Diminution de la production de NO 

La diminution de la production de NO peut avoir différentes origines comme la 

diminution de la disponibilité des substrats et co-facteurs mais nous nous focaliserons sur la 

di i utio  de l’e p essio  ou de l’a tivit  de la NOSe. 

La NOSe est très finement régulée au niveau génomique ainsi u’au niveau protéique 

par des modifications post-traductionnelles. Une étude a montré une diminution de 

l’e p essio  de la NOSe da s le plas a de patie ts ICC et in vitro lo s de l’i u atio  ave  du 

TNF-α103
 montrant un rôle des molécules pro-inflammatoires sur la dysfonction endothéliale. 

Le TNF-α déstabilise l’ARN  de la NOSe hez l’ho e104
 et est associé à la dysfonction 

endothéliale chez le rat Zucker obèse fa/fa qui est un modèle de syndrome métabolique
105

. 

Une diminution de l’a tivit  de la NOSe peut t e la o s ue e d’u e odification 

dans la balance entre la phosphorylation et la déphosphorylation de certains acides aminés 

participant à son activation. Ainsi une augmentation des phosphorylations réprimant 

l’a tivit  de la NOSe a t  appo t e e  pa all le d’u e diminution des phosphorylations 

favorisant son activité. De plus, une augmentation de déphosphorylation par des protéines 

phosphatases a été observée. Au sein de notre groupe il a été montré grâce à des KO 

totaux
106

 et endothéliaux
107

 l’i pli atio  délétère de la protéine phosphatase 1B dans la 

dysfonction endothéliale et cardiaque après IDM via une diminution de biodisponibilité en 

NO.  

Un autre phénomène participant à la diminution de la production du NO est le 

découplage de la NOSe en conditions de stress oxydant qui, active sous forme de 

monomère, produit l’a io  supe o de O -
) au lieu du NO. L’o datio  du ofa teu  BH4 e  

conditions de stress oxydant participe au découplage de la NOSe
108

 et amplifie la dysfonction 

endothéliale. 

Enfin la diminution des forces de cisaillements observée lors de la dysfonction 

e doth liale est asso i e à u e di i utio  de l’e p essio  g i ue de la NOSe109
 et de son 

activité en modifiant le profil de phosphorylation de la NOSe
110

 diminuant ainsi la production 

de NO.  
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La dysfonction coronaire dans l’ICFEp 

La p vale e d’u e d sfo tio  e doth liale o o ai e hez les patie ts ICFEp est 

difficile à évaluer et concernerait selon les études entre.50% et 68 % des patients
113,114

 . 

La dysfonction endothéliale coronaire est à la base du paradigme de 2013
48

 mettant en 

avant le rôle de l’i fla atio  microvasculaire coronaire dans les dysfonctions et 

remodelages myocardiques o se v s da s l’ICFEp. L’i fla atio  systémique de bas grade 

observée chez le patient ICFEp se répercuterait au niveau de la microcirculation coronaire et 

provoquerait un stress oxydant. Ce stress oxydant myocardique a été visualisé dans des 

biopsies de patients ICFEp
50,63

 et suggère une diminution de la signalisation du NO dans le 

myocarde. Or le NO étant impliqué dans la relaxation myocytaire la diminution de sa 

biodisponibilité cardiaque participe aux perturbations de la relaxation myocardique et donc 

à la d sfo tio  diastoli ue o se v e da s l’ICFEp. 

Des études montrent chez des patients présentant une dysfonction diastolique
115

 isolée 

une altération de la dilatation coronaire dépe da t de l’a t l holi e et hez les patie ts 

ICFEp une dysfonction microvasculaire coronarienne
116

 ai si u’u e di i utio  de la se ve 

coronaire
117

.  

Ces études suggèrent un lien entre la dysfonction endothéliale coronaire et la 

dysfonction diastolique impliquant probablement une diminution de la production de NO.  

Ce lie  se le t e o fi  pa  l’a lio atio  de la fo tio  e doth liale en 

asso iatio  ave  u e di i utio  des s ptô es de l’i tol a e à l’effo t pa  l’utilisatio  du 

sildénafil chez le sujet IC
118

.  

Cepe da t a tuelle e t da s l’ICFEp les traitements visant à rétablir des taux de NO ou 

de GMP  ’o t pas o t  d’effi a it  su  la apa it  à l’effo t74
. 

N a oi s, es do es pe ette t de pe se  ue la p ote tio  de l’e doth liu  

coronaire constitue une cible importante des traitements actuels ou futu s de l’ICFEp. 
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II. Le syndrome métabolique 

A. Définition 

Le syndrome métabolique fait actuellement référence à un ensemble de 

perturbations physiologiques, biochimiques, cliniques et métaboliques augmentant 

di e te e t le is ue de su ve ue d’ v e e ts cardiovasculaires, de diabète de type 2 et 

de toute cause de mortalité119,120
. 

 

La définition du syndrome métabolique (SM) e esse d’ volue  depuis 1920 où un 

médecin Suédois, Kylin, fit le lien entre hypertension, hyperglycémie et la maladie de « la 

goutte ». En 1988, Reaven définit le SM comme étant un ensemble de facteur de risque pour 

le diabète et les maladies cardiovasculaires et i t oduit le o ept d’i suli o sista e121
. 

Depuis cette date plusieurs modifications du nom du syndrome ainsi que des critères pour 

son diagnostic ont eu lieu, l’obésité abdominale devenant un des critères majeurs car 

considéré comme le plus o l  à l’i suli o sistance. Le tableau 2 regroupe les évolutions 

des critères du SM des principales institutions de santé entre 1998 et 2005, date à laquelle la 

Fédération Internationale du Diabète (IDF) a proposé des nouveaux critères et à pris en 

o pte l’o igi e eth i ue dans la valeur seuil d’o sit . 

Selo  la d fi itio  de l’IDF o  pa le de s d o e ta oli ue lo s u’u  patie t 

présente une obésité abdominale et deux autres critères parmi la liste suivante : 

- Taux de trigl ides .  ol/L 

- Tau  d’HDL-C <1.03 mmol/L chez les hommes, et <1.29 mmol/L chez les femmes 

- Hyperglycémie à jeun >5.6 mmol/L 

- P essio s a t ielles s stoli ue Hg et/ou diastoli ue 5 Hg 

 

Le nombre de personnes atteintes du SM est telle e t i po ta t u’o  pa le au 

iveau o dial d’ pid ie pou  la uelle la prévalence aug e te ave  l’âge et les 

changements de mode de vie ai si u’e  fo tio  des it es utilis s pou  le diag osti . En 

effet cette « épidémie » a commencé dans les pays industrialisés au mode de vie sédentaire 

et se développe fortement dans les pays « s’o ide talisa t ». Ainsi aux Etats-Unis selon la 

dernière étude sur la période 2007-2012 la prévalence moyenne du SM était de 34%
122

. En 

France en 2008, 18% des femmes et 23% des hommes âgés de 35 à 65 ans étaient atteints 
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du SM 
123

. La prévalence importante du SM et son retentissement sur la santé des patients 

induisent un coût socio-économique o sid a le ui is ue de s’a oit e da s les a es à 

venir.  

 

Tableau 2 : Critères diagnostiques du Syndrome Métabolique de différentes 

institutions. Obtenu à partir de Kaur et al.
124 
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B. Physiopathologie et conséquences cardiovasculaires du 

syndrome métabolique  

Malgré des difficultés à définir le SM et les variations selon les institutions dans les 

critères diagnostiques, la physiopathologie et les conséquences du SM sont plutôt bien 

connus. Nous nous intéresserons plus particulièrement aux conséquences cardiovasculaires 

de chaque critère du SM
125–127

. En effet chaque critère pris individuellement est un facteur 

de is ue pou  la su ve ue d’ vènements cardiovasculaires et la présence de plusieurs 

facteurs de risque peut majorer la dysfonction cardiovasculaire et augmenter la mortalité. 

De plus ha ue it e i dividuel peut favo ise  l’appa itio  d’u e autre perturbation 

métabolique entrainant ainsi un cercle vicieux. 

 

1. Caractéristique du syndrome métabolique : l’obésité 

abdominale  

L’o sit  abdominale est selo  la d fi itio  de l’IDF le it e sine qua non du SM. Il 

est néanmoins important de souligne  ue l’o sit  a do i ale fait f e e au d pôt 

d’adipo tes au iveau des vis es et e o e e pas les adipo tes sous-cutanés.  

L’o sit  a do i ale est asso i e à plusieu s t ou les a diovas ulai es pa i 

lesquelles on peut citer l’h pe te sio 128
, la fo atio  ou uptu e de pla ue d’ath o e 

ai si ue l’i suli o sista e129
. 

Le tissu adipeux, longtemps considéré comme un simple organe de stockage, est 

maintenant reconnu comme organe endocrine synthétisant de nombreuses adipokines dont 

certaines sont des cytokines inflammatoires. En effet chez les personnes obèses il a été 

montré dans le tissu adipeux viscéral une infiltration de macrophages conduisant à une 

inflammation de bas grade capable par la suite de diffuse  à l’ tat s st i ue. De fait, 

plusieurs études pré-cliniques permettent de relier les modifications du tissu adipeux aux 

altérations cardiovasculaires, par exemple dans le contexte du vieillissement
130

. 

Ainsi les adipocytes peuvent sécréter des cytokines inflammatoires telles que 

l’i te leuki e-6 et le TNF-α, cette dernière étant directement impliquée dans le 

d veloppe e t de l’i suli orésistance
131

. En effet il a été démontré une augmentation de la 

concentration en TNF-α dans le tissu adipeux d’animaux obèses ainsi que chez des humains 
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obèses et insulinorésistants. Le TNF-α est i pli u  da s le développement de 

l’i suli o sista e via une diminution de la phosphorylation du Récepteur à l’Insuline (RI) 

ainsi ue de l’IRS-1, Insulin Receptor Substrate-1 diminuant la transduction du signal 

« insuline »
132

. 

Une autre adipokine, la leptine, une hormone agissant au niveau du SN central pour 

permettre le contrôle de la prise alimentaire en stimulant la voie de la satiété, est retrouvée 

dans le sang de manière proportionnelle à la masse de tissu adipeux. Un phénomène de 

résistance à la leptine peut-être observé chez le sujet obèse où les taux plasmatiques sont 

plus élevés mais ne permettent plus de réguler la prise alimentaire. La résistance à la leptine 

est également associée à une activation du système nerveux sympathique (SNS) engendrant 

une augmentation de la pression artérielle et de la résistance vasculaire périphérique
133

. La 

résistance à la leptine p ovo u e pa  l’o sit  o duit do  au ai tie  de ette o sit  et 

favorise la survenue d’u  aut e pa a t e du SM à savoi  l’h pe te sio  a t ielle. L’o sit  

consécutive à un défaut dans la signalisation de la voie de la leptine est retrouvée dans le 

modèle murin ob/ob avec mutation dans le gène de la leptine et dans le modèle de rat 

Zucker fa/fa pour lequel la mutation est au niveau du récepteur de la leptine
134,135

. Le rat 

Zucker fa/fa développe un SM ainsi que des dysfonctions cardiovasculaires, notamment 

diastolique et endothéliale
70,136,137

 o e hez l’ho e pe etta t u e eilleu e 

compréhension de la pathologie
138

.  

Pa all le e t à l’aug e tatio  de la libération de ces adipokines on observe chez le 

sujet ayant un SM une diminution des taux plasmatiques d’adipo e ti e139
. Cette diminution 

peut se le  pa ado ale puis ue l’adipo e ti e est u e ho o e e lusive e t s th tis e 

par les adipocytes
140

 abondamment présente da s le plas a d’i dividus sai s mais dont la 

concentration diminue fortement da s l’obésité seule
140

 ou en association avec le SM 
141

 

ainsi que dans le diabète
142

 et les coronaropathies
143

. Sa synthèse est stimulée par l’i suli -

like growth factor-1 (IGF-1) et est inhibée par le TNF-α, les glucocorticoïdes, les agonistes 

adrénergiques
144

. Ai si l’ tat i fla atoi e du tissu adipeu  peut di i ue  sa s th se. 

Cette hormone a de multiples propriétés permettant l’aug e tatio  de la sensibilité à 

l’i suli e et la régulation du métabolisme lipidique et glucidique ainsi que des propriétés 

anti-inflammatoires et anti athéromateuses
144

. Ces dernières s’e e e t e  inhibant 

l’a tivatio  e doth liale, la p olif atio  des CMLV et le remodelage vasculaire ainsi que la 

conversion des macrophages en cellules spumeuses
145

. La diminution de la concentration 
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plasmatique en adiponectine dans l’o sit  viscérale couplée à une augmentation 

d’adipo toki es p o-athérogènes accélère le p o essus d’athérosclérose et le risque de 

rupture de plaque. 

2. Caractéristique du syndrome métabolique : les 

dyslipidémies 

Les dyslipidémies retrouvées dans le SM sont caractérisées par une augmentation du 

taux de triglycérides parallèlement à une diminution du taux de HDL-C (lipoprotéine de 

haute densité) plasmatique et sont directement liées à l’o sit  a d oïde et à 

l’i suli o sista e. Elles aug e te t le is ue de su ve ue d’ v e e ts a diovas ulai es 

via la fo atio  de pla ue d’ath o e. En parallèle, le lien entre dyslipidémies et ICFEp est 

bien illustré par le fait que les régimes riches en graisse (high fat diet) induisent une 

dysfonction diastolique dans les modèles murins
146

. 

Triglycérides 

L’aug e tatio  du taux de triglycérides (TG) plasmatique chez le sujet obèse 

provient d’u e pa t d’u  e s d’appo t alo i ue et d’u e aut e pa t d’u e aug e tatio  

de sa formation au niveau hépatique. Cette augmentation des TG est aussi associée à une 

augmentation de la concentration plasmatique en acides gras libres. L’hyperinsulinémie 

participe à l’augmentation des taux de TG et d’acides gras en activant un facteur de 

transcription favorisant la lipogénèse. D’autre part l’insulinorésistance au niveau du tissu 

adipeux engendre une lipolyse accrue, l’i suli e ’exercant plus son effet inhibiteur sur la 

lipase, ce qui conduit à une élévation des acides gras circulants
147

. L’augmentation des taux 

de TG est associée à une augmentation de la survenue de maladie cardiaque ischémique
148

. 

Lipoprotéine de basse densité (LDL) 

L’insulinorésistance est gale e t espo sa le d’u e aug e tatio  de la s th se 

de lipoprotéine de très basse densité (VLDL) et d’u e di i ution de leur clairance ce qui 

augmente leur concentration plasmatique et le risque athérogène. En effet les molécules de 

LDL pénétrant dans l’i ti a des vaisseau  subissent une oxydation et sont captés par les 

macrophages formant ainsi des cellules spumeuses à l’o igi e des l sio s 

athérosclérotiques
149

. 
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Lipoprotéine de haute densité (HDL-C) 

L’HDL-C permet le transport du cholestérol et des triglycérides de la circulation 

sa gui e ve s le foie et est asso i  à u e di i utio  de fo atio  de pla ue d’athérome et 

des pathologies cardiovasculaire en général
150

. Sa concentration plasmatique est diminuée 

da s le SM. Ce i s’e pli ue e  pa tie pa  l’aug e tatio  de la o e t atio  e  VLDL 

entraine une augmentation de la concentration en HDL riche en triglycérides qui est dégradé 

par les lipases hépatiques diminuant in fine le nombre de molécules de HDL pouvant assurer 

le transport du cholestérol des vaisseaux vers le foie.  

 

3. Caractéristique du syndrome métabolique : l’hyperglycémie 

à jeun 

L’h pe gl ie à jeu  est u  it e diag osti ue du SM da s la d fi itio  de l’IDF 

de 5 ui peut fai e l’o jet de d ats. E  effet il est possi le u’u e pe sonne ne présente 

pas d’h pe gl ie à jeu  ais p se te des pe tu atio s da s le ta olis e glu idi ue 

avec une élévation élevée de la glycémie postprandiale qui perdure dans le temps. Ainsi, afin 

de ne pas exclure une personne de la définition du SM sur ce critère il semble plus pertinent 

de s’i t esse  à u e pe tu atio  de la sig alisatio  de l’i suli e. 

Rôles physiologiques de l’insuline 

L’i suli e est u e ho o e s th tis e pa  les ellules β des îlots de La ge ha s 

joua t u  ôle t s i po ta t da s le ai tie  de l’ho ostasie e g ti ue mais aussi dans 

le tonus vasculaire. L’i suli e diminue la glycémie via plusieurs mécanismes tels que l’e t e 

du glucose plasmatique dans les tissus insulino-sensibles, la stimulation de la glycolyse et de 

la transformation du glucose en glycogène. La signalisation de l’i suli e engendre également 

une inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux, ainsi que l’i hi itio  de la oglu oge se 

dans le foie et le muscle squelettique.  

L’i suli e doit se lie  su  son récepteur RI qui est une glycoprotéine 

transmembranaire appartenant à la superfamille des récepteurs à activité tyrosine kinase 

afin de pouvoir exercer ses actions hypoglycémiantes. Seuls les tissus insulino-sensibles que 

sont le foie, le muscle squelettique (et cardiaque) et le tissu adipeux expriment le RI. La 

liaiso  de l’i suli e su  so  récepteur entraine un changement de conformation de celui-ci à 

l’o igi e de la fi atio  d’ATP su  la partie intra-cytoplasmique du récepteur et de 
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l’autophospho latio  du epteu  su  des sidus t osi e permettant son activation
151

. Le 

récepteur activé va phosphoryler des partenaires protéiques intracellulaires comme les 

protéines IRS dont il existe 4 isoformes, ou la protéine Shc (Src homologous and collagen 

protein). 

Les po ses à l’i suli e passe t pa  deu  voies de sig alisation que sont la voie 

PI3K/AKT (phosphatidyl inositol-3 kinase) responsable de la plupart des effets métaboliques 

de l’i suli e et la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) qui contrôle principalement 

les effets p olif atifs et itog es de l’i suline :  

1) Voie PI3K 

La liaison des protéines IRS-1 et IRS-  su  le epteu  a tiv  pe et l’a age 

d’aut es p ot i es do t la PI3K qui va phosphoryler le Phosphatidylinostiol 4,5 biphosphate 

(PIP2) en phosphatidyl inositol 3,4,5 triphosphate (IP3) au niveau interne de la membrane 

plasmique. Cette phosphorylation va permettre le recrutement de la phosphatidyl inositol-

dependent kinase 1 (PDK1) qui va à son tour activer par phosphorylation plusieurs protéines 

à activité serine-thréonine kinases dont Akt (aussi appelée protéine kinase B) qui joue un 

rôle important non seulement dans le métabolisme mais aussi dans la vasodilatation. 

2) Voie MAPK 

La voie MAPK peut être activée via les p ot i es IRS ais aussi pa  l’e z e Sh . 

L’a tivatio  de Sh  va i itie  une cascade de phosphorylations stimulant une suite de kinases 

dont MEK1/2 (MAPK-ERK Kinase 1/2) qui phosphoryle les MAPK. Les MAPK sont des sérine-

thréonine kinases régula t l’a tivatio  ou l’i hi itio  de la t a s iptio  de gènes cibles, la 

différenciation, la croissance cellulaire ainsi que la synthèse protéique. 

 

 

Les ôles ta oli ues de l’i suli e passe t p i ipale e t pa  la voie PI K-Akt qui 

pe et, e t e aut es, de di i ue  l’h pe gl ie post-prandiale en permettant la 

translocation du transporteur de glucose GLUT-4 (Glucose Transporter-4) au niveau de la 

membrane plasmique des muscles squelettiques
152

. Cette action est primordiale pour 

gule  la gl ie puis u’il a t  o t  dans un test de clamp 

hyperinsulinémique/euglycémique chez le sujet sain que le muscle squelettique est 

responsable de la captation de 80% du glucose sanguin
153

. Le foie participe, sous la 
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induire une vasodilatation par activation de la NOSe via la voie PI3K-Akt soit induire une 

vaso o st i tio  e  sti ula t la p odu tio  d’endothéline via la voie MAPK
154

. Cependant 

da s les o ditio s ph siologi ues la voie PI K p do i e ait et l’i suli e aurait une action 

vasodilatatrice permettant une meilleure perfusion des tissus périphériques et du myocarde. 

L’a tivatio  de la voie MAPK pa  l’i suli e aug e te ait la s th se de ol ule d’adh sio  

au iveau de l’e doth liu  telles que la E-Selectine et VCAM-1 (Vascular cell adhesion 

protein 1) permettant une interaction avec les leucocytes et serait ainsi associée à un risque 

athérogène. 

 

Au niveau cardiaque l’i suli e est u  gulateu  l  la oissa e des a dio o tes 

puis u’o  o se ve u e di i utio  de la taille des a dio o tes hez des souris KO pour le 

RI da s le œu 155
. Ai si lo s de l’h pe i suli is e o pe satoi e de l’i suli o sista e 

l’e s de sig alisatio  pa ti ipe à l’h pe t ophie des a dio o tes et au emodelage 

ventriculaire.  

L’i suli e pe et gale e t la su vie des a dio o tes e  i hi a t l’apoptose pa  

phosphorylation de BCL2 (B-cell leukemia/lymphoma 2) via la voie PI3K /Akt
156

.  

 Conséquences d’une dérégulation dans la signalisation de l’insuline  

U e i tol a e à l’i suli e est et ouv e da s la ajo it  des patie ts attei ts du 

SM et se traduit par une diminution de la sensibilité et/ou de la po se à l’i suli e. Cusi et 

al démontrèrent ue lo s de l’i suli orésistance seule la voie PI3K-Akt est altérée alors que 

la voie MAPK reste fonctionnelle
157

. La voie PI3K/Akt étant responsable de la plupart des 

effets ta oli ues de l’i suli e il e  sulte u e pe tu atio  de l’ho ostasie glu idi ue 

et lipidique. Celle-ci se traduit par une hyper-insulinémie compensatoire, une augmentation 

de la concentration plasmatique en glucose ainsi u’u e lev e d’i hi itio  de la lipol se da s 

le tissu adipeu  o duisa t à u e li atio  d’a ides g as li es da s la circulation sanguine. 

Au-delà des effets ta oli ues, la sista e à l’i suli e di i ue l’a tivit  de la 

NOSe conduisant à une diminution de la synthèse de NO et à une dysfonction endothéliale. 

Ceci est aggravé par le fait que la voie MAPK reste fonctionnelle et continue de stimuler la 

s th se d’e doth li e e t ai a t u e vaso onstriction et une augmentation les résistances 

p iph i ues s’opposa t au t avail a dia ue157
.  
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Enfin, le lien entre hyperglycémie et IC est indirectement suggéré par plusieurs 

grands essais cliniques récents démontrant les effets bénéfiques sur la morbi-mortalité liée à 

l’i suffisa e a dia ue de t aite e ts a tidia ti ues, e  pa ti ulie  les i hi iteu s du o-

transporteur sodium-glucose de type 2
158,159

, e s’il est p o a le ue es effets soie t 

partiellement indépendants du contrôle de la glycémie. 

4. Caractéristique du syndrome métabolique : l’hypertension 

artérielle 

L’h pe te sio  a t ielle HTA  aug e te le risque d’évènements cardiovasculaire 

délétères tels ue l’ath os l ose majorant ainsi le risque de survenue d’a ident vasculaire 

cérébral (AVC) et d’IC. E  F a e l’h pe te sio  a t ielle tou he ait pratiquement une 

personne sur trois
160. Cepe da t l’ tude ESTEBAN prenait comme valeurs seuil 

d’h pe te sio  u e PAS > 4  Hg et u e PAD>  mmHg alors que dans les 

recommandations de la Fédération Internationale du Diabète on pa le d’HTA lo s u’o  

dépasse 135 et 85 mmHg respectivement laissa t p sage  d’un nombre plus important de 

personnes souff a t d’HTA et p se ta t u  SM. 

L’HTA, bien que la plupart du temps sans étiologie connue, est souvent associée aux 

d so d es ta oli ues tels ue l’o sit , l’i tol a e au glucose et la dyslipidémie
161

. 

L’i suli o sista e e  favo isa t la voie MAPK et la s th se d’e doth li e e ge d e u e 

vaso o st i tio  pa ti ipa t à l’HTA162
.  

De plus, l’i sulinorésistance est associée à une activatio  du SRAA et l’a giote si e II 

est i pli u e da s l’ ta lisse e t de l’HTA163
. 
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2.  Le Récepteur Minéralocorticoïde  

Le RM appartient à la famille des facteurs de transcriptions nucléaires stéroïdiens et 

est présent dans un grand nombre de types cellulaires tel que les cellules épithéliales 

rénales, les cardiomyocytes, les CMLV
167

, les cellules endothéliales
168

 ainsi que les 

adipocytes
169

. Le RM ’est pas s le tif de l’aldost o e et peut t e activé par le cortisol 

mais une e z e, la βHSD , t a sfo e le o tisol e  o tiso e ui ’a pas d’affi it  pou  

le RM
170

. Cette enzyme d’a o d t ouv e da s les tissus épithéliaux est également exprimée 

dans les CMLV
167

. 

En absence de ligand le RM est retenu dans le cytoplasme par un complexe de 

protéines dont les HSP (heat shock proteins), une fois activé par l’aldost o e il va être 

transloqué dans le noyau et se fixer sur des HRE (hormone response element) de gènes 

cibles. Au niveau du tissu épithélial rénal parmi les gènes activés on peut citer ceux 

impliqués dans la formation du canal sodique épithélial (ENaC) et de la pompe Na
+
/K

+
-

ATPase permettant une réabsorption de sodium et celui de la serine/thréonine protéine 

ki ase SGK  ui i hi e i di e te e t la d g adatio  d’ENaC. 

Au niveau vasculaire et cardiomyocytaire le RM « activé » o duit à l’aug e tatio  

de l’e p essio  d’u e la ge variété de gènes tels que ceux codant pour l’ECA, le collagène I, 

III et IV ou encore ceux impliqués dans la régulation de la MEC et de l’inflammation
167

. 

L’a tivatio  du RM pe et d’aut e pa t d’aug e te  la fo atio  d’a giote si e II et peut 

e t aî e  u  e le vi ieu  e  as d’a tivatio  h o i ue.    

Le RM est faiblement exprimé dans le tissu cardiaque, rénal et vasculaire en 

conditions physiologiques et en conditions pathologiques sa surexpression est corrélée chez 

l’ho e ave  la g avit  de l’i suffisa e a dia ue164
 et rénale

165
. Des travaux effectués 

dans notre laboratoire o t o t s u’u e su e pression tissu-spécifique du RM, aussi bien 

au niveau des cardiomyocytes
171

 que des CMLV
172

, entraine une dysfonction coronaire. 

D’aut es tudes o t e t u’u e d l tio  tissu-spécifique du RM (cardiomyocytaire en 

l’o u e e  est bénéfique dans des modèles expérime tau  d’i fa tus du o a de173
 et 

de surcharge de pression
174

 ce ui e fo e l’h poth se d’u e a tivatio  d l t e du MR e  

conditions pathologiques.  

Chez l’ho e o  et ouve lo s d’u e a tivatio  t op i po ta te du RM une 

hypertension, une augmentation de la production d’ EROS, u e i fla atio  ai si u’un 
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l’éplérénone qui ont tous deux montrés leur efficacité en termes de survie et de diminution 

d’hospitalisatio  da s l’ICFEr lors de deux grands essais cliniques RALES 
24

 et EPHESUS 
25

. Les 

effets fi ues de es ARMs est d’auta t plus e a ua le ue les patie ts p se taie t 

des IC sévères de classe NYHA III et IV.  

Ces effets bénéfiques ont été confirmés pour des patients ICFEr en classe NYHA II 

ave  l’éplérénone lors de l’essai clinique EMPHASIS sur la diminution de la mortalité (totale 

et a diovas ulai e  et d’hospitalisatio 177
 et a do  o fi  l’intérêt  des ARMs dans le 

traitement de l’IC.  

Co e a t l’ICFEp les résultats sont plus contrastés puisque l’essai li i ue TOPCAT 

(Treatment of Preserved Cardiac Function Heart Failure With an Aldosterone Antagonist) ’a 

pas démontré dans un premier temps d’effet bénéfique de la spironolactone dans l’ICFEp
178

. 

Cependant une nouvelle analyse réalisée sur un sous-groupe de patients dont le diagnostic 

d’ICFEp était certain et dont la prise de traitement était avérée, a permis de mettre en 

évidence une diminution de la mortalité et du o e d’hospitalisatio  ave  la 

spironolactone
179

 chez des patients avec une FEVG >45%. Cepe da t la FEVG ’ ta t pas 

sup ieu e à 5 % o  e peut pas elle e t pa le  d’ICFEp. 

Il faut souligner que malgré les effets bénéfiques clairement démontrés des ARM 

da s l’ICFEr ceux-ci restent actuellement sous-utilisés notamment à cause de risque sévère 

d’h pe kali ie et de la contre-indication chez les patients avec une insuffisance rénale 

grave. D’aut es fa teu s e pli ue t ette fai le utilisation des ARMs tels que la forte affinité 

mais la faible sélectivité de la spironolactone pour le RM et la meilleure sélectivité mais la 

très faible affinité de l’éplérénone envers le RM
180

. 

Le manque de sélectivité ou d’effi a it  ai si ue les hyperkaliémies empêchant les 

ARMs de montrer leur potentiel thérapeutique, les recherches se sont intensifiées et ont 

pe is d’obtenir des ARM non stéroïdiens et nous nous focaliserons sur la finérénone.  

 

La finérénone : 

La finérénone est un antagoniste non stéroïdien du RM qui a la même affinité que la 

spironolactone envers le RM tout en présentant une sélectivité 500 fois supérieure à celle de 

l’éplérénone
181

. De manière intéressante les études précliniques chez le rat ont révélés que 

la finérénone permettait, à des doses ne baissant pas la pression artérielle (1 mg/kg), de 
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p ve i  les do ages st u tu au  et fo tio els du œu  et des ei s da s u  od le 

d’h pe te sio  ai si ue d’a lio e  la fo tio  a dia ue VG da s u  od le d’ICC182
. De 

plus so  affi it  pou  le RM pe et d’utilise  des doses plus fai les u’ave  l’ plérénone 

puisque une dose de 10 mg/kg diminue plus efficacement la PA que 100 mg/kg 

d’éplérénone. Cette même étude a montré que la distribution tissulaire de la finérénone 

tait la e au iveau du œu  et des ei s o t ai e e t à e ui tait o se v  ave  les 

deux ARM stéroïdiens qui se lient principalement au RM rénal.  

 

  

Figure 12 : Structure chimique de la finérénone un antagoniste non stéroïdien du 

Récepteur Minéralocorticoïde. Issu de Kolkhof et al.
182

 

 

Un essai clinique de phase 2 réalisé afin de tester la tol a e et l’i o uit  de la 

finérénone chez des patients ICFEr présentant une maladie rénale chronique modérée 

(ARTS : minerAlocorticoid Receptor Antagonist Tolerability Study) a montré un moindre 

risque d’hyperkaliémie et d’agg avatio  de la d sfo tio  ale en comparaison à la 

spironolactone
183

. Cette tude o t e u’u e dose de  mg de finérénone est aussi 

effi a e u’u e dose de 5  mg de spironolactone pour diminuer les marqueurs de stress 

cardiaque (BNP, NT-pro-BNP) et rénal (albumine) et induit moins de dysfonction rénale. Ces 

résultats encourageants ont conduit à deux nouveaux essais cliniques actuellement en cours 

sur des patients diabétiques avec néphropathie pour évaluer les effets de la finérénone 

ajouté au traitement standard, soit dans la progression de la maladie rénale (étude FIGARO-

DKD) soit dans la réduction de la morbi/mortalité cardiovasculaire (étude FIDELIO-DKD).      
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A la vue des sultats p o etteu s o te us ave  la fi o e da s l’ICFEr et les 

néphropathies dia ti ues il se ait i t essa t d’ value  les effets de la finérénone dans 

l’ICFEp seule ou en association avec le syndrome métabolique.  
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B. Cibler l’endothéline-1 

1. Synthèse de l’endothéline 

L’e doth li e-1, (ET-1) est un peptide vasoconstricteur découvert en 1988 par 

Yanagisawa et al au niveau de cellules endothéliales vasculaires
95. L’e doth li e-1 fait partie 

d’u e fa ille de  peptides p oduits à pa ti  de  g es diff e ts et est espo sa le de la 

majorité des effets biologiques du système e doth li e gi ue hez l’adulte184,185
, ainsi dans 

la suite de l’e pos  ous utilise o s l’a viatio  ET pou  d sig e  l’ET-1. L'ET est synthétisée 

sous fo e d’u  précurseur inactif appelé pré-pro ET, un premier clivage effectué par une 

protéase conduit à la Big-ET, intermédiaire biologiquement inactif, lui-même clivé par des 

enzymes de conversion de l'endothéline (ECE) ou pa  d’aut es e z es o e la 

neprilysine) conduisant à la forme active constituée de 21 acides aminés. L’ET ’est pas 

uniquement synthétisée par les cellules endothéliales mais également par d’autres types 

cellulaires comme les CMLV et les fibroblastes
186

 et exerce ses actions biologiques via sa 

liaison à deux sous types de récepteurs. 

 

 

 

Figure 13 : Représentation schématique des facteurs et étapes permettant la 

s th se de l’e doth li e-1. Illustration issue de Brunner 2006
187

 

 

2. Les récepteurs de l’endothéline 

Dès  des e p i e tatio s su  le at o t e t u e po se iphasi ue de l’ET 

sur la PA suggérant l’e iste e de différents types récepteurs responsable de ces effets de 
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l’ET188. E  effet l’i je tio  i t avei euse d’ET i duit premièrement une diminution transitoire 

de la PA et dans un second temps une augmentation maintenue de la PA. Deux sous-types 

de récepteurs appelés récepteurs ETA et ETB ont été découverts et expliquent les différences 

de réponse à l’ET de par leur localisation sur des types cellulaires différents et leur couplage 

à des protéines G différentes. Il faut noter que les deux sous-types de récepteurs de l’ET 

s’a tive t à des o e t atio s su a o olai es d’ET i ula te
189

 et que la plus forte 

densité des récepteurs est et ouv e au iveau du œu  et des pou o s190
. 

Ainsi le récepteur ETA, responsable des effets vaso o st i teu s de l’ET, est retrouvé 

au niveau des CMLV, des cardiomyocytes et des cellules inflammatoires mais pas au niveau 

de l’e doth liu . Ce récepteur est couplé à deux protéines G différentes, la Gs et la Gq ; la 

voie majoritaire étant celle de la protéine Gq qui active la phospholipase C catalysant la 

dégradation du PIP2 en IP  et DAG. L’IP  va se fi e  su  le RS et entraîner une libération de 

Ca
2+

 provoquant la contraction de la cellule cible (CMLV provoquant la vasoconstriction ou 

cardiomyocyte favorisant la contraction cardiaque). Le DAG est responsable des effets 

g o i ues de l’ET e  a tiva t la PKC ui a tive la MAPK o duisa t à l'a tivatio  de 

facteurs de transcription. L’activation de la PKC participe à la contraction musculaire en 

favo isa t l’ouverture des canaux calciques membranaires. 

Le rôle des récepteurs ETB à quant à lui été difficile à comprendre puisque ses 

réponses sont diamétralement opposées selon sa localisation cellulaire. En effet il entraine 

u e vasodilatatio  lo s u’il est retrouvé sur les cellules endothéliales alors que les 

récepteurs ETB localisés au niveau des CMLV induisent une vasoconstriction. L’ uipe de 

Tsukahara montra en 1994 que l’ET se fixant sur les récepteurs ETB présents sur les cellules 

endothéliales humaines de veine ombilicale (HUVEC) conduit à la libération de NO et cela de 

manière dose-dépendante
191

. Au contraire les récepteurs ETB situés sur les CMLV sont 

couplés à des protéines Gq et induisent une vasoconstriction via les mêmes mécanismes que 

le récepteur ETA. 

La s th se d’i hi iteu  sp ifi ue du récepteur ETB a permis de mieux appréhender 

ses diff e ts ôles et e  pa ti ulie  da s la lai a e de l’ET qui se fait au niveau de la 

circulation pulmonaire et dépendrait exclusivement du récepteur ETB
192,193

 situé sur 

l’endothélium pulmonaire. En effet l’utilisatio  d’antagoniste du récepteur ETA ’i duit pas 

d’aug e tatio  de la o e t atio  plas ati ue d’ET alo s u’elle aug e te e  présence 

d’antagoniste spécifique du récepteur ETB. 
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Il semblerait que les expérimentations sur cultures cellulaire et in vivo avec injection 

intraveineuse d’ET aie t su esti s l’a tio  vasodilatat i e de l’ET se liant à son récepteur 

ETB endothélial. En effet des travaux sugg e t u e li atio  pola is e d’ET ve s le pôle 

basal de la cellule endothéliale activant les récepteurs situés sur les CMLV et très peu les 

récepteurs situés au pôle apical de la cellule endothéliale à savoir le récepteur ETB
194

. 

3. Le système endothelinergique en conditions physiologiques 

Le système endothelinergique est très fi e e t gul  au iveau de l’expression 

génique de l’ET et de celle de ses récepteurs ai si u’au niveau de son activité. Ainsi dans les 

conditions physiologiques, la production et les effets biologiques de l'ET sont inhibés par des 

facteurs dilatateurs comme le NO, la prostacycline et les peptides natriurétiques ainsi que 

pa  l’h pa i e. Au o t ai e l’e p essio  g i ue de l’ET ou son activité vont être stimulées 

par l'angiotensine II, certaines cytokines pro-inflammatoi es, l’h po ie, u  st ess o da t 

ainsi que par une diminution du « shear stress ».  

Da s les o ditio s ph siologi ues la s th se et la li atio  d’ET se fait en continu, 

cependant les concentrations plasmatiques d’ET sont faibles de l’o d e de ,  à 10 pg/mL 

chez des sujets sains
195

. Selon certains auteurs cette concentration serait insuffisante pour 

engendrer une vasoconstriction mais il faut rappeler que la o e t atio  plas ati ue ’est 

pas le reflet de la co e t atio  tissulai e de l’ET, notamment au iveau du œu  et des 

poumons, et ela à la fois de pa  la li atio  pola is e d’ET et de par la clairance pulmonaire 

de l’ET. Ai si, il est p o a le ue l’ET, libérée en continu au niveau tissulaire, joue un rôle 

important dans la régulation de la pression artérielle et de la natriurèse et soit inotrope 

positive au niveau des cardiomyocytes
196

. 

Lors de la dysfonction endothéliale, une diminution de la biodisponibilité en NO va 

leve  l’i hi itio  de s th se de la pré-pro-ET au niveau génique et démasquer les effets 

délétères du peptide. Ainsi dans de nombreuses pathologies engendrant une dysfonction 

endothéliale une sur-activation du système endothélinergique est aussi observée comme 

da s l’ICC, l’HTAP, l’i suffisa e ale et l’ath os l ose. Il faut ajoute  u’u e diminution 

de la clai a e de l’ET a lieu e  o ditio s pathologi ues du fait d’u e diminution de la 

densité des récepteurs ETB ota e t au iveau de l’endothélium pulmonaire.  
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4. Le système endothélinergique en conditions pathologiques 

Au-delà de la dysfonction endothéliale, l’h po ie et l’i fla atio  so t aussi des 

facteurs augmentant la synthèse d’ET ota e t au iveau a dia ue où il a t  o t  

que HIF- α H po ia I du i le Fa to - α  se fi e su  la pa tie p o oteur du gène codant 

l’ET
197,198

. Ainsi dans les pathologies associant une dysfonction endothéliale avec de 

l’h po ie et u e i fla atio  telle que dans l’ICC, l’augmentation de la concentration 

plasmatique en ET active les récepteurs ETA et ETB au niveau des CMLV. Il en résulte une 

vasoconstriction prolongée augmentant la PA contribuant ainsi au maintien de la pathologie 

via une augmentation du travail cardiaque. L’a tio  de l’ET su  la PA passe gale e t pa  la 

sti ulatio  de la s th se d’aldost o e e ge d a t u e aug e tatio  de la vol ie.  

La suractivation du système endothélinergique est aussi associée à des arythmies via 

une activation du SNS
189

. De plus, la stimulation des récepteurs ETA et ETB situés sur les 

fibroblastes cardiaques et vasculaires entraîne leur prolifération ainsi que leur activation 

conduisant alors à une production accrue de collagène. Cela induit une fibrose cardiaque et 

vas ulai e aug e ta t la igidit  du œu  et des vaisseau  et pa  o séquence le travail 

cardiaque. L’ET induit également une hypertrophie des cardiomyocytes en activant les 

kinases Raf et MAPK via la liaison sur son récepteur ETA
199

 et stimule la prolifération des 

CMLV. E fi , u  e le vi ieu  s’i stalle puis ue l’ET provoque un stress oxydant et une 

inflammation accentuant la dysfonction endothéliale et la sur activation du système 

endothélinergique. 
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Figure 14 : Illust atio  des effets de l’e doth li e su  le s st e vasculai e, ca dia ue, 

pulmonaire et rénale en physiologie (noir) et en conditions pathologiques (rouge). Issu de 

Thorin et Clozel
189

 

 

Inhibition du système endothelinergique en conditions pathologiques 

Dès la mise en évidence du rôle délétère de l’a tivatio  du s st e 

endothélinergique dans de nombreuses pathologies telles ue l’HTAP, l’ICC et la 

sclérodermie des recherches pour inhiber pharmacologiquement ce système ont été 

entreprises. Deux approches différentes ont été explorées : la première visant à empêcher la 

s th se de l’ET e  i hi a t les ECE dont ne nous parlerons pas dans cet exposé et la 

seconde visant à inhiber les effets biologiques de l’ET en utilisant des antagonistes mixtes ou 

sélectifs d’u  des deu  sous-types de récepteur. 

Ces recherches ont permis de synthétiser, 3 ans après la d ouve te de l’ET, le 

bosentan un antagoniste mixte ETA-ETB qui en 2001 a été le premier traitement oral dans 

l’HTAP pe etta t d’aug e te  le d lai ava t agg avatio  des sig es li i ues200
. 

D’autres antagonistes sélectifs du récepteur ETA (permettant de maintenir les effets 

« positifs » des récepteurs ETB endothéliaux) tels ue l’a ise ta  et le sita entan ont été 

développés. Cependant le sitaxentan a été retiré du marché pour cause de toxicité 

hépatique ui este gale e t u  des p o l es ajeu s du ose ta  et de l’a ise ta . 
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Essais cliniques dans l’ICC 

Les o e t atio s plas ati ues d’ET étant élevée chez les patients ICC et corrélant 

avec la mortalité, des essais hez l’a i al et hez l’ho e ont été réalisées afin de contrer 

ses effets délétères. De nombreuses études précliniques réalisées au sein de notre 

laboratoire et pa  d’aut es uipes su  des od les d’ICC o t o t s des effets fi ues 

de l’utilisatio  d’a tago iste des epteu  de l’ET su  l’h od a i ue et la mortalité
201,202

 

203
.  

Les premiers essais cliniques réalisés avec le bosentan ont montré une amélioration 

de l’hémodynamique cardiaque mais les essais cliniques de grande envergure se sont révélés 

décevants. Ainsi deux essais cliniques ave  le ose ta  ’o t pas o t  de diff e e 

sig ifi ative pa  appo t au pla e o. L’ tude REACH-I (Randomized Endothelin Antagonism in 

Chronic Heart Failure) a dû être arrêtée prématurément à ause d’u e aug e tatio  

excessive des transaminases hépatiques
204

. Cependant dans un sous-groupe de patients 

ayant continué le traitement, une amélioration significative du statut clinique à 6 mois a été 

o se v e. Ces sultats o t pe is à l’ tude ENABLE (Endothelin Antagonist Bosentan for 

Lowering Events in Heart Failure) de voir le jour en dosant plus faiblement le bosentan (125 

mg/bid contre 500 mg/bid). Cepe da t ap s  ois de suivi il ’  avait pas d’a lio atio  

significative du tableau li i ue. La su ve ue d’œd e chez les patients est certainement 

une cause de cet échec puisque dans un sous-groupe de patients sans œd e le bosentan 

augmentait la survie sans événement
205

. 

Ces sultats o t e t ue l’ET este u e i le p ivil gi e da s l’ICC ais ue 

l’i o uit  et l’effi a it  des a tago istes des epteu s de l’ET doit être améliorée afin de 

montrer leurs bénéfices. Cet objectif semble avoir été obtenu avec le macitentan. 

Le macitentan  

Le a ite ta  est u  a tago iste i te des epteu s de l’ET développé à partir de 

la structure du bosentan par la société Actelion Biopharmaceuticals. Cette molécule a été 

sélectionnée parmi un grand nombre de candidats pour ses propriétés physicochimiques 

augmentant son innocuité
206

 (notamment au niveau hépatique), sa pénétration tissulaire
207

 

et son affinité pour les récepteurs
208

. Il a été montré chez le rat que la demi-vie du 

macitentan était de 2h et u’un métabolite actif avec une demi-vie de 8h participait aux 
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effets pharmacologiques du macitentan permettant donc de prendre une unique dose par 

jour
209

. 

 

 

Figure 15 : Structure chimique du macitentan et de son métabolite actif, un antagoniste 

mixte des récepteurs de l’e doth li e-1. Représentation issue d’Iglarz et al.
209

 

 

Le macitentan a été le premier médicament montrant une réduction de la mortalité 

da s l’HTAP lo s du grand essai clinique SERAPHIN (Study with an Endothelin Receptor 

Antagonist in Pulmonary arterial Hypertension to Improve cliNical outcome) réalisé sur des 

patients en classe fonctionnelle II et III
90

.  

Le macitentan a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) en 2013 

pour le traitement à long terme de l'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) chez les 

patients en classes fonctionnelles II à III de l'OMS afin de ralentir la progression de la maladie 

et le is ue d’hospitalisatio  pou  HTAP. Cependant en France la HAS (Haute Autorité de 

Santé) a estimé que le a ite ta  ’a lio ait pas le se vi e dical rendu dans la stratégie 

thérapeutique de prise en charge de ces patients et la molécule ’est pas o e ialis e en 

France. 

Cepe da t le p ofil de tol a e et d’effi a it  du a ite ta  étant supérieur aux 

précédents antagonistes des récepteurs de l’ET, il semble pertinent d’ value  ses effets da s 

l’IC et plus pa ti uli e e t da s l’ICFEp. E  effet da s l’ICFEp une proportion importante de 

patients présente une hypertension pulmonaire post-capillaire
44

 qui constitue un facteur 

agg ava t de l’IC ai si u’u e d sfo tio  ve t i ulai e droite. Ainsi le macitentan pourrait 
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être bénéfique en agissant sur les dysfonctions vasculaires pulmonaires, cardiaques et 

p iph i ues ai si ue su  l’h od a i ue ve t i ulai e gau he et d oite. 

Un essai clinique a été commencé fin 2017 chez des patients présentant une ICFEp et 

une maladie vasculaire pulmonaire (SERENADE) afi  d’ value  si le a ite ta  di i ue le 

taux de NT-Pro-BNP.    
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C. Cibler la dysfonction mitochondriale 

Un nombre croissant de travaux suggère un lien entre la dysfonction mitochondriale 

et l’IC210,211
 et plus particulièrement sur  la dysfonction diastolique. L’insulinorésistance, qui 

est et ouv e da s de o euses pathologies o e l’ICFEp, l’obésité et le SM est 

asso i e à la d sfo tio  ito ho d iale da s diff e ts tissus tels ue le œu , le foie et le 

tissu musculaire
212–215

. Ainsi la dysfonction mitochondriale semble être impliquée dans 

l’ ta lisse e t de es pathologies ais il ’a pas été clairement établi si elle est la cause ou 

la conséquence de la pathologie. Néanmoins la dysfonction mitochondriale exacerbe la 

pathologie menant à un cercle vicieux et représente donc une cible intéressante pour traiter 

ces dysfonctions cardio-vasculaires et métaboliques.  

1.  Rappels sur la mitochondrie 

La mitochondrie est un organite cellulaire essentiel pour la fonction des cellules 

puis u’elle fournit jus u’à % de l’ e gie
216

 utilisée par ces dernières sous forme d’ATP. Le 

nombre de mitochondrie varie entre 500 et 2000 en fonction du type cellulaire et dans le 

œu  les mitochondries remplissent jusqu’à % du cytoplasme
217,218

. La mitochondrie est 

constitu e d’u e e a e e te e, d’u e e a e i te e où se déroulent les 

phosphorylations oxydatives (OXPHOS) et d’u e at i e où se déroule la a tio  de β-

oxydation des acides gras. 

La p odu tio  d’ e gie sous fo e d’ATP d pe d da s u  p e ie  te ps de la 

production d’a étyl-coenzyme A (acetylCoA) issu soit de la bêta-oxydation des acides gras 

soit de la décarboxylation du pyruvate dans la mitochondrie suite à la glycolyse qui a lieu 

dans le cytoplasme. L’acetylCoA est dégradée par les enzymes du cycle de Krebs conduisant 

à la formation de produits réduits : le NADH et FADH2 qui vont permettre, par oxydations 

phosphorylantes au niveau des complexes enzymatiques de la chaine respiratoire, d’ ta li  

un gradient de protons qui sera utilisé pa  l’ATP s thase pou  p odui e l’ATP à partir de 

l’ADP.  

La biogenèse des mitochondries est finement régulée par différents éléments tels 

que le ratio ATP/ADP et l’a tivatio  de l’AMPK Ade osi e Mo ophosphate-Activated 

Protein Kinase) qui par phosphorylation va activer PGC- α (peroxisome proliferator-

activated receptor-γ PPAR-γ  oa tivato  un coactivateur de la transcription jouant un rôle 
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essentiel dans la régulation du métabolisme énergétique et dans la biogénèse 

mitochondriale
219–221

. 

Il est important de souligner que la synthèse des protéines de la chaine respiratoire 

est sous la d pe da e o  seule e t de l’ADN u l ai e ais gale e t de l’ADN 

mitochondrial permettant la synthèse de 13 protéines de ce complexe. 

E  plus de so  ôle esse tiel de p odu tio  d’ e gie la ito ho d ie est i pli u e 

dans la voie intrinsè ue de l’apoptose e  po se à u  st ess. 

 

2. Dysfonction mitochondriale et pathologies cardio-

métaboliques 

Le œu , de par son activité contractile permanente, est très fortement dépendant 

de la production mitochondriale d’ATP, et par conséquent dépend de la p se e d’o g e 

et des substrats de la chaine respiratoire. Il a été démontré dans les cardiomyocytes que 60 

à % de l’ATP est utilis  pou  la o t a tio , le reste étant utilisé pour le fonctionnement 

des pompes ioniques
222

 soulig a t l’i po ta e de la p odu tio  d’ATP o  seule e t pour 

la contraction du myocarde mais également pour sa relaxation. Comme dit précédemment 

on retrouve dans le SM une dysfonction mitochondriale associée à la dysfonction diastolique 

ai si u’à l’i suli orésistance. Plusieurs mécanismes de la dysfonction mitochondriale 

expliquent ces retentissements cardiaques et métaboliques comme la diminution du nombre 

de mitochondries, l’alt atio  de leu  o phologie et la di i utio  de la p odu tio  d’ATP 

comme cela a déjà été montré in vivo et sur des biopsies de patients insulinorésistants
223,224

. 

Ainsi u e di i utio  de la p odu tio  d’ATP consécutive à la dysfonction mitochondriale 

peut altérer la relaxation cardiaque, qui est un processus a tif, o so ateu  d’ATP et 

dépendant de signalisations calciques. D’aut e pa t une production excessive des EROs lors 

de la dysfonction mitochondriale mène à l’a tivatio  de protéines kinases spécifiques des 

résidus sérine (dont la PKC).O  la phospho latio  d’IRS1 sur certaines sérine est associée à 

une diminution des phosphorylations sur les thréonines diminuant ainsi le signal insulinique 

et par conséquence l’utilisatio  du glu ose pa  le us le s uelettique en réponse à 

l’i suli e212
.  

Cette production excessive d’EROs peut être le fait de la mitochondrie elle-même où 

de systèmes extérieurs tels que la NADPH oxydase, la XO ainsi que la NOSe 
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découplée
112,217,225,226

. En conditions physiologiques la mitochondrie produit des EROs qui 

sont soit capturés par des systèmes de défense antioxydants (superoxyde dismutase-

manganese (Mn-SOD) soit joue un rôle dans la signalisation cellulaire
227

. Cependant en 

o ditio s pathologi ues u  d s uili e e t e le o e d’ le t o s appo t s à la hai e 

espi atoi e et eu  utilis s pou  p odui e l’ATP va faire réagir les électrons en surplus avec 

l’o g e et fo e  soit des a io s supe o de soit du pe o de d’h d og e via l’a tio  de 

la Mn-SOD. Ce ph o e est o se v  pa  e e ple lo s d’u  e s d’appo t ali e tai e 

et/ou une faible dépense énergétique. Ces EROs peuvent induire des dommages de l’ADN, 

particulièrement au iveau de l’ADN ito ho d ial qui est proche du lieu de formation des 

EROs et pas protégé pa  des histo es o e l’ADN u l ai e210. L’a u ulatio  de 

mutations dans le génome mitochondrial peut altérer la formation des sous-unités de la 

chaine respiratoire
213,228

 et accentuer ainsi la p odu tio  d’EROs et la dysfonction 

mitochondriale. 

La dysfonction mitochondriale peut être induite par la dysfonction endothéliale 

comme cela a été montré chez des souris déficientes en NOSe présentant une 

insulinorésistance, une hypertension et une diminution du nombre de mitochondries
229

. La 

dysfonction endothéliale est retrouvée dans des pathologies avec dysfonction 

mitochondriale comme le SM et l’ICFEp, et impliquerait la voie du NO/GMPc qui activerait 

PGC-1α.  

PGC- α est u  oa tivateu  de fa teu s de t a s iptio s o e NRF-1 (nuclear 

respiratory factor) favorisant la synthèse des protéines d’o igi e u l ai e de la chaine 

respiratoire et de Tfam (facteur de transcription mitochondrial A)
222

. Ainsi une diminution de 

la biodisponibilité en NO et en GMPc empêcherait la biogenèse mitochondriale et la 

synthèse des protéines de la chaine respiratoire participant ainsi à la diminution du nombre 

de mitochondries et de s th se d’ATP observées dans les pathologies présentant une 

dysfonction endothéliale
211. U  e le vi ieu  peut s’i stalle  puis ue la production excessive 

d’EROs observée lors de la dysfonction mitochondriale diminue la biodisponibilité du NO et 

participe à la dysfonction endothéliale. 
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3. Traitements ciblant la dysfonction mitochondriale 

Le bon fonctionnement de la mitochondrie étant essentiel pour maintenir 

l’ho ostasie e g ti ue et la d sfo tio  ito ho d iale ta t au œu  de o euses 

pathologies plusieurs pistes thérapeutiques ciblant les mitochondries ont été développées. 

Ainsi les traitements ont pour objectif de restaurer le nombre de mitochondrie en 

favorisant la biogenèse mitochondriale, de ta li  la p odu tio  d’ATP et/ou de diminuer la 

p odu tio  d’EROs. Parmi ces traitements on peut citer la metformine, antidiabétique de 

référence en France dont les effets sur la mitochondrie ont été compris plus récemment et 

impliquent une diminution de la p odu tio  d’EROs, une augmentation de l’e p essio  de 

PGC-1 ainsi que la stimulation de l’AMPK230
. 

D’u e a i e plus glo ale les t aite e ts di i ua t le st ess o datif peuve t 

limiter la dysfonction mitochondriale notamment en prévenant le « ROS-induced ROS 

release ». Ai si l’a tio da t Tempol pe et d’a lio e  la morphologie et la fonction 

mitochondriale dans un modèle de rats hypertendus
231

. L’iméglimine 

L’iméglimine, ((6R) -(+) -4-dimethylamino-2-imino-6methyl-1,2,5,6-tetrahydro-1,3,5, 

triazine hydrochloride) est le premier antidiabétique d’u e ouvelle lasse th apeutique 

appelée glimines, développé par la société POXEL. 

Cette molécule cible la mitochondrie et agit au niveau des trois composants majeurs 

du diabète de type 2 à savoir la surproduction hépatique de glucose, la diminution de 

l’e t e de glu ose da s le us le s ueletti ue ainsi que la diminution de la sécrétion 

d’i suli e pa  les ellules bêta-pancréatiques
232

. 

 

Figure 16 : St uctu e chi i ue de l’i gli i e, p e ie  ep se ta t de la classe 

pharmacologique des glimines. Représentation issue de Mesangeau et al.
233
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Une étude sur des modèles animaux diabétiques (le rat Goto-Kakizaki GK et le 

modèle de diabète induit par injection de streptozotocine) montre ue l’iméglimine exerce 

des effets antidiabétiques via l’activation directe de la sécrétion d’i suli e pa  les ellules β 

sans affecter la sensibilité hépati ue à l’i suli e234
. 

Une autre étude réalisée sur des souris rendues diabétiques par un régime riche en 

graisse et en fructose montre que l’ad i ist atio  d’iméglimine pendant 6 semaines permet 

de diminuer la glycémie, de restau e  la tol a e au glu ose et d’a liorer la sensibilité à 

l’i suli e235
. De plus cette étude a mis en évidence une diminution de la production d’EROs 

par les mitochondries hépatiques et suggère u e aug e tatio  de l’o datio  des a ides 

g as et do  u e p odu tio  plus effi a e d’ATP. 

U e aut e tude a o t  u’in vitro l’iméglimine prévenait la mortalité de cellules 

endothéliales soumises à un stress oxyda t d’o igi e h pe gl i ue236
. Cette étude a 

o fi  ue l’iméglimine agit sur la mitochondrie et diminue la production d’EROS, et a mis 

e  vide e ue ette a tio  ’e t ai e ni de modification de la respiration mitochondriale 

i d’alt atio  da s le statut énergétique de la cellule. 

Les effets de l’iméglimine ont été évalués dans plusieurs essais cliniques de phase I 

puis de phase II chez des patients présentant un diabète de type 2. Les 10 études de phase I 

réalisées, i pli ua t u  total de  sujets sai s et des doses d’iméglimine allant de 100 à 

8000 mg/jour, o t o t  l’innocuité et un bon profil de tol a e de l’iméglimine ainsi que 

sa demi-vie estimée entre 10 et 12h.  

Les essais cliniques de phase II, divisés en 8 études incluant un total de 910 patients 

et des doses d’iméglimine o p ises e t e 5  et g, o t pe is d’ value  l’effi a it  

de la molécule sur des paramètres glycémiques ainsi que son innocuité et sa tolérance. 

Brièvement ces essais cliniques ont démontré ue l’iméglimine permet de diminuer 

significativeme t le tau  d’h oglo i e gl u e (HbA1c) aussi bien en monothérapie
237

 que 

lo s d’u e utilisatio  e  o i aiso  ave  de la metformine
238

 ou de la sitagliptine, un 

inhibiteur de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP4)
239

. 

U e aut e tude, alis e su  u  fai le o e de patie ts, a d o t  u’ap s  

jou s de t aite e t l’iméglimine permettrait d’a lio e  la se si ilit  des ellules β au 

glucose et d’aug e te  la s tio  d’i suli e e  po se au glu ose et tendrait à diminuer 

l’ li i atio  h pati ue de l’i suli e240
. 
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Ainsi au-delà de ses rôles sur le métabolisme glucidique, l’i gli i e permettant la 

di i utio  de p odu tio  d’EROs pa  la mitochondrie et de protéger les cellules 

endothéliales face à un stress oxydant semble être une molécule intéressante pour le 

traitement des dysfonctions cardiovasculaires associées au syndrome métabolique. 
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 Objectifs de la thèse 

L’ICFEp est u e pathologie d’o igi e ultifa to ielle pou  la uelle il ’e iste pas à e 

jou  de t aite e t pe etta t d’aug e te  la su vie. O  et ouve da s l’ICFEp une 

d sfo tio  a dia ue diastoli ue p do i a te ai si u’u e d sfo tio  vas ulai e 

e doth liale. L’ICFEp est associée à de nombreuses comorbidit s o e l’h pe te sio  

artérielle, le diabète, le syndrome métabolique, les néphropathies etc. 

Les o je tifs de ette th se taie t d’ value  da s t ois tudes s pa es les effets de 

trois nouveaux médicaments sur la fonction cardiaque et vasculaire dans un contexte 

d’ICFEp associée au syndrome métabolique. Nous avons choisi le rat obèse Zucker fa/fa 

o e od le d’ICFEp asso i e au s d o e ta oli ue puis u’il apitule les 

d sfo tio s a diovas ulai es et ta oli ues o se v es hez l’ho me présentant cette 

double pathologie
70,136,241

. 

Les molécules utilisées ciblaient des systèmes biologiques décrits comme suractivés 

ou d fe tueu  da s l’ICFEp et le syndrome métabolique. Nous nous sommes intéressés aux 

effets du blocage du récepteur minéralocorticoïde par un antagoniste non stéroïdien du RM, 

la finérénone, aux effets du blocage des récepteurs ETA et ETB par un antagoniste mixte des 

récepteurs de l’ET, le macitentan ai si u’aux effets de la prévention de la dysfonction 

ito ho d iale pa  l’i gli i e 

Le choix du rat Zucker fa/fa pour évaluer ses composés ous a se l  d’auta t plus 

pe ti e t u’il présente d’aut es d sfonctions pouvant participer à l’ ta lisse e t de l’ICFEp 

associée au SM et pouvant être ciblées par nos traitements. En effet une dysfonction rénale 

242,243
 ai si u’une dysfonction mitochondriale

244,245
 ont déjà été montrées chez le rat Zucker 

fa/fa. En addition une étude préliminaire effectuée au sein du laboratoire suggérait 

également une possible hypertension pulmonaire ai si u’u e d sfo tio  VD hez le )u ke  

fa/fa. 

Dans ce contexte nos objectifs étaient : 

- L’ valuatio  de l’effi a it  de la fi o e pour contrer la dysfonction cardiaque 

ais aussi ale da s l’ICFEp.  

- L’ valuatio  de l’effi a it  de l’i gli i e pour diminuer le stress mitochondrial et 

son impact sur la d sfo tio  a dia ue ais aussi vas ulai e da s l’ICFEp.  
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- La ise e  vide e d’u e h pe te sio  pul o ai e et d’u e d sfo tio  

ve t i ulai e d oite asso i e à l’ICFEp chez le rat Zucker fa/fa et l’ valuation de la capacité 

du macitentan à améliorer la dysfonction cardiaque gauche mais aussi l’h pe te sio  

pulmonaire et la dysfonction VD.   
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Partie expérimentale 

I. Modèle animal : le rat zucker fa/fa et 

traitements 

L’e se le des 3 études a été réalisée sur des rats mâles Zucker fa/fa âgés de 12 

semaines en début de protocole et sur leur contrôles, les rats lean fa/+. Chaque étude était 

divisée e  deu  pa ties afi  d’ value  da s l’ tude à ou t-terme (7 à 9 jours) les effets 

cardio-vas ulai es de la ol ule i d pe da e t d’u  e odelage et dans l’ tude à lo g-

terme (90 jours) les effets additifs des modifications de structure. Les animaux ont reçus une 

nourriture standard. 

Pour chaque étude les rats Zucker fa/fa ont été répartis de manière aléatoire en 2 

groupes : 

- un groupe non traité 

- un groupe traité avec  

-de la finérénone mélangée à de la nourriture en poudre à la dose de 2 mg/kg/j 

-du macitentan mélangé à de la nourriture en poudre à la dose de 10 mg/kg/j  

-de l’i gli i e (150mg/kg) par gavage deux fois par jour à 9h et 18h 

Le poids des animaux était esu  ha ue se ai e afi  d’adapte  les doses de 

traitement, les rats lean servaient de contrôle sain. 

 

II. Paramètres Etudiés 

A. Paramètres cardiaques 

1. Echocardiographie 

Les hog aphies a dia ues o t t  alis es da s les tudes ave  l’iméglimine et la 

fi o e ap s  ou ,  et  jou s de t aite e t à l’aide d’u  hog aphe Vivid7 

Ultrasou d Ge e al Ele t i  Health a e , uip  d’u e so de li ai e de 4 MHz M L  et 

d’u  s st e d’a al se E hopa , PC . 
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L’a uisitio  des i ages e  ode te ps-mouvement a été réalisée en coupe para-

sternale petit axe au niveau des muscles papillaires du VG. Les dimensions du ventricule 

gau he o t ai si t  d te i es pa  la esu e de l’ paisseu  des pa ois a t ieu e et 

postérieure du VG en télé-systole et en télé-diastole (EPATS ; EPPTS ; EPATD ; EPPTD) ainsi 

que les diamètres de la cavité (dTS ; dTD respectivement). 

La fraction de raccourcissement (FR, %), indice de contractilité cardiaque, a été 

calculée selon la formule suivante : FR (%) =   
�−� ∗  

L’a uisitio  des i ages e  ode Doppler-pulsé a permis ; en se plaçant au niveau de 

l’ao te tho a i ue ; de visualise  le flu  sa gui  so ta t du VG et de esu e  l’i t g ale 

temps vitesse (ITV, cm) ainsi que la fréquence cardiaque (FC, bpm). 

Le volu e d’ je tio  s stoli ue ; indice de la capacité du œu  à je te  le sa g ve s 

le système périphérique ; a été calculé selon la formule suivante : 

VES (ml) = ��� ∗ � ∗ ���� ∗ ����4  

Le débit cardiaque (DC, ml/min) a été estimé en multipliant le VES par la FC. 

2. IRM 

Détermination des volumes ventriculaires gauche et droit par IRM 

Des IRM cardiaques ont été réalisées après 7,30 et 90 jours de traitement dans 

l’ tude su  le a ite ta  à l’aide d’u e IRM B u ke  BioSpe  4.7 T/30 (Brucker, Allemagne) 

afi  d’ tudie  le e odelage a dia ue VG et VD. Les a i au , a esth si s au methohexital 

sodique (brietal® ; 60mg/kg, IP, Sigma-Aldrich, France) ont été placés en décubitus dorsal sur 

une plaque chauffante afin de maintenir leur température corporelle, et reliés à un 

électrocardiogramme. Un système de monitorage (SA Instruments Inc., NY, USA) relié à des 

le t odes pla es su  les ats, a pe is la s h o isatio  des p iodes d’a uisitio  ave  

les FC et respiratoire lors de l'acquisition de l'image. En utilisant la séquence « Intragate » 

(Bruker, France) basée sur des échos de gradient, l’e se le du VG et VD a t  pa ou u 

durant les différentes phases du cycle (16 images par cycle) et 8 tranches contiguës de 1.5 

 d’ paisseur dans le petit axe ont ainsi été « photographiquement découpées ». Les 

données ont été analysées en utilisant le logiciel FARM-CAAS 2.0 (Pie Medical, Pays-Bas) en 

sélectionnant les phases correspondantes à la télé-systole (volume ventriculaire minimal) et 

à la télé-diastole (volume ventriculaire maximal). Les volumes ventriculaires gauches et 
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droits ont été déterminés à partir des images prises en télé-systole et télé-diastole en faisant 

le o tou  de l’e do a de su  ha u e des  oupes. Le volu e total a été calculé comme 

ta t la so e du volu e de ha ue t a he. La f a tio  d’ je tio  FE, %  a t  al ul e à 

partir des volumes en télé-systole (VTD) et télé-diastole (VTS) selon la formule suivante : 

 FE (%)= 
� �−�� � *100 

Le débit cardiaque VG et VD a été calculé selon la formule suivante : 

 DC (ml/min) : EDV − ESV ∗ FC  
 

Détermination de la perfusion tissulaire ventriculaire gauche par IRM 

A la fin de chaque étude à court et long-terme la perfusion myocardique ventriculaire 

gauche a été évaluée par « Arterial spin labeling » (ASL) permettant de marquer de manière 

le t o ag ti ue les o au  d’h d og e de l’eau p se te da s le sa g en amont du 

œu . Des oupes du œu  so t i ag es et les ha ge e ts d’i te sit  du sig al da s es 

images dépe de t de l’appo t de sa g da s le tissu. Le uit de fo d p ove a t des spins 

statiques est e lev  pa  a uisitio  d’i age sa s a uage ave  les spi s et la différence 

entre les deux images peut être utilisée pour quantifier la perfusion(Waller, Hiller et al. 

2001; Kober, Iltis et al. 2005) 

 

3. Pression artérielle systémique chez le rat vigile 

Afin de mesurer sur animal vigile et mobile les effets du traitement par le macitentan 

su  l’h od a i ue s st i ue  a i aux non traités et 8 animaux traités ont été utilisés. 

Un capteur de télémétrie (HD-S10, DSI  a t  fi  da s l’ao te a do i ale. Pou  ela les 

animaux ont été anesthésiés (xylazine ,kétamine) posés sur une plaque chauffante et 

intubés, une laparotomie a ét  effe tu e, le se t e a t  d pla  su  le ôt , l’ao te 

abdominale a été délicatement isolée et percée avec une aiguille, la canule du capteur a été 

pla e da s l’ao te a do i ale et oll e ave  de la olle hi u gi ale. 

Un temps de récupération de 1 semaine a été observé avant de mesurer la pression 

artérielle systolique (PAS), la pression artérielle diastolique (PAD), et la fréquence cardiaque 

FC . Les esu es o t t  effe tu es su  4h ava t l’i itiatio  du t aite e t puis ap s 1, 7 

et 90 jours de traitement. 
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4.  Hémodynamique ventriculaire gauche 

A la fin de chaque étude (après 7, 9 ou 90 jours de traitement) les animaux ont été 

anesthésiés avec du thiopental sodique  g kg, IP . L’a t e a otide d oite a t  isol e 

soigneusement du nerf vague et canulée avec un micro-manomètre électronique (SR-839 

type 1.4F, Millar instrument, USA). Les pressions artérielle systolique (PAS ; mmHg) et 

diastolique (PAD ; mmHg) ainsi que la fréquence cardiaque (FC, bpm) ont été mesurées au 

niveau de la carotide avant que le capteur ne soit inséré dans le ventricule gauche. 

Au niveau ventriculaire gauche le micro-manomètre a mesuré les pressions en fin de 

diastole et en fin de systole (PTD et PTS, respectivement, mmHg) ; la dérivée minimale et 

maximale de la pression en fonction du temps (dP /dt min et dP /dt max respectivement, 

mmHg/sec) ainsi que la constante de relaxation tau (ms). Les courbes de relation pression-

volume en télé-systole (RPVTS) et en télé-diastole (RPVTD) ont été enregistrées puis 

a al s es à l’aide du logiciel IOX (EMKA, France). Les courbes ont été obtenues sur plusieurs 

les a dia ue ap s o lusio  de l’ao te a do i ale afi  d’aug e te  la post-charge. La 

pente de ces courbes est un indice de la compliance myocardique en télé-diastole et de 

l’élastance en télé-systole.   

5.  Hémodynamique ventriculaire droite 

Afi  de o ait e l’attei te VD hez les ats )u ke  fa/fa et l’effet à lo g te e du 

t aite e t pa  le a ite ta  su  la fo tio  VD et les p essio s pul o ai es, l’ tude de 

l’h od a i ue VD a été réalisée sur un sous-g oupe d’a i au .  

La veine jugulaire interne a été soigneusement isolée et canulée avec un micro-

manomètre électronique (SR-839 type 1.4F, Millar instrument, USA). Le cathéter a ensuite 

été avancé de manière rétrograde afin d’e t e  da s le ve t i ule d oit. Au iveau 

ventriculaire droit le micro-manomètre a mesuré les pressions en télé-diastole et en télé-

systole (PTD et PTS, respectivement, mmHg), la dérivée minimale et maximale de la pression 

en fonction du temps (dP /dt min et dP /dt max respectivement, mmHg/sec) ainsi que la 

constante de relaxation tau (ms). 
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B. Paramètres vasculaires 

1. Myographe de Mulvany 

La fonction coronaire a été déterminée en utilisant le myographe de Mulvany (Dual 

Myograph 410A, DMT, Aarhus, Danemark). Pour cela, directement après sacrifice de 

l’a i al, le œu  a t  plongé dans une solution de Krebs froide (4°C) et oxygénée (95% O2, 

5% CO2) dont la composition (en mM) est la suivante : NaCl 120, KCl 4.96, CaCl2 2.61, 

NAHCO3 24, KH2PO4 1.21, MgSO4 1.2, glucose 5 (Sigma-Ald i h, F a e . U  seg e t ≈ ,5 

 d’a t e o o ai e septale dia t e o p is e t e  et  μ  a t  

soig euse e t isol  sous loupe i o ulai e ava t d’ t e o t  su  deu  fils de tu gst e de 

5 μ  de dia t e ha u , da s la uve du myographe contenant 10ml de solution de Krebs 

froide et oxygénée. Un des deux fils de tungstène a été fixé sur un support relié à une vis 

micrométrique tandis que le deuxième fil a été fixé sur un transducteur permettant 

d’ tudie  les va iatio s de tension isométrique du muscle lisse vasculaire. Par la suite, un 

processus de normalisation a été effectué après augmentation progressive de la 

température de la cuve à 35.8°C. 

Normalisation des artères 

La o alisatio  de l’a t e o o ai e avait pou  o jectif de rétablir le diamètre 

i te e de l’a t e pou  u e p essio  t a s u ale de  Hg ou .  KPa . Pou  ela 

l’a t e a t  p og essive e t ti e pa  aug e tatio  de la fo e de .5 N e  .5 N e  

utilisant la vis micrométrique. La tension a été calculée en divisant la force par la longueur de 

l’a t e. Pou  ha ue iveau de te sio  l’i di e i o t i ue tait elev  e ui a pe is 

de mesurer le diamètre interne. 

La pression effective a été calculée selon la loi de Laplace :  � �  � =  �  � � ÷ � é  �  

L’ ti e e t du vaisseau a t  i te o pu lo s ue la p essio  effe tive calculée était 

supérieure à 100mmHg. La relation entre la pression effective et la circonférence interne (CI) 

de l'artère suivant une courbe exponentielle cela a permis d'obtenir la valeur de la 

circonférence interne correspondant à une pression de 100 mmHg (CI100). L'artère a ensuite 

été étirée de façon à obtenir une circonférence interne correspondant à 90 % de CI100. Afin 

d'optimiser la pression transmurale une force de 1 mN a été ajoutée. La température a 
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progressivement été augmentée à 37°C et une période de repos de 30 minutes a été 

observée avant le début de l'étude de la réactivité vasculaire. 

Evaluation de la réactivité vasculaire 

La réactivité vasculaire des artères coronaires a été évaluée sur des artères pré-

contractées à la Sérotonine (10
-5 

M, Sigma-Ald i h, F a e . Tout d’a o d la ela atio  

d pe da te de l’e doth liu  a té évaluée en réalisant une courbe de concentration-

po se utilisa t des o e t atio s oissa tes et additives d’a t l holi e A h : 10
-9

 à 

3.10
-5

M, Sigma-Aldrich, France). Un temps de 2 minutes a été observé entre chaque ajout de 

concentration et la force exercée sur le fil pa  la o t a tio  de l’a t e a t  lue su  

l’e egist eu . A la fi  de la p e i e ou e de ela atio  les a t es o t t  i es  fois 

avec du Krebs chaud et oxygéné. La part du NOdans la relaxation endothélium-

dépendante a ensuite été évaluée. Pour cela les a t es o t t  l’i u es pe da t  

minutes avec un inhibiteur non spécifique des NOS, la L-NNA Nω-nitro-L-arginine, 10
-4

M, 

Sigma-Aldrich, France) et une courbe de concentration po se à l’ACh a de ouveau t  

réalisée. De nouveau à la fin de cette courbe les artères ont été rincées et un temps de repos 

de i  a t  o se v . Afi  de d te i e  la ela atio  i d pe da te de l’e doth liu  

une courbe concentration- po se utilisa t des o e t atio s oissa tes et additives d’u  

donneur de NO, le Nitroprussiate de Sodium (SNP ; 10
-9

 à 3.10
-5

M, Sigma-Aldrich, France) a 

été réalisée.  

 

2. Artériographe d’Halpern 

La fonction vasculaire périphérique a été évaluée ; lo s de l’ tude ave  

l’iméglimine ; sur des artères mésentériques en utilisant l’a tériographe d’Halpe  

(Perfusion Myograph System DMT). 

A la fin du protocole expérimental le mésentère a été ligaturé au niveau proximal, 

prélevé et immédiatement placé dans une solution de Krebs froide et oxygénée (mêmes 

co ditio s ue pou  l’a t e o o ai e d ites p de e t .  

L’a t e se t i ue de t oisi e o d e dia t e i te e de  à 4  µ  a 

soigneusement été disséqué sous loupe i o ulai e, u  seg e t d’e vi o   a t  

canulé et perfusé entre 2 micropipettes de ve e de l’artériographie.  
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L’a t e a t  ai te ue da s u  ai  de K e s the ostat  °C  et o g  ave  

un mélange 95 % O2 et 5 % CO2. Le vaisseau a été placé sous microscope inversé afin de le 

visualiser sur un écran relié à une caméra CCD et u  a al seu  d’i age pe etta t ai si de 

suiv e et esu e  so  dia t e i te e tout au lo g de l’e p i e tatio . Le d it i t a-

luminal a été o t ôl  g â e à u  d it t e o e t  e  aval de l’a t e. 

Evaluation de la réactivité vasculaire 

La réactivité vasculaire des artères mésentères a été évaluée sur des artères pré-

constrictées par la phényléphrine (10
-5

 M) afi  d’o te i  u e du tio  sta le du dia t e 

asal d’e vi o  5  %. La dilatatio  e doth liu -dépendante a été évaluée dans un premier 

temps en réalisant une courbe de concentration-réponse utilisant des concentrations 

oissa tes et additives d’ACh A h : 10
-9

 à 3.10
-5

M, Sigma-Aldrich, France). Après 3 lavages, 

une période de repos de 30 minutes a été observée. Dans un deuxième temps la dilatation 

endothélium-dépendante a été évaluée par mesure de la dilatation flux dépendante (DFD). 

Pour cela le débit intraluminal a progressivement été augmenté de 25µl/ i  jus u’à 

atteindre 200µl/min. Une courbe de dilatation au SNP (même concentrations que pour le 

myographe  tait alis e à la fi  de l’e p ie e. 

 

C.  Paramètres métaboliques  

1.  Test de tolérance au glucose 

U  test de tol a e au glu ose a t  alis  lo s de l’ tude su  l’iméglimine après 9 

et 90 jours de traitement. Les animaux ont été mis à jeun durant 16 heures puis ont reçu par 

gavage du glucose concentré à 2g/kg. La glycémie a été prise avant et 15, 30, 60, 90 et 120 

minutes après le gavage à partir de goutte de sang prélevée au niveau de la queue. 

 

2.  Test de tolérance à l’insuline 

Un test de tol a e à l’i suli e a t  alis  da s les tudes à ou t et à lo g te e 

su  l’iméglimine. Les animaux ont été mis à jeun durant 16 heures puis ont reçu par injection 

intra-p ito ale d’i suli e A t apid,  u/kg . Le suivi de la gl ie a t  effectué à partir 

d’u e goutte de sa g p lev e au iveau de la ueue ava t et 5, , ,  et  i utes 

ap s i je tio  d’i suli e. 
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3. Dosages plasmatiques  

A la fin de chaque protocole du sang a été prélevé, centrifugé (10min à 3000 tr/min), 

du plasma a été récupéré, aliquoté dans des cryotubes et conservé à -80°C. Les 

concentrations de cholestérol, triglycérides, ont été mesurées avec l’appa eil IDEXX Catal st 

One. 

4. Dosages urinaires 

Les animaux ont été placés en cage métabolique afin de récolter les urines de 24h, les 

volu es o t t  esu s et l d’u i e a t  ali uot  et o gelé à - °  ava t d’ t e 

analysé. 

5. Composition corporelle par Echo MRI 

La esu e de la o positio  o po elle a t  alis e ave  l’ hoMRI EMR. 5 

(EchoMRI, Houston, TX) au sein de l’U  D  M Coeffie . Cette thode epose su  la 

so a e ag ti ue u l ai e hez l’a i al vigile et pe et de esu e  la asse 

g aisseuse, la asse aig e ai si ue l’eau li e et l’eau totale hez les a i au . 

 

D.  Evaluation expression génique par q RT-PCR 

Afi  d’e t ai e l’ARN total au t izol u  o eau du VG et du VD pou  la a ite ta  

est décongelé sur glace puis placé dans un tube à bille avec 1 mL de trizol (invitrogen) pour 

t e ho og is  à l’aide du P e ell s 4. 

Les broyats sont incubés 5 min à température ambiante avant ajout de 0.1 mL de 

chloroforme puis de nouveaux laissés 2 min à température ambiante. 

Les surnageants sont récupérés après centrifugation (12000g, 15min, 4°C) et incubés 

 i  ave  de l’isopropanol (dont le volume est égal à celui du surnageant). Les culots 

d’ARN sont obtenus après une deuxième centrifugation (12000g, 20min, 4°C) et lavés avec 

.5 L d’ tha ol à 5%. Ap s u e de i e e t ifugatio  5 g, 5 i , 4°C  le su agea t 

est jeté et le ulot d’ARN s h  à l’ai  li e 5 à i  ava t d’ t e dissous da s  µL d’eau 

RNAase-free. La concentration et la qualité des ARN Sont valu es à l’aide d’u  
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spectrophotomètre ND1000 (NanodropTechnologiesThermo Scientific, USA) en déposant 

µL d’échantillon. 

Ap s le dosage le volu e o espo da t à µg d’ARN est prélevé et tous les tubes 

so t o pl t s à µL ave  de l’eau RNase free. Les échantillons sont traités afi  d’ li i e  

l’ADN ave  un mix contenant 2 µL de DNase I (1U/µL) et 2 µL de tampon DNase 10X pendant 

15 min à température ambiante. La DNase I est ensuite désactivée par ajout de  µL d’EDTA 

et incubation des tubes à 65°C pendant 10 min. Les ARNs sont finalement redosés grâce au 

spectrophotomètre et le volume correspondant à 1µg est prélevé et placé dans un 

microtube. Dans chaque tube le volu e d’ARN est o pl t  ave  de l’eau RNase-free à 

16,75 µL et un mix de reverse transcription (RT) contenant des dNTP, random primers, RNase 

out et du tampon 5X est ajouté. Les échantillons sont incubés 5min à 65°C puis 1µL de 

transcriptase inverse est ajouté (M-MLV Reverse transcriptase, invitrogen). Une nouvelle 

i u atio  d’u e heu e à °C a alo s t  alis e ava t de d atu e  l’e z e pa  

chauffage 5min à 95°C. Les ADN complémentaires ainsi obtenus ont été congelés à -20°C 

ava t d’effe tue  les PCR.  

Afi  de alise  l’ tape d’a plifi atio  pa  a tio  de pol isatio  les ha tillo s 

sont dilués au 1/10
ème

 ave  de l’eau e t a-pu e. Puis ,5 µl d’ADN  1/10
ème

) est mélangé 

ave  ,5 µl d’u  i  o te a t ,5 µL d’eau ult a pu e, 5 µL du kit LightCycler
®
 480 SYBR 

Green I Master (Roche), 0,5 µL d'amorces sens et ,5 µL d’a o e anti-sens (10 µM) pour 

chaque gène ciblé. 

Les PCR se sont déroulées sur un appareil de RT-PCR (LightCycler 480 Roche) en 

plusieu s tapes o e ça t pa  la d atu atio  de l’ADN 95°C, 10 min  suivie de l’ tape 

d’a plifi atio  puis pa  l’ lo gatio . 

Le logiciel LightCycler 480 calcule la o e t atio  d’ADN  i le à parti  d’une gamme 

de dilutio  alla t de /  à / 4 o te ue suite au la ge de uel ues µL d’ADN  p lev s 

dans chaque tube d’ ha tillo  pu . Les résultats ont été normalisés par rapport à des gènes 

de ménage (tableau 3).  
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Gene Séquence sens Séquence anti-sens 

GAPDH GGCTGCCTTCTCTTGTGACA ACCAGCTTCCATTCTAGC 

Tubuline GTGTCCACCATCATGTCAGC GAGGAAGTGTAGTCGAGGGG 

EEF2 AATCTGACCCTGTCGTGTCC GTTGTGCTTGTTTGGGACT 

ANP AGCCGAGACAGCAAACATCA TGGACACCGCACTGTATACG 

BNP AGCTCTCAAAGGACCAAGGC TCCGGTCTATCTTCTGCCCA 

SOD2 GACATTGTGCCTCTGGGTTT GCCCTGCATACTTTGTCCAT 

SOD1 GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CTCGAAGTGAATGACGCCCT 

NOX 4 TTGGTGAACGCCCTGAACTT TACCACCACCATGCAGACAC 

Xantine Oxydase TGCCAGACCATACTGAAAAGG AAGCCACCCCATAACTGAAAT 

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour la PCR. 

 

E.  Histologie/ Immunohistochimie 

1.  Histologie cardiaque 

A la fi  de ha ue tude le œu  a t  prélevé et immédiatement rincé dans une 

solutio  de KCl afi  de l’a te  e  diastole. Les o eillettes, le VD et le VG o t t  pes s 

séparément puis le VG a ensuite t  o gel  da s de l’azote li uide et sto k  à -80°C. Des 

coupes de 7 µm ont été réalisées au cryostat (Microm HM525) à -20°C puis congelées à -

80°C.  

Après décongélation à température ambiante les coupes ont été plongées dans un 

bain de liquide de Bouin pendant 30 minutes, puis dans un bain de rouge Sirius, colorant 

sp ifi ue des ollag es I et III, pe da t  i utes et i es da s u  ai  d’eau, puis 

da s u  ai  d’ tha ol à 5 % et  fois da s u  ai  d’ tha ol à %. Les oupes o t t  

conservées da s du l e ava t d’ t e o t es da s u  ilieu a ueu  Mi os op  

aquatex, Merck).  

Afi  d’ value  la fi ose les oupes o t t  photog aphi es au grossissement x40 

avec un microscope optique (Zeiss ; logiciel : AxioVision) au niveau des bordures de l’atta he 

du VD, du septu  et du VG. Les i ages o t t  a al s es à l’aide du logi iel I age P o Plus 

6.3 en sélectionnant les pixels colorés en rouge par le rouge Sirius. La densité en collagène a 

ensuite été évaluée pour chaque animal selon la formule suivante :  

Densité collagène (%) =  �� � / �� � � ∗  
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2.  Histologie vasculaire 

A la fi  du p oto ole à ou t et à lo g te e ave  l’iméglimine u  seg e t de l’ao te 

thoracique a été prélevé et immergé dans du liquide Bouin pour coloration ultérieure. Les 

seg e ts o t e suite t  i lus e  pa affi e, oup s à l’aide d’u  i oto e puis olo s au 

ouge Si ius afi  de d te i e  da s u  p e ie  te ps l’ai e de la dia et da s u  

deuxième temps sa teneur en collagène. Pour cela des photographies prises au 

g ossisse e t . 5 au i os ope photo i ue )eiss,  o t t  a al s es à l’aide du logi iel 

Image Pro plus. Les contours de la paroi interne et externe de la média ont été tracés à la 

ai , le logi iel a al ul  le p i t e de l’ao te ai si ue l’ai e de la lu i e et l’ai e de 

l’adve ti e. L’ai e de la dia a t  o te ue en faisant la soustraction de ces deux aires. Six 

photog aphies au g ossisse e t  o t e suite t  p ises da s l’ao te et etou h es afi  de 

ne voir que la média et pouvoir ainsi déterminer la surface couverte par le collagène. 

 

3. Histologie rénale 

A la fi  du p oto ole à ou t et à lo g te e ave  l’iméglimine, un rein a été prélevé 

et immergé dans du liquide de Bouin pour coloration ultérieure. Une coupe frontale a été 

réalisée sur cha ue ei  ava t u’ils e soie t i lus e  pa affine et coupé au microtome. 

Une coloration au trichrome de Masson a été effectuée afin de visualiser les fibres de 

collagène (en vert).  

L’a al se ale a été effectuée au niveau du cortex et a été basée sur l’esti atio  

de l’attei te glo ulai e, tu ulai e et de l’i te stitiu  d pôt de ollag e et i filt at 

inflammatoire) en appliquant des scores allant de 0 à 4 pour chaque entité rénale. Vingt 

photos de glomérules ont été prises au grossissement x10. 

 

F.  Biochimie 

1.  Étude des EROs ventriculaires par Résonance 

Paramagnétique Electronique 

La résonnance paramagnétique électronique (RPE) est une technique de 

spectroscopie permettant e  utilisa t u  spi  p o e de ua tifie  la p odu tio  d’EROs e  

mesurant le champ magnétique de la sonde oxydée par les EROs présents dans le tissu qui 
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est stable. La sonde utilisée est le CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-

tet a eth lp olidi e, No ge , Alle ag e  agit p i ipale e t ave  l’O2
-
 et le 

peroxynitrite pour former du CM
•
 (3-methoxycarbonyl-proxyl), de façon proportionnelle à la 

ua tit  d’esp es adi alai es p se te da s le ilieu.  

Le dosage des EROs a été effectué pour chaque étude à court et long-terme à partir 

d’un petit morceau de VG (50 mg environ) obtenu lors du sacrifice des animaux et 

immédiatement congelé. Après décongélation sur glace le morceau de VG a été 

ho og is  pa  l’utilisatio  d’u  potte  le t o i ue dans une solution de Krebs-HEPES ( 

NaCl: 0,1 M, KCl : 5 mM  CaCl2 :  2,5 mM, NaHCO3 : 1.2 mM, KH2PO4 : 1 mM, D(+)-Glucose : 

5.6 mM, Na-HEPES :20 mM, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, France). 30µL des homogénats ont 

ensuite été incubés 1 heure à 37°c dans 1mL de solution de Krebs-Hepes préalablement 

p iv e d’o g e pa  ullage ave  de l’azote. Les échantillons ont été placés dans une 

seringue de 1mL et la réaction a été stopp e pa  o g latio  apide da s l’azote li uide puis 

stockés à -80°C pour une lecture ultérieure. 

Les lectures ont été réalisées sur le spectromètre Miniscope MS 400 de bande X 

(Magnettech, Allemagne) selon les paramètres suivants : champs magnétique Bo-field 

3356,98 G, microwave power 1mW, microwave attenuation 20 dB, modulation frequency 

9,74 GHz, modulation amplitude 5 G, scan time 60s. L’ ha tillo  o gel  a t  pla  da s le 

dewa  du spe t o t e p ala le e t et o sta e t ef oidi pa  de l’azote li uide. 

Chaque échantillon a été lu deux fois en utilisant le logiciel Analysis (Magnettech, Allemagne) 

pe etta t d’esti e  l’i te sit  du spe t e à partir de la hauteur du pic de la ligne centrale. 

L’i te sit  du sig al RPE a e suite t  o alis e par rapport à la quantité de 

protéine présente dans chaque échantillon. La méthode de Bradford a été utilisée afin de 

dose  les p ot i es et la ua tit  d’EROs a t  e p i e e  UA/ g de protéines. 

Afin de doser les protéines une gamme étalon de BSA (de 2.5 à 60µg/ml) en 10 points 

a t  alis e, 5  µL de PBS X et µL d’ ha tillo  o t t  d pos s da s ha ue puit. 4 µl 

de bleu de Coomassie (BioRad, France) a été ajouté dans chaque puits, les échantillons ont 

t  i u s  i utes à te p atu e a ia te ava t d’ t e lus à la lo gueu  d’o de de 5 5 

nm en utilisant un lecteur de microplaque (Biotek, USA). 
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2. Etude des nitrites plasmatiques par chemiluminescence 

Cette te h i ue pe et d’esti er indirectement la production de NO° puisque ce gaz 

labile se métabolise principalement en nitrite et en nitrate.  

La te h i ue epose su  l’ issio  de photo  des nitrites NO2 exités lors de leur 

retour à un état non exité. Les mesures ont été effectuées sur du plasma à l’aide du NO 

Analyser modèle 280, SIEVERS. 

3. Étude du stress oxydant mitochondrial  

L’ tude de la p odu tio  des EROs par les mitochondries cardiaques interfibrillaires 

et su sa ole ales a t  alis e, lo s de l’ tude su  l’iméglimine, sur des rats Zucker fa/fa 

e eva t ou o  u e u i ue dose d’iméglimine (150mg/kg, gavage) une heure avant 

sacrifice.  

En parallèle une étude sur la production des EROs mitochondriaux a été réalisée in 

vitro e  i u a t l’iméglimine da s l’ho og at de ito hondries interfibrillaires ou 

subsarcolemmales. 

La production d’EROs pa  les deu  populatio s ito ho d iales à été mesurée par 

résonnance paramagnétique éléctronique comme précédement décrit.  

 

G. Test de tolérance à l’effort 

Le test à l’effo t a t  alis  au Se vi e Co u  d’A al se Co po te e tale 

(SCAC), sur des a i au  hoisis au hasa d à la fi  du p oto ole ave  l’i gli i e. Les 

animaux ont été accoutumés au tapis de course (Bioseb, Paris France) en courant 2 fois dans 

la même journée pendant 5 minutes à une vitesse de 10m min
-1

 (accélération progressive de 

2m min
-1

 toutes les  se o des .Le test à l’effo t a t  alis  le le de ai  ave  u e vitesse 

initiale de 2.4m min
-1

 et une pente de 5°.La vitesse augmentait de 2.4m min
-1

 toutes les 

i utes jus u’à atteindre la vitesse de 4.4 ∙ i −1
. La fatigue de l’a i al a été observée 

du stade où il modifiait sa postu e et so  allu e jus u’au stade où l’a i al e pouvait plus 

este  su  le tapis oula t. Lo s ue e deg  de fatigue a ivait et ue l’a i al alg  les 

chocs électriques (fréquence du courant 3.0 Hz à 1.6mA avec un voltage de 115 mV) ne 

etou ait pas su  le tapis il tait e lev  de l’appa eil et le te ps tait ot  afi  de al ule  la 

distance parcourue. 
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III. Analyses Statistiques 

Les données sont présentées sous la forme de valeurs moyenne±ESM et la normalité 

des valeurs a été évaluée par le test de Shapiro-Wilk. 

Une simulation pour chaque paramètre cardiaque obtenu chez les animaux traités 

afin de démontrer une différence significative (p<0.05) avec une puissance minimale de 80% 

par rapport aux animaux non traités a été réalisée. Cette simulation était basée sur des 

do es histo i ues du la o atoi e o te ues ave  d’aut es t aite e ts a lio a t la 

fonction cardiaque chez le rat Zucker fa/fa
246,247

. 

Les paramètres cardiaques obtenus par échographie et hémodynamique invasive 

étaient évalués comme it es d’ valuatio s p i ipau . 

Dans le ut d’ value  les effets du s d o e ta oli ue chez les Zucker fa/fa non 

traités les paramètres obtenus ont été comparés avec ceux des rats lean par un test de 

Student bilatéral et non apparié. 

Dans le ut d’ value  les effets des traitements à court ou à long terme chez les 

Zucker fa/fa traités les paramètres obtenus ont été comparés avec ceux des rats Zucker 

fa/fa non traités par un test de Student bilatéral et non apparié.  

Pour les études sur la fonction vasculaire les différences entre les groupes ont été 

analysées par une ANOVA à mesures répétées. 

  



74 

 

 Résultats 

 

Les sultats des t ois tudes so t p se t s sous fo e d’a ti les soit pu li  a ti le 

sur la finérénone) ou en cours de soumission (études iméglimine et macitentan). 
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 Etude 1 

La finérénone, un antagoniste non stéroïdien du récepteur minéralocorticoïde 

s’oppose au  dysfonctions cardio-rénales associées au syndrome métabolique 

 

Résumé : 

U e su a tivatio  du epteu  i alo o ti oïde RM  a t  d ite da s l’ICFEp et 

pa ti ipe à l’ ta lisse e t de la pathologie. La -a al se de l’ tude TOPCAT suggère que la 

spironolactone, un antagoniste du RM (ARM) pourrait être bénéfique chez ces patients mais 

cette molécule présente des effets indésirables graves. Nous avons voulu évaluer les effets à 

court (7j) et long-terme (90j) de la finérénone, un nouvel ARM présentant un meilleur profil 

de sécurité dans un modèle de dysfonctions cardio-rénales associées au SM chez le rat 

Zucker fa/fa. 

Dans cette étude nous avons retrouvé une dysfonction diastolique prédominante chez le 

at )u ke  âg  de  et de 4 se ai es o je tiv e pa  l’augmentation de pression et de la 

relation pression-volume en fin de diastole (fig2). 

Ces animaux présentent aussi à ces deux âges une diminution de la perfusion 

o a di ue ai si u’u e p ot i u ie, cette dernière suggérant une dysfonction rénale et 

ela d’auta t plus u’à 4 se ai es l’e p essio  ale de GAL est aug e t e fig . A 

l’âge de  se ai es u e aug e tatio  du st ess o da t o a di ue est o se v e ai si 

u’u e di i utio  de la o e t atio  plas ati ue e  it ites, suggérant une diminution 

globale de la biodisponibilité en NO (fig 4). 

Ces a i au  p se te t do  d s l’âge de  se ai es u e d sfo tio  a dio-rénale 

associée au syndrome métabolique. 

La finérénone, administrée à une dose non-hypertensive permet à court terme 

d’a lio e  la d sfonction diastolique en réduisant le temps de relaxation du myocarde et 

en augmentant la compliance cardiaque (objectivée par la diminution de la relation pression-

volume en fin de diastole) (fig2). 

Le traitement pendant 7 jours entraine une diminution de la p odu tio  d’EROs, une 

aug e tatio  de la o e t atio  plas ati ue e  it ite ai si u’u e aug e tatio  de la 

perfusion myocardique. 
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Le traitement à long-terme est aussi associé à une amélioration de la dysfonction 

diastolique et à une augmentation de la perfusion myocardique et permet en plus de 

p ve i  l’aug e tatio  de ollag e i te stitiel o a di ue. Au iveau al le t aite e t 

à long-terme réduit la dysfonction rénale comme le suggère la diminution de la protéinurie 

ai si ue l’e p essio  rénale de nGAL. 

Les effets de la molécule à la dose de 2 mg/Kg/j, sont indépendants, d’u e p ve tio  de 

l’h pe te sio  a t ielle o se v e à l’âge de 4 se ai es et de toute a lio atio  du SM. 

Ainsi dans un modèle de dysfonctions cardio-vas ulai es asso i es au SM l’utilisatio  

d’a tago iste o  st oïdie  du RM, et plus pa ti uli e e t de la fi o e se le t e 

u e piste th apeuti ue i t essa te. Cepe da t so  effi a it  et i o uit  su  l’ho e 

doivent êtres vérifi s et fo t l’o jet d’essais li i ues de phase III. 
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Aim: To determine whether non-steroidal mineralocorticoid receptor (MR) antagonists oppose

metabolic syndrome-related end-organ, i.e. cardiac, damage.

Materials and methods: In Zucker fa/fa rats, a rat model of metabolic syndrome, we assessed

the effects of the non-steroidal MR antagonist finerenone (oral 2 mg/kg/day) on left ventricular

(LV) function, haemodynamics and remodelling (using echocardiography, magnetic resonance

imaging and biochemical methods).

Results: Long-term (90 days) finerenone modified neither systolic blood pressure nor heart rate,

but reduced LV end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure-volume relationship, with-

out modifying LV end-systolic pressure and LV end-systolic pressure-volume relationship. Simul-

taneously, long-term finerenone reduced both LV systolic and diastolic diameters, associated

with reductions in LV weight and LV collagen density, while proteinuria and renal nGAL expres-

sion were reduced. Short-term (7 days) finerenone improved LV haemodynamics and reduced

LV systolic diameter, without modifying LV diastolic diameter. Moreover, short-term finerenone

increased myocardial tissue perfusion and reduced myocardial reactive oxygen species, while

plasma nitrite levels, an indicator of nitric oxide (NO) bio-availability, were increased.

Conclusions: In rats with metabolic syndrome, the non-steroidal MR antagonist finerenone

opposed metabolic syndrome-related diastolic cardiac dysfunction and nephropathy. This

involved acute effects, such as improved myocardial perfusion, reduced oxidative stress/

increased NO bioavailability, as well as long-term effects, such as modifications in the myocar-

dial structure.

KEYWORDS

animal pharmacology, cardiovascular disease, diabetes complications, drug development,

experimental pharmacology, type 2 diabetes

1 | INTRODUCTION

Metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus increase cardiovas-

cular morbidity and mortality.1–3 This augmentation of cardiovascular

risk is, at least in part, related to the development of cardiovascular

remodelling and dysfunction. Indeed, left ventricular (LV) diastolic

dysfunction,4 as well as impaired endothelium-dependent

vasodilation,5–7 are often observed in patients with type 2 diabetes or

obesity. Inappropriate mineralocorticoid receptor (MR) extra-renal sig-

nalling has been shown to play an important role in the progression of

cardiovascular diseases.8–10 Indeed, inappropriate MR activation pro-

motes cardiovascular remodelling in experimental models,11 while

inversely, clinical trials (RALES, EPHESUS and EMPHASIS-HF) have

shown that the addition of MR antagonists to standard of care
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markedly reduces overall and cardiovascular mortality in patients with

systolic heart failure.12–15 Moreover, a retrospective analysis of the

recent clinical TOPCAT trial showed that the steroidal MR antagonist

spironolactone exerted beneficial effects in a properly diagnosed US

population, who had heart failure with preserved ejection fraction.

Finerenone is a novel, potent and selective non-steroidal MR

antagonist with a different binding mode in comparison to the two

available steroidal MR antagonists spironolactone and eplerenone

within the MR, thereby inducing differential recruitment of transcrip-

tional cofactors.16,17 Furthermore, finerenone exhibits a more bal-

anced cardio-renal organ distribution in comparison with the steroidal

MR antagonists because of their differing physicochemical proper-

ties.18 These differences might ultimately lead to a different pharma-

cology of steroidal MR antagonists and non-steroidal finerenone;19

however it is not known whether finerenone opposes metabolic

syndrome-related end-organ damage. The aim of the present study,

therefore, was to determine whether finerenone opposes the devel-

opment of metabolic syndrome-related cardiac and renal dysfunction,

and to investigate the possible mechanisms involved.

2 | METHODS

The present investigation conformed to the Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals published by the US National Institutes of

Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

2.1 | Animals and treatment

This study was performed in 12-week-old male Zucker fa/+ (lean) and

Zucker fatty fa/fa rats (Charles River Laboratory, Lyon, France), the

latter having developed only moderate cardiovascular and renal dys-

function. The rats were kept, 3 per cage, in standard laboratory condi-

tions, and drugs were administered as food additive.

Two distinct studies were performed in order to evaluate the

effects of long-term (study 1) and short-term (study 2) finerenone

treatment. In study 1, Zucker fa/fa rats were randomized at the age of

12 weeks into either an untreated group (n = 12) or a group treated

with finerenone at a dose of 2 mg/kg/day for a 90-day period

(n = 12), and 9 untreated Zucker fa/+ rats were used as healthy con-

trols. In study 2, Zucker fa/fa rats were randomized at the age of

12 weeks into either an untreated group (n = 10) or a group treated

with finerenone at a dose of 2 mg/kg/day for a 7-day period (n = 10)

and 9 untreated Zucker fa/+ rats were used as healthy controls. This

experimental design allowed the evaluation of the acute effects of

finerenone independently of the potential beneficial effects induced

by the improvement of cardiac remodelling after chronic treatment.

2.2 | LV and renal haemodynamic measurements

We assessed LV haemodynamics by determination of LV pressure-

volume curves at the end of the long-term and short-term study, as

previously described.20 In brief, the rats were anaesthetized (intraperi-

toneal Brietal 50 mg/kg) and the right carotid artery was cannulated

with a micro-manometer-tipped catheter (SPR 838; Millar

Instruments, Houston, Texas) for the recording of arterial blood pres-

sure/heart rate, after which the catheter was advanced into the left

ventricle for recording of LV pressures. LV pressure-volume loops

were obtained at baseline and during loading by gently occluding the

abdominal aorta with a cotton swab. Data were stored and analysed

by using Millar conductance data acquisition and analysis software

(IOX; EMKA, Bourré, France). Finally, LV end-systolic pressure

(LVESP), LV end-diastolic pressure (LVEDP), LV relaxation constant

Tau, LV end-systolic pressure-volume relationship (LVESPVR) and LV

end-diastolic pressure-volume relationship (LVEDPVR) were measured

or calculated.

Renal blood pressure was determined in randomly selected rats

(n = 5 per group) in the long-term study using the transit-time tech-

nique (Transonic Inc., Ithaca, New York) as previously described.21

2.3 | Echocardiographic studies

In the long-term treatment (study 1), transthoracic Doppler echocar-

diographic studies were performed in anaesthetized rats (intraperito-

neal Brietal 50 mg/kg) before treatment, and after 7 and 90 days of

treatment using an echocardiographic system (HDI 5000; Advanced

Technology Laboratories Inc., Bothell, Washington) equipped with an

8 to 5 MHz transducer, as described previously.22,23 Briefly, a two-

dimensional short-axis view of the left ventricle was obtained at the

level of the papillary muscle in order to record M-mode tracings. LV

diameters were measured according to the American Society of Echo-

cardiography leading-edge method from at least three consecutive

cardiac cycles.24 Measurements were performed by one observer

blinded to prior results and treatment groups. LV outflow velocity was

measured by pulsed-wave Doppler, and cardiac output was calculated

as CO = aortic VTI × [π × (LV outflow diameter/2)2] × heart rate,

where VTI is velocity-time integral.

2.4 | Myocardial perfusion

At the end of the long- and short-term studies, myocardial tissue per-

fusion was evaluated using magnetic resonance imaging (Biospec 4.7

Tesla; Bruker France, Wissembourg, France) by arterial spin labelling,

in which the blood in the arteries upstream from the imaging volume

is magnetically “labelled”. As a consequence, image intensity changes

will occur depending on the blood supply to the tissue in the imaged

slice. On subtraction of an image acquired without spin labelling, the

background signal from static spins is removed and the difference

image can be used to quantify perfusion. The difference of the inverse

of the apparent T1 images then yields a measure of the regional car-

diac blood flow according to regional cardiac blood flow = l (1/T1sel −

1/T1nonsel), where l is the blood-tissue partition coefficient.25,26

2.5 | LV histomorphology

After assessment of LV haemodynamics, atria and right and left ventri-

cles were weighed separately, and sections of the LV were either

immersed in fixative solution or snap-frozen in liquid nitrogen for sub-

sequent assessment of LV collagen or LV tissue biochemical activities.

LV collagen density was determined as described previously.27 In
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brief, after fixation, sections were dehydrated, embedded in paraffin,

and 5-μm thick histological slices were obtained and stained with Sir-

ius Red for collagen determination by image analysis. Collagen density

was expressed as the surface occupied by collagen divided by the sur-

face of the image.

2.6 | LV oxidative stress

Production of LV reactive oxygen species (ROS) was determined in

the short-term study by electron paramagnetic resonance spectros-

copy, as previously described.28 Snap-frozen biopsies of LV tissues

collected in the ventricle were homogenized and incubated at 37 �C

for 60 minutes in 50 mmol/L phosphate buffer, containing 25 μmol/L

deferrioxamine, 5 μmol/L diethyldithiocarbamate and 500 μmol/L

1-hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine hydro-

chloride (CMH; Noxygen, Hamburg, Germany). The oxidation of CMH

into the paramagnetic nitroxyde hydroxy-3-methocarbonyl-2,2,5,5-

tetramethyl pyrrolidine hydrochloride (CM), driven mainly by superox-

ide and peroxynitrite reactions, was measured by electron paramag-

netic resonance exactly 60 minutes after the beginning of incubation.

Tissues were introduced into an insulin syringe and frozen in liquid

nitrogen. Spectra were recorded at 77 K in a liquid nitrogen cooled

dewar using an MS200 spectrometer (Magnettech, Berlin, Germany)

with the following acquisition parameters: microwave power: 20 mW;

microwave frequency: 9.54 GHz; modulation amplitude: 5 G; modula-

tion frequency: 100 kHz; gain: 2 × 102; sweep time 120 s and num-

ber of scans 2. Intensity of the spectra was measured from the height

of the central line and expressed in arbitrary units per mg of protein.

Plasma nitrite concentrations, an indicator of nitric oxide

(NO) bioavailability as nitrite is a stable, non-volatile end-product of

NO, were determined using a triiodide/ozone-based chemilumines-

cence assay.29

2.7 | Plasma metabolic profile

Plasma fasting glucose, triglyceride and total cholesterol were mea-

sured using an Idexx Catalyst Dx (Paris, France).

2.8 | Proteinuria measurements

The rats were placed in metabolic cages on day 7 and day 90 for a

24-hour urine collection. Next, the urine protein excretion was ana-

lysed using the trichloroacetic acid turbidimetric method.30

2.9 | nGAL mRNA quantification

The total RNA was extracted from kidneys with the TRIZOL reagent

(Life Technologies, Carlsbad, California) according to the instructions

provided by the manufacturer. cDNA was synthesized with 2 μg of

RNA and an M-MLV Reverse transcriptase kit (Life Technologies). The

mRNA levels of nGAL and 18S as an endogenous control were ana-

lysed by real-time PCR and fluorescence detection of SYBR green in

an iCycler iQ apparatus (Bio-Rad, Hercules, California). The primer

sequences for nGAL were F: 50 TCACCCTGTACGGAAGAACC 30,

R: 50 GGGAACAGAGAAAACGA 30 and for 18S were F: 50 CGCCGC-

TAGAGGTGAAATTC 30 , R: 50 TCTTGGCAAATGCTTTCGC 30.

2.10 | Statistical analysis

All results are given as mean �SEM. LV diastolic/systolic diameters

and haemodynamic variables were assessed as a primary endpoint,

whereas all other variables, that is, the molecular mechanisms, were

assessed as secondary endpoints. Based on historical data obtained

with finerenone in mice with chronic heart failure on remodelling and

haemodynamics,31 as well as using our historical data with other drugs

in Zucker fa/fa rats,20,32 we made a simulation for each parameter

obtained in untreated rats to demonstrate statistical significance

(P < .05) with a minimal power of 80%. The minimal expected effect

size or difference between untreated and treated rats was fixed at

10% and 30%, with the coefficient of variation to 25% and 15% for

echocardiographic and haemodynamic studies, respectively. For all

significant differences concerning primary endpoints, a posteriori

powers >80% were also checked.

To evaluate the effect of metabolic syndrome, all results obtained

in untreated Zucker fa/fa and lean rats were compared using Student's

unpaired two-tailed t test. To evaluate the effects of long- or short-

term finerenone, all results obtained in short- and long-term treated

Zucker fa/fa rats were compared with time-matched untreated Zucker

fa/fa rats using Student's unpaired two-tailed t test.

Before applying parametric tests as Student's unpaired two-tailed

t test, the Gaussian distribution of data was assessed by the Shapiro-

Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov test, and graphically by

the QQplot and normal probability plot.

3 | RESULTS

3.1 | Short-term study

At the end of the short-term study, body weight, fasting glucose, total

cholesterol and triglyceride plasma levels were increased in untreated

(13-week-old) Zucker fa/fa rats when compared with age-matched

lean rats. Simultaneously, total peripheral resistance was increased as

systolic arterial pressure was slightly increased and cardiac output was

not modified, while heart rate was not modified in untreated Zucker

fa/fa rats when compared with age-matched lean rats (Tables 1

and 2). At this time point, LV systolic diameter was already signifi-

cantly increased. LV diastolic diameter was not significantly modified,

resulting in a reduced LV fractional shortening (Figure 1), while LVESP

and LVEDP, Tau and LVEDPVR were already significantly increased,

without any modification of LVESPVR (Figure 2). A moderate but sta-

tistically significant LV hypertrophy and LV collagen accumulation

were observed, at the end of the short-term study, and this was asso-

ciated with a marked reduction in LV tissue perfusion (Figure 3).

Moreover, LV ROS production was increased in untreated Zucker fa/

fa rats (Figure 4), while plasma nitrite levels decreased.

At the renal level, untreated Zucker fa/fa rats showed already a

marked increase in proteinuria (Figure 3).

3.1.1 | Short-term effects of finerenone

Administration of finerenone for 7 days did not significantly modify

systolic blood pressure, cardiac output, total peripheral resistance or

any of the plasma metabolic variables (Tables 1 and 2), but reduced
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LV systolic diameter (means for untreated and finerenone-treated

Zucker rats 3.30 mm [95% CI 3.11-3.49] and 2.96 mm [95% CI

2.75-3.17], respectively) without modifying diastolic diameter

(6.49 mm [95% CI 6.29-6.70] and 6.32 mm [95% CI 6.13-6.52],

respectively), resulting in an increased LV fractional shortening (49%

[95% CI 46-51] and 53% [95% CI 52-56]; Figure 1). Furthermore,

short-term finerenone treatment reduced LVEDPVR (means for

untreated and finerenone-treated Zucker rats 3.09 mm Hg/RVU [95%

CI 2.94-3.25] and 2.11 mm Hg/RVU [95% CI 2.00-2.22], respectively)

and LV relaxation constant Tau (5.48 ms [95% CI 5.57-5.39] and

4.87 ms [95% CI 4.73-5.01], respectively), but only tended to reduce

LVEDP (P =.08) without modifying LVESP and LVESPVR (Figure 2).

Simultaneously, short-term finerenone administration increased LV

tissue perfusion, without modifying LV weight or LV collagen accumu-

lation. Moreover, short-term finerenone slightly reduced proteinuria

without reaching statistical significance (P =.09; Figure 3), decreased

LV ROS production and increased plasma nitrite levels, a marker for

NO bio-availability (Figure 4).

3.2 | Long-term study

At the end of the long-term study, body weight, fasting glucose, total

cholesterol and triglyceride plasma levels were increased in untreated

(24-week-old) Zucker fa/fa rats when compared with age-matched lean

rats. Simultaneously, total peripheral resistance was increased as sys-

tolic arterial pressure was slightly increased, while cardiac output and

TABLE 1 Systemic and renal haemodynamics after 7 and 90 days

Group Period Lean

Zucker fa/fa

Untreated Finerenone

Body weight, g D7 383 � 18 (367-398) 490 � 11*

(483-498)

476 � 13

(485-477)

D90 446 � 10

(425-468)

573 � 13*

(544-605)

512 � 13†

(483-542)

Systolic blood pressure, mm Hg D7 116 � 3

(113-125)

125 � 4*

(115-134)

120 � 3

(113-128)

D90 117 � 4

(109-125)

145 � 8*

(128-163)

144 � 5

(132-156)

Cardiac output, L/min D7 131 � 6

(118-144)

130 � 6

(117-143)

125 � 4

(116-133)

D90 116 � 7

(106-132)

118 � 6

(106-129)

126 � 5

(116-125)

Total peripheral resistance, mm Hg/mL/min D7 - - -

D90 0.81 � 0.04
(0.72-0.90)

1.00 � 0.06*
(0.87-1.13)

0.97 � 0.06
(0.79-1.14)

Heart rate, beats/min D7 370 � 15
(356-387)

365 � 18
(353-378)

351 � 16
(340-363)

D90 347 � 13
(320-375)

331 � 11
(305-356)

345 � 12
(317-372)

Renal blood flow, mL/min D90 3.15 � 0.23

(2.87-3.43)

3.25 � 0.59

(3.05-3.45)

Renal resistance, mm Hg/mL/min D90 52.9 � 6.1

(45.1-61.8)

49.2 � 11.0

(44.4-55.3)

Data are mean � SEM and 95% CI at each time point.

*P < .05 vs. Lean.

†P < .05 vs. Untreated Zucker.

TABLE 2 Metabolic profile after 7 and 90 days

Group Period Lean
Zucker fa/fa

Untreated Finerenone

Fasting glucose plasma levels, mg/mL D7 4.98 � 0.17
(4.60-2.35)

5.22 � 0.25
(4.60-5.84)

5.62 � 0.67
(4.13-7.11)

D90 5.83 � 0.09
(5.63-6.02)

6.53 � 0.30
(5.85-7.20)

6.01 � 0.50
(4.90-7.13)

Triglyceride plasma levels, mmol/mL D7 1.03 � 0.20
(0.59-1.47)

3.02 � 0.24*
(2.47-3.56)

2.68 � 0.45
(1.67-3.70)

D90 1.44 � 0.08
(1.27-1.61)

5.32 � 0.90*
(3.29-7.34)

4.20 � 0.57
(2.92-5.47)

Total cholesterol plasma, mmol/L D7 2.93 � 0.21
(2.46-3.4)

4.11 � 0.24*
(3.58-4.64)

4.26 � 0.18
(3.86-4.66)

D90 3.39 � 0.49

(2.29-4.49)

6.14 � 0.53*

(4.96-7.33)

5.15 � 0.46

(4.12-6.17)

Data are mean � SEM and 95% CI at each time point.

*P < .05 vs. Lean.
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heart rate were not modified in untreated Zucker fa/fa rats when com-

pared with age-matched lean rats (Tables 1 and 2). At this time point,

LV systolic diameter was significantly increased, but LV diastolic diame-

ter was not significantly modified, resulting in reduced LV fractional

shortening (Figure 1), associated with increases in LVESP and LVEDP,

Tau and LVEDPVR, but LVESPVR was not modified (Figure 2). More-

over, LV weight and LV collagen were increased at the end of the long-

term study and LV tissue perfusion was reduced (Figure 3). In addition,

LV ROS production was increased in untreated Zucker fa/fa rats

(Figure 4), while plasma nitrite levels decreased at the end of the study.

At the renal level, untreated Zucker fa/fa rats showed enhanced

proteinuria and renal nGAL expression (Figure 3).

3.2.1 | Long-term effects of finerenone

Administration of finerenone for 90 days did not modify body weight,

systolic blood pressure, cardiac output, total peripheral resistance,

heart rate, plasma glucose levels, triglyceride levels or total cholesterol

plasma levels (Tables 1 and 2); however, long-term finerenone treat-

ment reduced both LV diastolic (means for untreated and finerenone-

treated Zucker rats 6.88 mm [95% CI 6.68-7.09] and 6.61 mm [95%

CI 6.50-6.71], respectively) and systolic diameters (means 3.85 mm

[95% CI 3.59-4.10] and 3.45 mm [3.33-3.60], respectively) resulting in

an increased LV fractional shortening (means 43% [95% CI 41-46] and

47% [95% CI 46-49], respectively; Figure 1), as already observed after

7 days of finerenone administration. This was associated with reduced

LVEDP (means for untreated and finerenone-treated Zucker rats

3.99 mm Hg [95% CI 2.98-5.00-3.69] and 3.10 mm Hg [95% CI

2.57-3.36], respectively) and LVEDPVR (3.36 mm Hg/RVU [95% CI

2.63-4.09] and 1.89 mm Hg/RVU [95% CI 1.56-2.23], respectively)

and tended to reduce LV relaxation constant Tau (6.51 ms [95% CI

5.75-7.27] and 5.81 ms [95% CI 5.45-6.18], respectively; P = .08)

without modifying LVESP and LVESPVR (Figure 2). Simultaneously,
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long-term finerenone administration reduced both LV hypertrophy

and LV collagen accumulation, and increased LV tissue perfusion

(Figure 3). These cardiac effects were associated with a reduction of

proteinuria and reduced renal nGAL expression (Figure 4) and the

absence of any modification in renal blood flow or renal vascular resis-

tance. (Table 1).

4 | DISCUSSION

This study, using a rat model of metabolic syndrome, shows that MR

blockade with the third-generation non-steroidal MR antagonist finer-

enone opposes the development of metabolic syndrome-related dia-

betic cardiomyopathy. This beneficial effect probably involves several

distinct but complementary mechanisms, depending on treatment

duration. While after short- and long-term MR blockade, increased

myocardial tissue perfusion and reduced oxidative stress might

account for the improvement in LV diastolic dysfunction,

modification(s) in the LV structure (i.e. reduced LV collagen accumula-

tion) probably contribute to the further improvement of LV compli-

ance after long-term MR blockade.

The effects of the non-steroidal MR antagonist finerenone were

studied in an animal model of metabolic syndrome, presenting charac-

teristics similar to those observed in humans with metabolic syn-

drome, namely, obesity, hypertension, hypercholesterolaemia and

increased triglyceride plasma levels. In this model, the development of

metabolic syndrome was associated with a progressive decline in LV

diastolic function, illustrated by the reduction in LV fractional shorten-

ing attributable to the increase in the LV systolic diameter in a context

of “preserved” diastolic diameter; however, it should be stressed that,

while the absolute values of LV fractional shortening remained within

a “normal” range, LVEDP, LV relaxation constant Tau as well as

LVEDPVR were increased, illustrating the development of predomi-

nant LV diastolic dysfunction with preserved systolic function. The lat-

ter was confirmed by the fact that LVESP and LVESPVR were not

modified. Moreover, LV diastolic dysfunction was associated with LV

remodelling, as illustrated by the significant increase in interstitial LV

collagen density. In addition to LV diastolic dysfunction, the reduction

in plasma nitrite levels, a marker of NO bio-availability,33 suggests an

impaired endothelium-dependent vascular dilator response in both

13- and 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats,20,32 illustrating that,

as observed in humans with metabolic syndrome,6,7 a marked vascular

endothelial dysfunction develops in this model of metabolic syn-

drome. The reduction of NO bio-availability, probably attributable to

an increased “NO neutralization” by the enhanced ROS production,

involving, at least in part, an imbalance between the eNOS to iNOS
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ratio, as already recently described by Toblli et al,34 as well as

increased levels of the endogenous NOS inhibitor asymmetric

dimethyl arginine,35 contributes not only to vascular endothelial dys-

function but also to LV diastolic cardiac dysfunction.36,37

In this context, both short- and long-term administration of the

non-steroidal MR antagonist finerenone, at a rather low dose of

2 mg/kg/day (i.e. a dose that does not reduce systemic blood pres-

sure), markedly improved LV diastolic dysfunction, while LV systolic

function was not modified. Indeed, after 7 and 90 days of treatment,

LVEDP, Tau and LVEDPVR, obtained by invasive cardiac catheteriza-

tion, were significantly reduced, while LVESPVR was not modified.

While a similar improvement of metabolic-related diastolic dysfunc-

tion after long-term MR blockade has already been suggested by the

echographic data obtained by Bender et al38 with a non-pressure-

lowering dose of spironolactone, the acute improvement of

metabolic-related LV diastolic dysfunction has never been reported,

illustrating a primary role of MR in metabolic syndrome-related LV

diastolic dysfunction.

Several distinct but complementary mechanisms are probably

involved in the improvement of LV diastolic function. Indeed, the

reduction in LV tissue ROS production, as observed in the present

study, will limit the neutralization of NO, resulting in increased NO

bio-availability, as suggested by the increase of plasma nitrites. This

increase in NO bio-availability probably contributes to the immediate

improvement in LV diastolic dysfunction via direct and indirect mech-

anisms. Indeed, reduced myocardial NO bioavailability increases myo-

cyte resting tension and impairs LV dysfunction,37,39–41 while an

increase in NO bio-availability/production induced via administration

of its co-factor tetrahydrobiopterin,42 NO donors43 or endothelial NO

synthase enhancers44 improves LV diastolic dysfunction. Furthermore,

improved NO bio-availability in the coronary vasculature may contrib-

ute, via improved coronary endothelial function, to the improvement

of LV diastolic dysfunction. Indeed, the increase in myocardial tissue

perfusion observed after finerenone treatment reported in the pre-

sent study suggests improved coronary endothelial function, and the

association between increased coronary endothelial NO bio-

availability and improved myocardial perfusion has been reported in

this model with other drugs such as β-blockers and If current inhibi-

tors.20,32 The normalization of myocardial perfusion by finerenone

probably prevents the LV tissue hypoxia observed in Zucker fa/fa rats

and subsequent activation of mechanisms inducing LV dysfunction.

For example, hypoxia induces ROS production via enhanced enzyme

activity of multiple pro-oxidant systems, such as NADPH oxidase45–47

and imbalanced eNOS to iNOS ratio.34 The reduction in LV tissue

hypoxia will result in an improved LV tissue “redox” status, as a result

of reduced ROS production, as observed after both long- and short-

term finerenone. Moreover, hypoxia-induced production of local cyto-

kines, such as interleukin (IL)-1, IL-6, TNFα,48 or vasoconstrictors, such

as endothelin,49 which are all factors implicated in the deterioration of

LV function and/or remodelling as well as modifications in intrinsic LV

tissue structure, are probably reduced. Finally, enhanced ROS produc-

tion induces modifications of sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase

protein structure, and this results in abnormal Ca2+ handling and

impaired excitation—contraction coupling.50,51 Thus, inversely, the

improvement of LV oxidative status, as observed with finerenone and

illustrated by the reductions in LV ROS production, is probably associ-

ated with a preservation of this Ca2+-ATPase activity, as already

described in rats with chronic heart failure,52 which together with a

reduced oxidation of contractile proteins, might explain the reduction

in LV systolic diameter observed after short- but also long-term finer-

enone treatment.

It should also be stressed that the early reduction of myocardial

ROS production by finerenone probably also exerts indirect long-term

effects improving LV diastolic function because oxidative stress per se

induces accumulation of interstitial collagen.53,54 Thus, the immediate

reduction of ROS production induced by finerenone could explain the

reduction in LV interstitial collagen density after long-term treatment,

contributing to the improvement of LV diastolic function, because LV

interstitial collagen accumulation per se provokes LV diastolic dysfunc-

tion. The long-term beneficial effects initiated early after starting finere-

none are probably involved in the more marked improvement of diastolic

function after long-term MR receptor blockade, as illustrated by the

more marked reduction in LVEDP and LVEDPVR in the long-term study.

It must be stressed that both finerenone (the present study) and

spironolactone,38 administered at doses that do not reduce systemic

blood pressure or total peripheral resistance, exert cardiac protection

in this model of metabolic syndrome, but only finerenone affords renal

protection in the Zucker fa/fa rat model. Indeed, in our long-term

study, finerenone significantly reduced proteinuria and renal nGAL

expression, while spironolactone did not modify this variable38. More-

over, the reduction of proteinuria and renal nGAL expression, illustrat-

ing reduced renal end-organ damage after finerenone, is independent

of renal haemodynamics, as this occurs without modification in renal

blood flow or renal vascular resistance; however, it should be noted

that, in patients with chronic kidney disease, spironolactone improves

proteinuria and kidney function after 1 year.55

The present data suggest that the beneficial effects on LV dia-

stolic function are independent of any metabolic effect. Indeed, meta-

bolic abnormalities in the diabetic myocardium are associated with the

impairment of LV function,56,57 but finerenone does not modify

plasma glucose, total cholesterol and triglycerides plasma levels in this

model. However, spironolactone but not eplerenone improves the

metabolic profile (reduced glycated haemoglobin) in humans with met-

abolic syndrome.58,59 It should therefore be noted that although the

non-steroidal MR antagonist finerenone clearly exerted beneficial

effects in our experimental conditions in the absence of modifications

of the metabolic profile, it remains to be determined in human

patients with metabolic syndrome whether finerenone's efficacy on

clinical endpoints will be more marked than those induced by the ste-

roidal MR antagonists spironolactone/eplerenone, as well as the exact

mechanism(s) involved, for example, tissue selectivity and/or differen-

tial gene expression mediated by differential nuclear MR co-factor

modulation, as well as whether a further improvement in LV function

can be obtained when MR blockade is combined with anti-

hyperglycaemic medication, such as metformin or sodium-glucose co-

transporter-2 inhibitors.

Finally, it should be noted that, although not studied, gender/sex

hormones might influence finerenone's cardiac and vascular responses

to NO and other endothelial autocoids in Zucker fa/fa rats, as

observed with other drugs used to reduce cardiovascular risk.60
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Indeed, with pre-existing metabolic syndrome, female lean Zucker rats

are partially protected from the vasculopathy observed in male and

ovariectomized female rats,61 while pre-existing metabolic syndrome

per se provokes impairment of the vasodilator responses to NO

and/or prostacyclin;62 however, whether this will impact finerenone's

cardiovascular effects remains to be determined.

In conclusion, in a rat model of metabolic syndrome, administration

of the non-steroidal MR antagonist finerenone was associated with an

improvement in LV tissue perfusion and LV diastolic function as well as

in proteinuria. These results provide a rationale for the concept of MR

blockade as a treatment option for prevention of the cardiorenal dys-

function associated with the metabolic syndrome. The efficacy and

safety of finerenone in patients with T2DM and the clinical diagnosis of

diabetic kidney disease is currently being investigated in two large

phase III outcome trials in patients with diabetic kidney disease

(FIGARO-DKD, NCT02545049 and FIDELIO-DKD, NCT02540993).
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Etude 2 

L’ad inistration d’i égli ine à court et à long-terme s’oppose au  dysfonctions 

cardio-rénales associées au syndrome métabolique 

 

Résumé 

La dysfonction mitochondriale est associée à une augmentation du stress oxydant et 

pa ti ipe à l’i suli o sista e ai si u’à la d sfo tio  diastoli ue ui so t et ouv es dans 

le syndrome métabolique. L’i gli i e, u  ouvel age t a tidia ti ue, i le la 

bioénergétique mitochondriale permettant une diminution du stress oxydant en conditions 

d’h pe gl ie.  

Nous avo s voulu value  si l’i gli i e pouvait e e e  u  effet fi ue su  les 

dysfonctions cardiovasculaires et rénales dans un contexte de syndrome métabolique en 

utilisant le rat Zucker fa/fa.  

Nos sultats o t e t, o e da s l’a ti le p de t, une dysfonction diastolique 

prédominante chez le rat Zucker fa/fa âgé de 12 et de 24 semaines. Nous avons aussi 

retrouvé, comme cela a déjà été mis en évidence, une dysfonction endothéliale périphérique 

(artère mésentérique) et centrale (artère coronaire) ai si u’u e aug e tatio  de 

p odu tio  ve t i ulai e d’EROs et u e di i utio  de la o e t atio  plas ati ue e  

it ite. La st u tu e ale valu e à l’âge de 4 se ai es su  oupe histologi ue est alt e 

et on retrouve à cet âge une albuminurie. 

L’ad i ist atio  d’i gli i e à ou t-terme (9 jours) améliore la compliance cardiaque 

et restaure la fonction endothéliale coronarienne et mésentérique ainsi que la perfusion 

myocardique. 

En parallèle de ces améliorations fonctionnelles on retrouve une diminution de la 

p odu tio  ve t i ulai e d’EROs et u e aug e tatio  de la o e t atio  plas ati ue e  

nitrite. 

Nous o te o s le e p ofil de sultats ap s l’ tude à lo g-terme sur les 

dysfonctions diastolique et endothéliale ainsi que sur le statut oxydatif. L’ad i ist atio  à 

long-te e de l’i gli i e a pe is de p ve i  l’aug e tatio  de la fi ose i te stitielle 

cardiaque mais aussi rénale observée chez les animaux non traités. Une diminution de 

l’al u i u ie a t  et ouv e hez les a i au  t ait s. 
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Afi  de s’aff a hi  d’ ve tuels effets d’u e di i utio  h o i ue de l’h pe gl ie su  

les améliorations cardio-vasculaires nous avons évalués la fonction diastolique et 

endothéliale ainsi que la perfusion myocardique une heure après administration unique 

d’i gli i e hez des a i au  âg s de  se ai es. 

Cette ad i ist atio  u i ue d’i gli i e a t  asso i e à u e a lio atio  de la 

d sfo tio  diastoli ue et e doth liale ai si u’à u e aug e tatio  de la pe fusio  

o o ai e. La p odu tio  totale d’EROs au niveau du ventricule gauche tendait à diminuer et 

celle des mitochondries subsarcolemmales était significativement diminuée. En parallèle la 

concentration plasmatique en nitrite était augmentée. 

Ces sultats taie t i d pe da ts d’u e odifi atio  de la glycémie ainsi que de la 

pression artérielle. 

En conclusion dans un modèle de dysfonctions cardiovasculaires et rénales associées au 

SM, l’i gli i e, u  a tidia ti ue i la t la io e g ti ue ito ho d iale, pe et de 

limiter ces dysfonctions probablement en partie via une diminution du stress oxydant. 
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Abstract. 
Introduction.  Imeglimin, a glucose lowering agent targeting mitochondrial bio-

energetics, decreases reactive oxygen species (ROS) overproduction and improves glucose 
homeostasis. We investigated whether this is associated with protective effects on metabolic 
syndrome-related left ventricular (LV) and vascular dysfunctions. 

 Methods. We assessed, using Zucker fa/fa rats, the effects on LV function, LV tissue 
perfusion and LV oxidative stress as well as on vascular function induced by imeglimin 
administered for 9 (short-term) or 90 days (long-term) at a dose of 150 mg/kg BID PO 
restoring OGTT and reducing glucose plasma levels. 

Results. Compared to untreated animals, short- and long-term imeglimin decreased LV 
end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure volume-relation, increased LV tissue 
perfusion, decreased LV tissue ROS production, associated with restored acetylcholine-
mediated coronary relaxation and mesenteric flow-mediated dilation. Moreover, 1 hour after a 
single imeglimin administration, a time-point when glucose plasma levels were not yet 
modified, imeglimin reduced LV mitochondrial ROS production and improved LV function. 
Only long-term imeglimin reduced metabolic-syndrome related LV collagen accumulation.  

Conclusion. In a rat model mimicking human metabolic syndrome, imeglimin opposes 
metabolic syndrome-related cardiac diastolic and vascular dysfunctions. This involves acute 
effects, i.e. improved myocardial perfusion, reduced oxidative stress/increased NO-
bioavailability, but also long-term effects, i.e. myocardial structural modifications. 

 
Introduction 

Metabolic syndrome refers to metabolic impairments such as insulin resistance, 
hyperglycemia and dyslipidemia associated with obesity and hypertension and increases 
cardiovascular morbidity and mortality.1 The augmentation of cardiovascular risk observed in 
metabolic syndrome is related to development of a progressive deterioration of left ventricular 
(LV) diastolic function and vascular endothelial function.2-4 Interestingly, several studies 
demonstrated the implication of mitochondrial dysfunction in metabolic syndrome-related 
cardiac diastolic5 as well as vascular endothelial dysfunctions.6, 7 

Imeglimin, a novel glucose lowering agent targeting mitochondrial bio-energetics, 
improves hyperinsulinemia, glucose tolerance and insulin sensitivity in experimental models 
of diabetes as well as in diabetic patients.8-12 It has also been demonstrated that imeglimin 
decreases reactive oxygen species overproduction and delays mitochondrial permeability 
transition pore opening in endothelial cells, preventing cell death during oxidative stress due 
to hyperglycemia.13 However whether these beneficial effects are associated with a prevention 
of metabolic syndrome-related cardiovascular dysfunction is unknown. 

Thus, the goal of the present study was to assess, using a rat model mimicking Human 
metabolic syndrome-related cardiovascular dysfunctions14-16, the immediate, i.e. 1 hour after 
imeglimin administration, as well as the effects of a short-term (9 days) and long-term (90 
days) treatment with imeglimin on systemic and cardiac hemodynamics, cardiovascular 
function and morphological alterations.  

Methods and materials. 
The investigation conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996) 
and was approved by the local ethical comity (CENOMEXA n°54; case number 05 231.01) 

Animals and Treatment. 
This study was performed in 12-week-old male Zucker fa/+ (lean) and Zucker fatty fa/fa 

rats (Charles River Laboratory, France), the latter having developed at this age only moderate 
cardiovascular and renal dysfunctions. Animals were kept 2 per cage in standard laboratory 
conditions. Metabolic-related cardiovascular dysfunctions and cardiac structure were assessed 



after a 90-day treatment period (study 1). However, ‘long-term’ structural effects might mask 
‘short-term’ effects, and in order to avoid this experimental bias, effects of imeglimin on 
metabolic-related cardiovascular dysfunctions and cardiac structure were also assessed after a 
9-day treatment period, i.e. before any significant difference in cardiac remodeling/structure 
(study 2). 

Study 1: Zucker fa/fa rats were randomized at the age of 12 weeks in two groups, either 
untreated (n=15) or treated with imeglimin (n=15) at the dose of 150 mg.kg-1.day-1 BID (by 
gavage at 09:00 and 18:00) for a 90-day period. Twelve untreated Zucker fa/+ animals were 
used as healthy controls. Study 2: Zucker fa/fa rats were randomized at the age of 12 weeks in 
two groups, either untreated (n=15) or treated with imeglimin (n=15) at same dose for a 9-day 
period. Nine untreated Zucker fa/+ animals were used as healthy control. 

Since glycemic control is involved in effects induced by short- and long-term imeglimin 
treatment, a third study evaluated the cardiovascular effects of imeglimin as soon as 1 hour 
after a single imeglimin administration at the dose of 150 mg.kg-1 in 13-week old Zucker fa/fa 
rats ,allowing evaluation of imeglimin effects independently of glycemic control. 

Investigated parameters 
All parameters investigated after single or multiple imeglimin dose(s) were measured 1h 

after the last (or single) morning dose. 
LV function  

Echocardiography. Studies were performed in rats before and after 9, 30 and 90 days of 
treatment. For this purpose, rats were anesthetized with methohexital, the chest shaved and 
echocardiograms were performed with a Vivid 7 ultrasound echograph equipped with a M12L 
linear probe operating at 14 MHz and fitted out with Echopac PC software (GE medical) as 
described previously.17, 18 In brief, a two-dimensional short axis view of the LV was obtained 
at the level of the papillary muscle in order to record M-mode tracings. Left ventricular 
diameters were measured by the American Society of Echocardiology leading-edge method 
from at least 3 consecutive cardiac cycles.19 Measurements were performed by one observer 
blinded to prior results and treatment groups. Moreover, LV outflow velocity was measured 
by pulsed-wave Doppler, and cardiac output was calculated as CO= aortic VTI x [π x (LV 
outflow diameter/2)2] x heart rate, where VTI is velocity-time integral. 

LV hemodynamics.  
LV hemodynamics were assessed 1 hour after a single imeglimin administration as well as 

after a 9- and a 90-day imeglimin treatment using left pressure volume curves, as previously 
described.17, 20 In brief, in methohexital-anesthetized animals, a 2F miniaturized combined 
conductance catheter-micromanometer (model SPR-819, Millar Instruments) connected to a 
pressure-conductance unit (MPCU-200, Millar) was advanced retrograde via the carotid artery 
into the LV. This catheter has a micro-manometer surrounded by 4 platinum electrodes; the 
two outermost electrodes generate a current of 0.1 mA at a frequency of 20 kHz, which is 
sensed by the two innermost electrodes. PV loops were recorded at baseline and during 
loading by gently occluding the abdominal aorta with a cotton swab. Data were stored and 
analyzed by using Millar conductance data acquisition/analysis software and the following 
parameters were measured/calculated from the pressure-volume curves: LV end-systolic and 
end-diastolic pressures, LV end-systolic pressure-volume and end-diastolic pressure-volume 
relations, and LV relaxation constant Tau. 

Myocardial perfusion.  
One hour after a single imeglimin administration as well as after a 9- and a 90-day 

imeglimin treatment, basal myocardial perfusion was assessed in methohexital -anesthetized 
animals using a Bruker Biospec 4.7 Tesla MRI, and an acquisition T1 sequence that does not 
need contrast agent application, as previously described.21, 22 



Exercise tolerance test. Exercise capacity was determined in randomly selected animals 
of each group after the last imeglimin administration in the 90-day protocol (study 1). In brief, 
the animals were accustomed with the motorized treadmill (Bioseb, Paris France) at a speed 
of 2.4 m∙min−1 at a 5° incline. The speed was increased by 2.4 m∙min−1 every 1 min to a 
maximum speed of 14.4 m∙min−1. A mild electrical shock (frequency current at 3.0 Hz at 1.6 
mA with a voltage of a 115 mV) was provided when the animals could not maintain the set 
pace. Fatigue was considered to occur when a rat started to lower its hindquarters and raise its 
snout, resulting in a significantly altered gait, to the point of not being able to remain on the 
treadmill. When this degree of fatigue was noted, and the animal had difficulty remaining on 
the treadmill belt (regardless of the delivery of the electrical shock), the animal was taken off 
the treadmill, and the run time was recorded to the nearest second. 

Glucose and insulin tolerance test. At the end of the 9- and 90-days treatment period, 
rats were fasted 16h before testing. A blood sample was collected from the tail vein and blood 
glucose was measured with a glucometer (StatStrip Xpress, Nova Biomedical UK, Hercules, 
Calif) before glucose tolerance test. Glucose tolerance test was performed by oral gavage of 2 
g D-glucose/kg body weight and blood samples were collected from the tail vein and glucose 
levels were measured for 2 h. Insulin tolerance was assessed by blood glucose measurements 
before and after IP injection of human insulin Actrapid (1 U/kg) 

Vascular endothelial function. Coronary endothelial function was assessed as described 
previously.16 In brief, at the end of the left ventricular function assessment; the heart was 
removed and immediately placed in cold oxygenated Krebs buffer. A 1.5- to 2-mm-long 
segment of arteries was carefully dissected and mounted in a small vessel myograph. 
Normalization procedure was performed after an equilibration period. Segments with an 
internal diameter <170 µm were excluded to avoid mechanical endothelial injury and 
unspecific dysfunction. Concentration-response curves to acetylcholine (10-8 to 3 x 10-5 
mol/L) were performed in serotonin-precontracted segments (10-5 mol/L). Endothelium-
independent relaxation to increasing concentrations of sodium nitroprusside (10-9 to 3 x 10-5 
mol/L) was also obtained in serotonin-pre-contracted arteries. Peripheral endothelial function. 
At the end of the 9 and 90 days of treatment, mesenteric artery dilatation, index of peripheral 
artery endothelial function, was assessed as previously described.23 In brief, after assessment 
of the hemodynamic parameters, a third order mesenteric artery was carefully isolated under a 
dissection microscope and transferred to an arteriograph. Arteries were pre-constricted by the 
phenylephrine, and flow-mediated dilatation was assessed by increasing stepwise intra-
luminal perfusate flow rate. 

Urinary and plasma biochemical assessment. After 90 days of treament, randomly 
selected animals of each group were placed in metabolic cages for a 24-hours urine collection. 
Twenty-four hours urinary creatinine-excretion and proteinuria were determined as indicators 
of renal dysfunction. 

Kidney histology. Kidneys were harvested at the end of the study 1. Masson trichrome 
staining of paraffin-embedded kidney sections were used for semi-quantitative scoring of 
glomerulosclerosis, tubular injury (necrosis and atrophy), interstitial inflammation and 
interstitial fibrosis, as previously described.24 In brief, a minimum of 20 glomeruli (range: 20 
to 30) in each specimen was examined and the severity of the lesion was graded from 0 to 4 
and expressed as a percentage of number glomerular examined. 

Cardiac histology. After hemodynamic assessment, the heart was harvested and LV 
weight was measured. After fixation, the LV was cut in 3 sections of identical thickness. The 
sections were dehydrated and embedded in paraffin. Three µm thick slices were then cut from 
each block and mounted on glass slides. Sections were then stained with Sirius red for the 
determination of collagen. Slides were enlarged 500 times using a microscope connected to an 
image analysis system. Collagen density was calculated in the left ventricle as the surface 



occupied by collagen divided by the surface of the image. Perivascular collagen was excluded 
from this measurement.25 

LV reactive oxygen species levels were evaluated after 1h, 9 and 90 days of treatment in 
LV homogenates by electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) using the spin 
probe 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH, Noxygen, 
Germany), as previously described.18 Besides ‘overall’ LV ROS production, LV interfibrillar 
and LV subsarcolemmal mitochondria ROS production was determined at 1 hour after a 
single imeglimin administration, as previously described.26 

Plasma nitrite concentrations, a marker of NO production, were determined in plasma 
samples obtained after 1h, 9 and 90 days of treatment, using tri-iodide based 
chemiluminescence, as previously described.18 The NO signal was quantified using a nitric 
oxide analyser (NOA™ 280, Sievers Instruments Inc., Boulder, CO, USA). 

Plasma biochemical. Plasma creatinine, glucose, insulin, total cholesterol and 
triglycerides levels were measured after 1h (glucose), 9 and 90 days of treatment. 

  
Statistical analysis. 
All results are given as mean ± SEM. 
LV diastolic/systolic diameters and hemodynamic parameters were assessed as a primary 

endpoint, whereas all other parameters, i.e. the molecular mechanisms, were assessed as 
exploratory endpoints. Based upon historical data obtained with other drugs in Zucker fa/fa 
rats.16, 23 we made a simulation for each parameter obtained in untreated animals to 
demonstrate a statistical significant (p<0.05) with a minimal power of 80 %. The minimal 
expected effect size or difference between untreated and treated was fixed to 10 % and 30 %, 
with the coefficient of variation to 25 % and 15 % for echocardiographic and hemodynamic 
studies, respectively. For all significant differences concerning primary endpoints, a posteriori 
powers higher than 80 % were also checked. 

In order to evaluate the effect of metabolic syndrome, all parameters obtained in 
untreated Zucker fa/fa and lean rats were compared by Student’s unpaired two-tailed t-test. In 
order to evaluate the effects of long- or short-term imeglimin, all parameters obtained 1 hour, 
or 9- and 90-day treated Zucker fa/fa rats were compared with time-matched untreated Zucker 
fa/fa using Student’s unpaired two-tailed t-test 

Before applying parametric tests as Student’s unpaired two-tailed t-test, the Gaussian 
distribution of data was assessed by Shapiro-Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov 
test and graphically by QQplot and normal probability plot. 

  
 Results 

Biological parameters. Body weight was increased in 13 and 24-week-old untreated 
Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats. While plasma glucose 
concentration was increased in 13 week-old Zucker fa/fa, plasma insulin, cholesterol and 
triglycerides concentrations were increased in 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats. (Table 
1) Imeglimin did not modify body weight, plasma cholesterol, triglycerides or insulin 
concentrations at any time, but reduced plasma fasting glucose after both 9 and 90 days of 
administration, when compared to untreated Zucker fa/fa rats. 

 
Systemic hemodynamics. In 13 and 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats, systolic 

blood pressure was increased, reaching statistical significance after 90 days, while diastolic 
blood pressure and heart rate were not different when compared with age-matched lean rats. 
Neither 9- nor 90-day imeglimin modified systolic and diastolic blood pressure, or heart rate 
(Table1). 



LV remodeling. LV diastolic and systolic diameters as well as LV fractional shortening 
were similar in 13-week-old untreated Zucker fa/fa rats compared to age-matched lean rats. 
(Figure 1) LV diastolic and systolic diameters increased during aging, resulting in a 
significant decrease in LV fractional shortening compared to age-matched lean rats after 90 
days (Figure 1). Imeglimin slightly reduced LV diastolic and systolic diameters after 9, 30 
and 90 days of treatment, reaching statistical significance after 30 days for LV diastolic 
diameter and after 90 days for systolic diameter. Imeglimin also increased LV fractional 
shortening, reaching statistical significance after 90 days. 

 
LV hemodynamics. LV end-systolic pressure was slightly increased in 13- and 24-week 

old Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats, and this increase was 
statistically significant in 24-week old rats. LV end-systolic pressure volume relationship was 
significantly increased in 13-week-old Zucker fa/fa (Figure 2), while LV end-diastolic 
pressure, relaxation constant Tau, and LV end-diastolic pressure volume relationship were all 
significantly increased in both 13- and 24-week old Zucker fa/fa rats compared to age-
matched lean animals. 

Nine and ninety-day imeglimin administration modified neither LV end systolic pressure 
nor LV end systolic pressure–volume relation. The 9-day imeglimin administration decreased 
LV end-diastolic pressure and LV end-diastolic pressure volume relationship, reaching 
statistical significance for the latter, without modifying LV Tau. The 90-day imeglimin 
treatment markedly reduced LV end-diastolic pressure, LV end-diastolic pressure-volume 
relationship and Tau, reaching statistical significance for LV end-diastolic pressure volume 
relationship and Tau 
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Figure 1. Left ventricular (LV) diastolic diameter and systolic diameter as 
well as LV fractional shortening determined before and after 30 and 90 days 
in untreated Zucker fa/+ (open circles) and Zucker fa/fa/ rats (filled circles) 
and after 9, 30 and 90 days in imeglimin-treated Zucker fa/fa (filled 
triangles). 
*: p<.05 vs. untreated Zucker fa/+; †: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa. 

 



Table 1. Biology and systemic hemodynamics and after 9 and 90 days of imeglimin  

Group Time Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Imeglimin 

Body Weight (g) 
D9 361±12 426±7* 421±16 

D90 415±25 568±11* 545±13 
     

Plasma glucose 
(mMol/L) 

D9 4.98±0.17 8.06±0.77* 6.64±0.39† 

D90 7.17±0.61 6.73±0.25 5.50±0.31† 
     

Plasma Insulin 
(Unit/ml) 

D9 - 14.1±3.5 13.3±2.4 

D90 1.27±0.53 4.88±0.59* 4.76±0.57 
     

Plasma cholesterol 
(mMol/L) 

D9 - 4.11±0.24 4.19±0.40 

D90 2.85±0.12 5.66±0.23* 5.51±0.33 
     

Plasma triglycerides 
(mMol/L) 

D9 - 2.62±0.22 1.66±0.41 

D90 0.96±0.12 5.02±0.31* 6.94±1.30 
     

Syst. Blood Pressure 
(mm Hg) 

D9 130±6 143±5 146±4 

D90 108±6 131±6* 125±5 
     

Diast. Blood Pressure 
(mm Hg) 

D9 102±4 101±5 106±2 

D90 82±7 96±6 90±4 
     

Heart rate (beats/min) 
D9 354±12 370±18 381±17 

D90 343±9 345±13 340±14 
. 

 

 

 

LV remodeling. While LV weight was similar between Zucker fa/fa and lean rats at the 
age of 13 and 24 weeks, LV interstitial collagen was significantly increased in 24-week old 
Zucker fa/fa. Imeglimin did not modify LV weight at any time, but significantly reduced LV 
collagen density after 90 days (Table 2). Furthermore, myocardial perfusion was decreased in 
both 13 and 24 weeks-old untreated Zucker fa/fa rats. Both 9- and 90-day imeglimin 
significantly increased myocardial tissue perfusion (Table 2). 

 
Left ventricular oxidative stress. LV ROS production was increased, while plasma 

nitrite levels were decreased in 13- and 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats when 
compared to age-matched lean rats. Both 9- and 90-day imeglimin treatment decreased ROS 
production levels and increased plasma nitrite levels (Table 2). 

 

 

Table 1. Biology and systemic hemodynamics and after 9 and 90 days of imeglimin  
*: p<0.05 treatment. vs. Lean zucker fa/+; †: p<0.05 vs. untreated Zucker fa/fa   
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Group Time Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Imeglimin 

LV weight (g) 
D9 0.832±0.030 0.813±0.013 0.813±0.03 

D90 1.017±0.048 1.048±0.034 1.126±0.042 
     

LV collagen density (%) 
D9 2.26±0.21 3.48±0.48 3.33±0.22 

D90 2.06±0.11 3.07±0.08* 2.52±0.20† 
     

LV myocardial perfusion 
(ml/min/g) 

D9 6.31±0.31 4.88±0.26* 5.71±0.26† 

D90 6.16±0.26 4.28±0.35* 5.68±0.12† 
     

LV ROS production 
(AU.µg-1.h-1) 

D9 32.25±0.90 39.51±1.77* 27.61±1.29† 

D90 26.69±3.06 40.96±3.29* 34.02±1.49† 
     

Plasma nitrite (nM) 
D9 407±20 270±27* 438±51† 

D90 450±43 292±26* 424±15† 
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Figure 2. Left ventricular (LV) end-systolic pressure, LV end-systolic pressure-volume 
relation, LV end-diastolic pressure, LV relaxation constant Tau and LV end-diastolic 
pressure-volume relation determined after 9 or 90 days in Zucker fa/+ rats (white bars), 
untreated (black bars) and imeglimin-treated Zucker fa/fa (hatched bars).*: p<.05 vs 
untreated Zucker fa/+; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa 

Table 2. LV remodeling, perfusion and ROS after 9 and 90 days of imeglimin treatment 
*: p<0.05 vs. Lean Zucker fa/+; †: p<0.05 vs. untreated Zucker fa/fa 

 



Coronary artery endothelium-dependent relaxation. Imeglimin administration for 9 
and 90 days prevented the impairment in acetylcholine-induced relaxation of septal coronary 
artery observed in 24 weeks-old untreated Zucker fa/fa rats (Figure 3, middle and right panel). 
Moreover, one hour after a single imeglimin administration endothelium-dependent relaxation 
was slightly improved compared to age-matched untreated Zucker rat (Figure 3, left panel), 
reaching statistical significance at the concentrations of 10-8-3x10-7 M. 

Coronary relaxation induced by sodium nitroprusside was identical in all groups (data not 
shown). 
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Mesenteric endothelium-dependent dilatation. Imeglimin administrered for 9 or 90 
days prevented the impairment of flow-mediated dilation of mesenteric arteries when 
compared to time-matched untreated Zucker fa/fa. (Figure 4). 

 
Oral glucose tolerance test. Oral glucose tolerance was impaired in 13- and 24-week old 

untreated Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats. (Figure 5; left and right 
upper panel, respectively). Imeglimin normalized oral glucose tolerance test after 9 and 90 
days treatment (Figure 5 upper panel). 

 
Intraperitoneal insulin tolerance test. Insulin tolerance was impaired in 13- and 24-

week old untreated Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats. (Figure 5; left 
and right down panel, respectively). Imeglimin did not significantly modify insulin tolerance 
after 9 or 90 days treatments (Figure 5 down panel). 

 

 

Figure 3. Septal coronary relaxation induced by acetylcholine in imeglimin-treated Zucker 
fa/fa rats (black triangle) either 1 hour after the first administration (left), and after 9 (center) 
as well as 90-day treatment (right), and in age-matched untreated Zucker fa/fa rats (black 
circle). Twenty-four weeks-old untreated Zucker fa/+ (white circle) were used as healthy 
control *: p<.05 vs. lean rats; †: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa. 
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Figure 4. Mesenteric artery flow-induced dilation in untreated (black circle) and imeglimin-
treated Zucker fa/fa (black triangle), after 9 (left panel) and 90 days (right panel). Twenty-
four weeks-old untreated Zucker fa/+ (white circle) were used as healthy control. 
*: p<.05 vs. Zucker fa/+ rats; †: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa 

 

Figure 5. Oral glucose tolerance test (upper panel) and Insulin tolerance test (down panel) 
in untreated Zucker fa/+ (while circle) and Zucker fa/fa (black circle) as well as in 
imeglimin-treated Zucker fa/fa (white triangle) 1 hour after the last imeglimin 
administration of the 9-day (left panel) and 90-day (right panel) treatment period. 

*: p<.05 vs. Zucker fa/+ rats; †: p<.05 vs. untreated Zucker fa/fa 



Kidney function . Albuminuria was significantly increased in 24-week old untreated 
Zucker fa/fa rats compared to age-matched lean rats, while urinary volume and creatiniuria 
were not modified. Imeglimin treatment for 90 days reduced albuminuria while neither 
creatininuria nor urinary volume were modified. (Table 3) 

 
Kidney histology. Glomeruli and tubular injury scores, interstitial fibrosis and interstitial 

inflammation were increased in 24-week old untreated Zucker fa/fa rats compared to age-
matched lean rats. (Table 3) Imeglimin treatment for 90 days significantly reduced interstitial 
fibrosis but only tended to decrease glomeruli injury score and interstitial inflammation 

Exercise tolerance. Maximal running distance was 438±2 meters in 24-week old lean 
animals (n=4), and was reduced to 123±13 meters in 24-week old untreated Zucker fa/fa 
animals (n=7). 90 days Imeglimin tended to increase maximal running distance to 161±19 
meters (n=5) without reaching statistical significance (data not shown). 

 
Acute effects of imeglimin (Table 4). As soon as 1 hour after imeglimin administration, 

plasma fasting glucose was not modified, but myocardial tissue perfusion, as well as LV 
diastolic function was improved (as illustrated by the decreases in LV end-diastolic pressure, 
Tau and LV end-diastolic pressure volume relation)while systolic cardiac parameters were not 
changed. Moreover, this acute administration slightly improved coronary endothelium-
dependent relaxation, compared to age-matched untreated Zucker fa/fa rat (Figure 3, left 
panel), reaching statistical significance at the concentrations of 10-7 - 3x10-7-M acetylcholine. 
Furthermore after one hour of imeglimin administration LV reactive oxygen species ROS 
production tended to be decreased, but reactive oxygen species production was significantly 
decreased in isolated sub-sarcolemma mitochondria population (Table 4). Finally, the acute 
treatment increased plasma nitrites. 
 

Group Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Imeglimin 

Urinary volume (ml/12 h) 7.60±0.61 8.93±0.64 9.37±0.60 
    

Creatiniuria (mg/24 h) 834±71 692±77 659±78 
    

Albuminuria (mg/24 h) 108±8 385±58* 251±27† 

    

Glomerular injury (AU) 0.19±0.09 2.10±0.56* 1.43±0.30 
    

Tubular injury (AU) 0.19±0.09 2.30±0.30* 2.43±0.23 
    

Interstitial fibrosis (AU) 0.38±0.13 2.00±0.22* 1.50±0.11† 
    

Interstitial inflammation 
(AU) 

0.06±0.06 1.60±0.29* 1.14±0.18 

Table 3. Kidney structure and function after 90 days of imeglimin treatment. 
*: p<0.05 vs. Lean Zucker fa/+; †: p<0.05 vs. untreated Zucker fa/fa 

 

 

 



Table 4. Acute effects of imeglimin 1 hour after administration 

Group 
Zucker fa/fa 

Untreated Imeglimin 

Plasma fasting glucose (mMol/L) 5.98±0.46 5.15±0.62 

Systolic blood pressure (mm Hg) 145±4 133±4† 

Diastolic blood pressure (mm Hg) 105±3 97±3 

Heart rate (beats/min) 371±11 374±9 

LV end-systolic pressure (mm Hg) 140±4 123±6† 

   
LV end-systolic pressure-volume 

relation (mm Hg/RVU) 
25.2±1.1 27.7±1.9 

   
LV end-diastolic pressure (mm Hg) 3.57±0.35 2.80±0.43 

LV relaxation constant Tau (msec) 7.89±0.18 7.03±0.24† 

LV end-diastolic pressure-volume 
relation (mmHg/RVU) 

3.38±0.18 1.90±0.07† 

   
LV myocardial tissue perfusion 

(ml/min/g) 
4.51±0.26 6.24±0.52† 

   
LV ROS production (AU.µg-1.h-1) 20.64±0.77 18.21±0.83 (p=0.06) 

Plasma Nitrite levels (nM) 297±26 648±92† 

LV mitochondrial ROS (AU.µg-1.h-1)   

Sub-sarcolemmal 6407±779 4319±485† 

Inter-fibrillar 2953±413 2116±532 

 
 
 
 
Discussion 
This study highlights that imeglimin, a new glucose-lowering agent targeting 

mitochondrial bioenergetics, improves metabolic syndrome-related cardiac and vascular 
dysfunctions. Interestingly, these improvements of both cardiac and vascular functions are not 
only observed after short- and long-term treatment by already observed 1 hour after imeglimin 
administration, and involve a decrease in ROS production. 

We choose the Zucker fa/fa rats since this rat model of metabolic syndrome-related 
cardiovascular dysfunctions presents classical characteristics observed in Human metabolic 
syndrome.2, 27 Indeed, obesity28, hypertension29, hyperlipidemia28, hypercholesterolemia28 and 
impaired tolerance to glucose were observed in 12 and 24 week-old Zucker fa/fa rats. 
Moreover, this was associated, as already reported by us and others, with LV diastolic 16, 30, 31 
as well as vascular dysfunctions, i.e. impairments of both coronary endothelium dependent 
vasorelaxation14 and mesenteric endothelium dependent vasodilatation.23 

Table 4. Acute effects of imeglimin 1 hour after administration 
*: p<0.05 vs. Lean Zucker fa/+; †: p<0.05 vs. untreated Zucker fa/fa 

 



Our first major result is that imeglimin improves both LV diastolic and vascular 
dysfunctions The improvement of diastolic dysfunction was independent of modifications in 
systemic hemodynamics since no major modification of blood pressure was observed, but 
clearly involved a decrease in oxidative stress. Indeed, in 13 weeks-old Zucker fa/fa rats 1 
hour after imeglimin administration glucose plasma level was not changed, but LV ROS 
production was already decreased. Interestingly the decrease of LV oxidative stress probably 
results from a decrease in mitochondrial ROS production, as already shown in the liver 
mitrochondria following imeglimin treatment11, since the decrease in mitochondrial ROS 
production was more marked than in ‘whole’ LV tissue. Moreover, we cannot exclude 
contribution of others ROS sources, such as NADPH oxidase, to reduce ROS production as 
observed in our study after 9 or 90 days of imeglimin treatment, since reduction in ROS will 
reduced ROS-induced ROS production.32 

This reduction in oxidative stress is also probably involved in the improvement of 
vascular function by imeglimin. Indeed, limiting NO neutralization by reducing endothelial 
ROS over-production, increases NO bio-availability, as illustrated in our study by the 
improvement in NO-mediated acetylcholine-induced coronary relaxation and flow-mediated 
mesenteric dilatation, as well as the increase in nitrite plasma level altogether demonstrating a 
restored NO bio-availability.33 

Moreover, the reduction of ROS/increase in NO bio-availability and the resulting 
improved coronary function probably participates to the increase in myocardial perfusion. 
This will limit the metabolic-syndrome induced hypo-perfusion observed in this study and 
thus re-establish LV tissue O2 supply. Such effect is beneficial since it reduces hypoxia-
induced ROS production/inflammation30, 34, 35 and as a consequence breaks the vicious circle 
of ROS/inflammation/ROS production. 

Simultaneously with the improvement of coronary function, imeglimin also improves LV 
diastolic function. This likely results, at least in part, from the reduction of ROS and increase 
in NO bio-availability, since NO directly improves LV diastolic dysfunction by promoting 
Ca2+ handling through protein kinase GMPc dependent (PKG) activation36. 

The results obtained after acute (1h) imeglimin treatment demonstrate beneficial effects of 
imeglimin on both LV diastolic and coronary dysfunctions that are similar to those of chronic 
treatment. Whereas the acute and chronic effects share several mechanisms, e.g. the reduction 
of ROS/increase in NO bio-availability, other mechanisms are only involved in either the 
short- or the long-term effects of imeglimin. Indeed, in addition to direct beneficial effects of 
the reduction in oxidative stress on LV diastolic function, indirect effects due to chronic 
decreases in LV ROS production contribute to imeglimin’s cardiovascular protective effect. 
For example, reduced oxidative stress will on the long-term limit LV collagen accumulation 
by reducing myocardial ROS-induced collagen synthesis37. 

In addition to direct limitation of inflammation/oxidative stress, imeglimin might also 
prevent the hyperglycemia related toxicity/ROS production38 through a restoration in glucose 
tolerance and a reduction in plasma fasting glucose, thus participating to the sustained 
decrease in oxidative stress and increase in NO bio-availability. 

Interestingly, at the vascular level the imeglimin-related increased in NO bio-availability 
not only improved coronary function but also restored mesenteric artery flow-mediated 
dilation. Thus imeglimin opposes the aggravation of vascular endothelium-dependent 
dysfunction observed during aging in untreated Zucker rats39 as well as in humans with 
metabolic syndrome40. 

In parallel to the improvement in peripheral artery endothelial function, we observed a 
decrease in albuminuria after long term treatment, suggesting that imeglimin also prevented 
metabolic-syndrome-related glomerular endothelium injury.41 Moreover, interstitial fibrosis 
was decreased in kidney tubules, probably also resulting from a (long-term) reduction in 



oxidative/inflammatory status37. Taken together these results demonstrate that long-term 
imeglimin treatment, when initiated “early”, in addition to the cardiac and vascular effects, 
also reduced end-stage kidney damage.  

Intolerance to physical exercise is a frequent phenomenon observed in patients with 
diastolic dysfunction and metabolic-syndrome and this was also found in 24-week old 
untreated Zucker fa/fa rats. Long-term imeglimin treatment increases running distance by 
20% in obese Zucker fa/fa rats but without reaching statistical significance. Despite the effect 
of imeglimin on cardiac function as well as on peripheral artery dilatation and thus the 
possible improvement of the metabolic syndrome-related impairment of skeletal muscle 
perfusion 42, 43, imeglimin did not clearly improve exercise tolerance. This may be related to 
the fact that imeglimin did not modify body weight and that obesity per se, probably remains 
the most important factor in effort intolerance in such a model.  

 
Study limitations: In the present study imeglimin was administrated as single medication 

at the dose of 150 mg/kg bid as previously done in others rodents models of diabetes10, 11 to 
control glycemia. However, it cannot be excluded that another dosing regimen, e.g. higher 
dosing or continuous administration, will be more effective, especially since the observed 
beneficial effects were independent of glycemic control. Furthermore, metabolic syndrome 
patients often receive several medications each targeting a specific component of metabolic 
syndrome, such as anti-hypertensive drugs, lipid- and glucose-lowering agents. Further 
investigation of imeglimin effects on cardiovascular function when associate with another 
treatment standard of management of metabolic syndrome needs to address these questions. 

 
In conclusion, in a model of metabolic-syndrome related cardiomyopathy imeglimin, a 

novel glucose-lowering agent targeting mitochondrial bioenergetics prevents various 
clinically relevant parameters of end-organ damage also observed in patients with metabolic 
syndrome, i.e. LV diastolic, vascular endothelial and renal dysfunctions, at least in part 
through a reduction in oxidative stress. Clinical studies are now needed to test the possible 
beneficial effects of this compound on metabolic syndrome and Heart Failure with Preserved 
Ejection Fraction. 
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Etude 3 

Amélioration de l’insuffisance cardia ue à fraction d’éjection préservée et de 

l’hypertension pul onaire par le acitentan un antagoniste mixte des récepteurs de 

l’endothéline.  

 

Résumé 

L’h pe te sio  pul o ai e o s utive à l’i suffisa e a dia ue à f a tio  d’ je tio  

préservée (ICFEp  agg ave le p o osti  de l’ICFEp et ’a, à e jou , pas de t aite e t 

elle e t effi a e. Le a ite ta , pe et d’aug e te  la su vie da s l’h pe te sio  

pul o ai e a t ielle ais ses effets da s l’HTP post- apillai e asso i e à l’ICFEp ne sont pas 

connus. 

Nous avons évalué la fonction ventriculaire droite et mesuré sa pression chez des rats 

Zucker âgés de 24 semaines. En parallèle, nous avons évalué les effets du macitentan 

g/kg/j  su  les d sfo tio s a dia ues gau he et d oite ai si ue su  l’HTP. 

Nous avons retrouvé dans cette étude au niveau du VG le même profil de dysfonction 

diastolique, de d sfo tio  e doth liale o o ai e et d’aug e tatio  du st ess o da t ue 

dans les précédentes études du laboratoire sur ce modèle. 

Nous avons montré pour la première fois dans ce modèle une HTP (obtenue 

indirectement par cathétérisme VD), une dysfonction ventriculaire droite systolique et 

diastoli ue ai si u’u e di i utio  du d it a dia ue VD su ve a t plus ta dive e t pa  

rapport à la dysfonction VG. 

L’aug e tatio  du tau  plas ati ue d’e doth li e ai si ue l’a ogatio  des va iatio s 

de p essio  suite à l’i je tio  i t avei euse d’e doth li e ette t e  vide e u  lo age 

efficace des récepteurs chez les animaux traités 

Le macitentan améliore à court et à long-terme l’h od a i ue VG ai si ue la 

dysfonction endothéliale. Chez les animaux traités on retrouve une diminution de la PAS et 

PAD ai te ue du a t toute l’ tude, pouva t pa ti ipe  à l’a lio atio  de la d sfo tio  

VG. Le macitentan permet de restaurer la fonction coronaire VG dépendante de 

l’acétylcholine- et prévient la diminution de la perfusion observée chez les animaux non 

traités. 
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Au iveau du VD l’ad i ist atio  à lo g-terme du macitentan permet de prévenir 

l’ ta lisse e t de l’HTP ainsi que de la dysfonction VD systolique et diastolique. 

Ai si da s u  od le d’HTP et de d sfo tio  VD o s utives à u e d sfo tio  VG 

l’a tago iste i te des epteu s de l’e doth li e macitentan, exerce des effets 

bénéfiques. Ces effets bénéfiques passent non seulement par une prévention de la survenue 

de l’HTP et des d sfo tio s VD ais aussi pa  u e estau atio  de la fo tio  VG diastoli ue 

ai si ue la fo tio  e doth liale. Le o t ôle de l’HTA pa  le a ite ta  pa ti ipe 

certainement aux améliorations fonctionnelles et structurelles cardiaques. 
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Abstract. 

Background. WHO group II pulmonary hypertension (PH) due to left ventricular (LV) 
dysfunction represents a major health problem with significant morbidity and poor prognosis. 
Endothelin (ET) receptor blockade might be a promising therapeutic approach, since ET-1 is a 
key player in PH as well as in the development of cardiac dysfunction via both ETA and ETB 
receptors. However, whether dual ET receptor antagonism (ERA) exerts protective effects on 
PH due to cardiac dysfunction is less known. Thus, we sought to evaluate the effects of a dual 
ERA in a rat model of metabolic syndrome, which combines both right and left ventricular 
dysfunctions. Methods. We assessed in Zucker fa/fa rats the effects of the dual ERA 
macitentan (10 mg/kg/day as food additive for 7 or 90 days initiated at the age of 12 weeks) 
on RV and LV function/ remodeling/ (MRI), RV and LV hemodynamics (catheterization) and 
RV and LV coronary function (myograph). Results. After 7 and 90 days, untreated Zucker 
fa/fa rats presented both LV diastolic dysfunction (elevated LV End-Diastolic Pressure (EDP) 
and LV End-Diastolic Pressure-Volume Relation (EDPVR) without change in LV End-
Systolic Pressure-Volume Relation (EDPVR) associated with increased collagen deposition, 
while left coronary artery relaxation to acetylcholine was impaired. Simultaneously, Zucker 
fa/fa rats developed PH and RV dysfunction characterized by increases in RVESP and 
RVEDP associated with RV coronary dysfunction. Short- and long-term macitentan treatment 
significantly prevented LV and RV as well as coronary dysfunctions and long-term treatment 
reduced LV collagen density. Moreover, both short- and long-term macitentan treatment 
reduced cardiac inflammation and reactive oxygen species production. Conclusions. The dual 
ERA macitentan demonstrates prevention of LV diastolic dysfunction and reduction of RV 
pressure in a model of PH due to metabolic syndromedysfunction and reduction of RV 
pressure in a model of PH due to metabolic syndrome. 

Introduction  
World Health Organization group II pulmonary hypertension (PH due to left ventricular 

(LV) dysfunction), the most common form of pulmonary hypertension [1], represents a major 
health problem due to a significant morbi-mortality and a poor prognosis [2, 3]. PH due to LV 
dysfunction, characterized by an increase in LV end-diastolic pressure [4], leads to post-
capillary PH and participates to the development of right ventricular (RV) 
hypertrophy/dysfunction [5, 6].  

Interestingly PH is extremely common in patients with heart failure (HF) with reduced 
ejection fraction (HFrEF) as well as HF with preserved ejection fraction (HFpEF). However, 
classical treatments of HFrEF show little of no efficacy in HFpEP patients. This might be 
related to the fact that HFpEF is a multifactorial clinical syndrome involving several co-
morbidities, including besides PH, systemic arterial hypertension[7], LV 
remodelling/fibrosis[7-9] and diabetes/metabolic syndrome (MS).[10] Besides LV diastolic 
dysfunction/elevated filling pressure observed in HFpEF, several studies in humans 
demonstrate also a link between PH/RV dysfunction and HFpEF/MS [11-14]. It is tempting to 
hypothesize that targeting mechanisms involved in the development of both PH/RV and LV 
dysfunctions could also be new approach for the treatment of HFpEF and its consequences. 

Among several targets involved in PH/HFpEF, the endothelin (ET) system seems 
particularly interesting since it is a potent vasoconstrictor peptide [15] involved in pre-
capillary pulmonary hypertension and activated in HF [16]. Furthermore ET-1 promotes 
collagen deposition [17], leading to cardiac fibrosis, one major mechanism involved in 
diastolic dysfunction and HFpEF [18, 19]. Since the ETA-ETB receptor antagonists (ERA) 
bosentan and macitentan improve RV function in experimental models of PH [20-22] as well 
as patients with PH [23-26], it is reasonable to suggest that a dual ERA might be beneficial on 
PH and RV dysfunction in a context of HFpEF due to MS. 
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Thus, the goals of the present project were to assess 1) whether HFpEF observed in 
Zucker fatty rats is associated with a development of post-capillary pulmonary hypertension 
and RV hypertrophy/dysfunction, and 2) whether the dual ERA macitentan improves 
systemic, RV and LV hemodynamics, RV and LV function and morphological alterations 
Methods and materials. 
Animals and treatment. 
This study was performed in 12-week-old male Zucker lean fa/+ and obese Zucker fa/fa rats 
(Charles River Laboratories, France). Animals were kept 2 per cage in standard laboratory 
conditions. 
Two distinct studies were performed in order to evaluate the effects of long- (Study 1) and 
short-term (Study 2) macitentan treatment. Study 1: Zucker fa/fa rats were randomized at the 
age of 12 weeks in two groups either untreated (n=14) or treated for 90 days with macitentan 
(10 mg.kg-1.day-1; n=14 administered as food additive), Twelve untreated Zucker lean fa/+ 
animals were used as healthy controls. This experimental design allows the evaluation of the 
acute effects of macitentan independently of those induced by the improvement of cardiac 
remodeling observed after chronic treatment. Study 2: Zucker fa/fa rats were randomized at 
the age of 12 weeks in two groups, either untreated (n=12) or treated for 7 days with 
macitentan (10 mg.kg-1.day-1; n=12). Twelve untreated Zucker lean fa/+ animals were used as 
healthy controls. 
Blood pressure and heart rate assessment. 
Blood pressure and heart rate were measured in conscious rats by telemetry (Dataquest ART 
system, Data Sciences Inc, St Paul, Minn, USA) as previously described.[27] 
ETA-ETB receptor blockade. 
To verify ET receptor blockade, the blood pressure variation induced by ET-1 (1 nmol.kg-1 
i.v. bolus injection) were assessed after 7 and 90 days of macitentan administration in 
randomly selected animals from each group [28]. 
RV and LV volumes. 
MRI was performed using a 4.7-T BIOSPEC (Bruker, Germany) as previously described [29]. 
In brief, after anesthesia (sodium methohexital, 60 mg/kg IP), using the Intragate sequence 
(Bruker, France) 12 contiguous ventricular short-axis slices of 1.5 mm thickness with no 
inter-slice gap were acquired to cover the entire range of both ventricles. Data analysis was 
performed with an operator-interactive threshold technique by one trained observer using 
FARM-CAAS 2.0 software (Pie Medical, Netherlands). RV and LV volumes were 
determined from end-diastolic and end-systolic images by multiplication of RV and LV 
compartment area and slice thickness (1.5 mm). Total volumes were calculated as the sum of 
all slice volumes. Ejection fraction (EF) was calculated with the end-diastolic (EDV) and end-
systolic (ESV) volumes (EF = SV/EDV). Cardiac output was calculated as (EDV-ESV) 
multiplied by heart rate (HR). 
LV tissue perfusion. 
At the end of the long- and short-term studies, myocardial tissue perfusion was evaluated 
using the same MRI equipment by Arterial Spin Labeling (ASL), in which, the blood in the 
arteries upstream from the imaging volume is magnetically “labeled”. As a consequence, 
image intensity changes will occur depending on the blood supply to the tissue in the imaged 
slice. Upon subtraction of an image acquired without spin labeling, the background signal 
from static spins is removed and the difference image can be used to quantify perfusion. The 
difference of the inverse of the apparent T1 images then yields a measure of the regional 
cardiac blood flow (rCBF) according to rCBF = l (1/T1sel-1/T1nonsel), where l is the blood-
tissue partition coefficient [30, 31]. 
RV and LV hemodynamics.  
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At the end of the long- and short-term study, rats were anesthetized (sodium methohexital, 60 
mg/kg, IP A Millar microtip manometer was introduced either into the RV (via the jugular 
vein) or the LV (via the carotid artery) for recording of RV and LV systolic (RVSP and 
LVSP) as well as end-diastolic pressures (RVEDP and LVEDP), the maximum rate of rise of 
RVSP and LVSP (LV dP/dtmax and dP/dtmax), and RV and LV relaxation constant Tau, as 
previously described [32]. Moreover, LV pressure-volume loops were obtained at baseline 
and during loading by gently occluding the abdominal aorta with a cotton swab. Data were 
stored and analyzed by using Millar conductance data acquisition and analysis software 
(IOXä, EMKA, France) and LV end-systolic as well as end-diastolic pressure-volume 
relations were calculated. 
LV histomorphology. 
After assessment of cardiac hemodynamics, the heart was dissected; the atria as well as the 
right and left ventricle were weighted separately, and sections of the LV were either immersed 
in fixative solution or snap frozen in liquid nitrogen for subsequent assessment of LV 
collagen or LV immunohistochemistry as previously described [33]. 
LV collagen density was determined on Sirius-red stained slices in the 7- and 90-days 
protocols. In brief, after fixation, sections were dehydrated, embedded in paraffin, and 5 μm 
thick histologic slices were obtained, stained with Sirius Red for collagen determination by 
image analysis. Collagen density was expressed as the surface occupied by collagen divided 
by the surface of the image. 
LV capillary density and LV macrophage M1/2-populations were obtained by 
immunohistology from frozen slides, as previously described [34]. In brief, cryosections were 
stained using biotinylated mouse anti-rat CD31 (BD Biosciences, 555026, 1/100) and mouse 
anti-human smooth muscle α actin (Sigma, F3777, 1/200), for the detection of blood vessels. 
Macrophages were visualized using biotinylated rat anti-mouse F4/80 (Abcam, 192834, 1/75) 
together with rabbit anti-mouse CD206/MRC-1 (as above), followed by Cy3-conjugated 
donkey anti-rabbit IgG (as above). Biotinylated primary antibodies were revealed using SA-
Alexa 488 (FluoProbes, 1/400).  
RV and LV oxidative stress.  
RV and LV reactive oxygen species (ROS) production were determined after the short- and 
long-term study by electron paramagnetic resonance spectroscopy, as previously described 
[35]. Snap frozen biopsies of LV tissues collected in the ventricle were homogenized and 
incubated at 37°C for 60 min in 50 mmol/L phosphate buffer containing 25 μmol/L 
deferroxamine, 5 μmol/L diethyldithiocarbamate, and 500 μmol/L 1-hydroxy-3-
methocarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine hydrochloride (CMH, Noxygen, Hamburg, 
Germany). The oxidation of CMH into the paramagnetic nitroxyde CM•, driven mainly by 
superoxide and peroxynitrite reactions, was measured by electron paramagnetic resonance 
exactly 60 min after the beginning of incubation. Tissues were introduced into an insulin 
syringe and frozen in liquid nitrogen. Spectra were recorded at 77 K in a liquid nitrogen 
cooled dewar using an MS200 spectrometer (Magnettech, Berlin, Germany) with the 
following acquisition parameters: microwave power: 20 mW; microwave frequency: 9.54 
GHz; modulation amplitude: 5 G; modulation frequency: 100 kHz; gain: 2×102; sweep time 
120 s and number of scan 2. Intensity of the spectra was measured from the height of the 
central line and expressed in arbitrary units (AU) per mg of protein. 
Right and septal coronary vascular function. 
Coronary endothelium-dependent relaxation was assessed ex vivo by obtaining concentration–
relaxing response curves to acetylcholine as described previously [36]. Briefly, the heart was 
removed and placed in cold, oxygenated Krebs buffer. Segments of septal coronary artery (1.5 
mm long and ∼180 to 250 μm in diameter), or of right coronary artery (1.5 mm long and ∼120 to 175 μm in diameter) were carefully dissected and mounted in a small vessel 
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myograph for isometric tension recording (Dual Wire Myograph System; Danish Myo 
Technology). Endothelium-dependent relaxations to acetylcholine (10−9 to 10−4.5 M) were 
assessed after vessel contraction with 10−5 M serotonin. 
Cardiac mRNA quantification. 
Total RNA was extracted from LV with the TriZol reagent (Gibco life science) according to 
the manufacturer’s instructions. RNA quantity and purity were assessed with a ND 1000 
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed with a light-cycler (Roche, Basel, 
Switzerland) using SYBR green I. The primers were obtained from Sigma-Aldrich and the 
sequences are sum up in the present table: 

Gene Forward Reverse 
GAPDH GGCTGCCTTCTCTTGTGACA ACCAGCTTCCATTCTAGC 
Tubuline GTGTCCACCATCATGTCAGC GAGGAAGTGTAGTCGAGGGG 
EEF2 AATCTGACCCTGTCGTGTCC GTTGTGCTTGTTTGGGACT 
ANP AGCCGAGACAGCAAACATCA TGGACACCGCACTGTATACG 
BNP AGCTCTCAAAGGACCAAGGC TCCGGTCTATCTTCTGCCCA 
SOD2 GACATTGTGCCTCTGGGTTT GCCCTGCATACTTTGTCCAT 
SOD1 GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CTCGAAGTGAATGACGCCCT 
NOX 4 TTGGTGAACGCCCTGAACTT TACCACCACCATGCAGACAC 
Xantine Oxidase TGCCAGACCATACTGAAAAGG AAGCCACCCCATAACTGAAAT 
 
Results are expressed relative to the average expression of 3 housekeeping genes: GAPDH, 
tubulin and EEF2. 
Plasma biology. 
At the end of the long- and short-term study, plasma samples were obtained for subsequent 
determination of triglycerides, HDL-C/LDL-C, nGal-3, NT-ProBNP, albumin, ET-1 and 
creatinine using ELISA kits, according to manufactures instruction. 
Statistical Analysis  
All results are given as mean±SEM. 
RV and LV diastolic/systolic diameters and hemodynamic parameters were assessed as a 
primary endpoint, whereas all other parameters, i.e. the molecular mechanisms, were assessed 
as secondary endpoints. Based upon historical data obtained with the dual endothelin receptor 
antagonist bosentan on remodeling and hemodynamics in rats with chronic heart failure [37] , 
as well as using our previous data with other drugs in Zucker fa/fa rats[32, 38] we made a 
simulation for each parameter obtained in untreated animals to demonstrate a statistical 
significance (p<0.05) with a minimal power of 80 %. The minimal expected difference 
between untreated and treated was fixed to 10%, with the coefficient of variation to 15 % for 
echocardiographic and hemodynamic studies. For all significant differences concerning 
primary endpoints, a posteriori power higher than 80 % were also checked. 
In order to evaluate the effect of metabolic syndrome, all measurements obtained in untreated 
Zucker fa/fa and lean rats were compared by Student’s unpaired two-tailed t-test. In order to 
evaluate the effects of long- or short-term macitentan treatment, all measurements obtained in 
short- and long-term macitentan-treated Zucker fa/fa rats were compared with time-matched 
untreated Zucker fa/fa using Student’s unpaired two-tailed t-test. 
For vascular studies, differences between groups were analyzed by 2-factor repeated measures 
ANOVA. 
Before applying parametric tests as Student’s unpaired two-tailed t-test, the Gaussian 
distribution of data was assessed by Shapiro-Wilk normality test and Kolmogorov-Smirnov 
test and graphically by QQplot and normal probability plot. 
. 
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Results 
Systemic blood pressure. 
Systolic and diastolic pressures and heart rate were recorded by telemetry in untreated 

or macitentan-treated Zucker rats. Untreated rats developed hypertension as their pressure was 
higher than 130/80 mmHg. Both short- and long-term macitentan significantly decreased 
systolic and diastolic blood pressures without modification of heart rate (Figure 1). 

Right ventricular function and hemodynamics.  
In 13-week-old untreated Zucker fa/fa rats RV function was preserved as seen by the 

similar values of cardiac output when compare to lean. However, despite both RV end-
diastolic volume (RV ED volume) and RV end-systolic volume (RV ES volume) being 
decreased, RV ejection fraction was increased compared to lean rats. Animals treated for 7 
days with macitentan presented the same profile as untreated Zucker fa/fa rats (Figure 2, 
upper panels). 

RV function was impaired in 24-week-old untreated Zucker fa/fa rats as seen by the 
decrease in both RV ejection fraction and cardiac output. The decrease in RV ejection fraction 
was the consequence of a decrease in RV ED volume without modification in RV ES volume. 
Long-term macitentan treatment prevented the impairment of RV ejection fraction by 
increasing RV ED volume and reducing RV ES volume, consequently increasing cardiac 
output when compared to untreated Zucker fa/fa rats. (Figure 2, bottom panels) 

Twenty-four-week-old Zucker fa/fa rats displayed pulmonary hypertension as estimated 
by the increase in RV end-systolic pressure and by the increase in RV end-diastolic pressure 
but without reaching statistical significant for the latter (Figure 3). This was associated with 
an increase in relaxation constant Tau, and RV dP/dtmax and RV dP/dtmin. 

Long-term macitentan treatment decreased RV end-systolic pressure as well as RV end-
diastolic pressure, reaching statistical significance for RV end-systolic pressure. Moreover, 
mcitentan reduced RV dP/dtmax as well as RV dP/dtmin and RV Tau, reaching statistical 
significance for RV dP/dtmin and Tau (Figure 3). 
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Figure 1. Blood pressure and heart rate obtained through telemetry 
Diastolic and systolic blood pressure (upper panel) as well as heart rate (lower 
panel) in untreated Zucker fa/fa rats, and in Zucker fa/fa rats before (day 0) and after 
1, 7 and 90 days macitentan administration. (Black bar indicates light off) 
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Figure 2. Right ventricular function 
Upper panel. Right ventricular (RV) ejection fraction, RV end-diastolic volume (RV ED volume), 
RV end-systolic volume (RV ES volume) and RV cardiac output obtained by MRI in 13 weeks-old 
lean (white bars) and Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days with 
macitentan (down-hatched bars). 
Lower panel. Right ventricular (RV) ejection fraction, RV end-diastolic volume (RV ED volume), 
RV end-systolic volume (RV ES volume) and RV cardiac output obtained by MRI in 24 weeks-old 
lean (white bars), and Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with 
macitentan (down-hatched bars). *: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.  
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Left ventricular function hemodynamics. 
Compared to lean, thirteen week-old untreated Zucker fa/fa rats showed no major 

differences in terms of left ventricular (LV) ejection fraction and cardiac output, LV end-
diastolic volume (LV ED volume) or LV end-systolic volume (LV ES volume; Figure 4, 
upper panels). A 7-day treatment with macitentan increased LV ejection fraction, resulting 
from a decrease in LV end-systolic volume without significantly modifying LV end-diastolic 
volume or cardiac output. (Figure 4, upper panels) 

Twenty four week-old untreated Zucker rats displayed a decrease in both LV ED 
volume and LV ES volume without modification on LV ejection fraction (Figure 4, lower 
panels), but this was associated with a modest but statistical significant decrease in cardiac 
output. Long-term macitentan treatment did not influence LV ejection fraction, slightly 
increased LV end-diastolic volume without modifying LV ES volume and increased cardiac 
output (Figure 4, lower panels) 

Concerning LV hemodynamics, in 13-week old Zucker fa/fa rats, LV ESP, LV ESPVR 
LV EDP, LV EDPVR and Tau were increased. A 7-day treatment with macitentan reduced 
LV ESP, LV EDP, LV EDPVR and Tau, but did not modified LV ESPVR (Figure 5; upper 
panels). In 24-week old Zucker fa/fa rats, LV ESP, LV ESPVR LV EDP, LV EDPVR and 
Tau were increased and the 90-day macitentan treatment also significantly decreased LV ESP, 
LV EDP, and LV EDPVR but did not modify LVESPVR or Tau (Figure 5; lower panels) 

 
RV and LV morphology. 
Compared to age-matched lean rats, RV weight, LV weight, collagen density, and 

myocardial perfusion were not different in 13 week-old untreated Zucker rats, but 
cardiomyocyte size was already increased. Moreover, at this age, neither LV perfusion, LV 
macrophage type-1 nor type-2 were modified, but LV ROS and, to a lesser extent, RV ROS, 

Figure 3. Right ventricular hemodynamics  
Right ventricular (RV) end-systolic pressure (RVESP), RV end-diastolic 
pressure (RVEDP), as well as RV dP/dtmax and dP/dtmin and RV relaxation 
constant Tau determined in 24 weeks-old lean rats (white bars), and Zucker 
fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with macitentan 
(down-hatched bars) *: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa. 
 



were increased. Short-term macitentan decreased RV ROS, and LV ROS and increased 
myocardial perfusion, without modifying others parameters (Table 1). 

In 24-week-old Zucker rats, RV weight and RV ROS were not modified, but LV weight, 
LV collagen density, LV cardiomyocyte size and LV collagen were increased, while 
myocardial perfusion was decreased compared to lean rats. Long-term macitentan 
significantly decreased LV collagen density without changing LV weight and cardiomyocyte 
size, and restored myocardial perfusion (Table 1). 
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Right and septal coronary vascular function. 
RV coronary endothelium-dependent relaxation to acetylcholine was slightly impaired 

in 13 week-old untreated Zucker fa/fa rats when compared to lean. In 24 week-old untreated 
Zucker rats the curve was shifted to the right compared to lean rats. Macitentan treatment for 
90 days significantly improved this relaxation compared to untreated Zucker rats (Figure 6). 

Untreated Zucker fa/fa rats demonstrated an impairment of acetylcholine-induced 
relaxation of LV coronary artery when compared to age-matched lean rats at the ages of both 
13 and 24 weeks. Short and long-term macitentan treatment prevented this impairment in LV 
coronary relaxation (Figure 6). 
 
 
 
 

Fig 4. Left ventricular function analysis by MRI  
Upper panel. Left ventricular (LV) ejection fraction, LV end-diastolic volume (LVED volume), LV end-
systolic volume (LVES volume) and LV cardiac output obtained by MRI in 13 weeks-old lean (white 
bars) and Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days with macitentan (down-
hatched bars). 
Lower panelLeft ventricular (LV) ejection fraction, LV end-diastolic volume (LVED volume), LV end-
systolic volume (LVES volume) and LV cardiac output obtained by MRI in 24 weeks-old lean (white 
bars) and Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with macitentan (down-
hatched bars). 
*: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker 
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Figure 6. Right and Septal Coronary Endothelium dependent Relaxation. 
Right ventricular (right panel) and left ventricular (left panel) coronary relaxation induced 
by acetylcholine in 13 and 24 weeks-old lean rats (white circles) and and Zucker fa/fa rats 
either untreated (black circles) or treated for 7 or 90 days respectively with macitentan 
(black triangles). *: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa 
 

Figure 5. Left ventricular hemodynamics  
Upper panel. Left ventricular (LV) end-systolic pressure (LV ESP), left ventricular end-systolic pressure-
volume relation (LV ESPVR), left ventricular end-diastolic pressure (LV EDP), and left ventricular end-
diastolic pressure-volume relation (LV EDPVR) determined in 13 weeks old  lean rats (white bars) and 
Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 7 days with macitentan (down-hatched bars).  
Lower panel : Left ventricular (LV) end-systolic pressure (LV ESP), left ventricular end-systolic pressure-
volume relation (LV ESPVR), left ventricular end-diastolic pressure (LV EDP), and left ventricular end-
diastolic pressure-volume relation (LV EDPVR) determined in 24 weeks old lean rats (white bars), and 
Zucker fa/fa rats either untreated (black bars) or treated for 90 days with macitentan (down-hatched bars). 

*: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa. 



Table 1. Body weight, Right and Left ventricular characteristics 

 Time Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Macitentan 

Body weight (g) 
D7 383±18 474±11* 451±11 

D90 437±13 519±16* 496±16 
     

Right Ventricular Weight 
(mg) 

D7 190±15 214±10 201±15 

D90 242±12 261±22 274±11 
     

Right Ventricular ROS (AU)  
D7 68±6 83±8 63±5† 

D90 112±9 120±11 114±11 
     

LV weight (mg) 
D7 759±36 831±36 792±26 

D90 790±017 881±22* 879±18 

LV myocyte size (µm2) 
D7 453±17 507±30* 485±52 

D90 477±20 561±43* 556±31 

LV collagen (%) 
D7 0.87±0.10 1.05±0.05 1.01±0.04 

D90 0.93±0.10 1.32±0.13* 0.76±0.06† 
     

LV perfusion (ml/min/g)  
D7 11.0±0.6 10.2±0.3 11.1±0.3† 

D90 9.5±0.2 7.9±0.4* 8.8±0.2† 
     

Left Ventricular ROS (AU) 
D7 129±6 154±9* 125±3† 

D90 370±55 620±66* 479±58† 
     

LV macrophage Type-1 
D7 0.83±0.57 0.96±0.20 0.80±0.21 

D90 1.47±0.58 1.42±0.40 0.17±0.11† 

LV macrophage Type-2 
D7 1.63±0.83 1.23±0.18 1.28±0.17 

D90 2.24±0.37 1.48±0.69 1.08±0.60 

Ratio M1 to M2 
D7 0.53±0.65 1.06±0.34 0.72±0.26 

D90 0.75±0.28 1.24±0.77 0.07±0.04† 

 
 
 

 
ETA-ETB receptor blockade. 
In order to evaluate ET-1 receptor blockade with macitentan treatment we recorded 

blood pressure variation after ET-1 injection (1 ng/Kg, IV) in Zucker fa/fa rats either 
untreated or treated with macitentan for 7 or 90 days. As expected ET-1 injection led to a 
transient blood pressure reduction followed by a sustained blood pressure increase (-39 
mmHg and +18 mmHg compared to baseline) in 13 week–old rats. Macitentan administration 
(10 mg/kg/day, p.o.) for 7 days abolished ET-1-related blood pressure variations. Same results 

Table 1. Body weight, Right and Left ventricular characteristics 
*: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa 



were obtained in 24 week-old rats (Table 2). In addition, both short-and long-term macitentan 
treatment increased plasma ET-1 concentrations (Table 3). 
 

Table 2. ETA-ETB Receptor Blockade Assessment. 

 Time 
Zucker fa/fa 

Untreated Macitentan 

Transient Systolic Blood 
Pressure Decrease (mm Hg) 

D7 -39.3±0.2 -4.4±0.7† 

D90 -41.9±4.9 -1.7±1.1† 

    

Sustained Systolic Blood 
Pressure Increase (mm Hg) 

D7 18.0±1.2 4.8±1.4† 

D90 16.5±2.8 2.0±1.0† 

 
 
 

 
 

Biological parameters of metabolic syndrome 
Plasma triglycerides, HDL-C and nGal-3 were increased in 13 and 24 week-old 

untreated Zucker fa/fa rats when compared to age-matched lean rats, while NT-ProBNP was 
reduced and neither albumin, ET-1, creatinine nor LDL-C were modified (Table 3). 
Moreover, albuminuria was increased in 24-week old untreated Zucker fa/fa rats, while 
creatininuria was decreased. Short-term macitentan reduced plasma NT-ProBNP without 
modifying other biological parameters, while long-term macitentan increased LDL-C, but 
reduced triglycerides and albuminuria. 
 
 

Cardiac genes expression. 
LV tissue BNP gene expression was increased in 24 weeks old Zucker fa/fa rats, ANP and 
NOX 4 expressions were reduced, while SOD2, SOD1 or xanthine oxidase expressions were 
never modified. Only long-term macitentan modified gene expression, i.e. reduction in BNP 
and NOX4 

gene Time Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Macitentan 

ANP 
D7 1.26±0.12 1.09±0.16 1.03±0.18 
D90 0.46± 0.08 0.25±0.04* 0.32±0.04 

BNP 
D7 1.33±0.15 1.35±0.14 1.09±0.07 
D90 1.05±0.13 1.84±0.23* 1.03±0.13† 

SOD 2 
D7 1.38±0.10 1.58±0.17 1.55±0.14 
D90 0.30±0.06 0.19±0.06 0.32±0.01† 

SOD 1 
D7 1.08±0.07 1.26±0.14 1.17±0.04 
D90 0.78±0.09 0.78±0.13 0.79±0.06 

NOX 4 
D7 0.89±0.08 1.14±0.08 1.03±0.10 
D90 1.27±0.14 0.70±0.05* 0.56±0.04† 

Xanthine Oxidase 
D7 0.88±0.12 1.04±0.11 1.06±0.14 
D90 0.82±0.04 1.07±0.16 0.95±0.07 

 Table 4: LV Genic Expression 
Cardiac relative expression of various mRNA in lean and Zucker fa/fa rats either untreated of 
trated with macitenan (D7: n= 5 to 8 per group; D90: n=4 to 6 per group) assessed by real-time 
quantitative PCR and normalized to 3 housekeeping genes (GAPDH. tubuline. EEF2).  
*: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa.. 
 

Table 2: Blood pressure assessment after IV endothelin bolus 
administration (1 nmol.kg-1) †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa. 



 
Table 3. Plasma and urinary biology 

 Time Lean 
Zucker fa/fa 

Untreated Macitentan 

Plasma Triglycerides 
(mg/dL) 

D7 103±16 256±49* 312±18 

D90 119±13 406±40* 264±25† 

Plasma HDL-C (mg/dL) 
D7 56±2.9 91.3±5.7* 102.8±7.9 

D90 62±3.3 109.0±5.0* 117.3±3.4 

Plasma LDL-C (mg/dL) 
D7 23.2±1.5 21.9±4.4 23.4±1.7 

D90 32.7±4.1 43.4±4.3 56.2±4.4† 

Plasma Albumin (g/dL) 
D7 2.97±0.06 3.16±0.12 3.32±0.09 

D90 3.00±0.10 2.80±0.14 2.74±0.11 

Plasma ET-1 
(pg/mL) 

D7 0.9±0.2 1.3±0.2 4.5±0.3 † 

D90 0.7±0.1 0.8±0.1 3.3±0.2 † 

Plasma NT-proBNP 
(pg/mL) 

D7 70.1±12 167±44* 55±20† 

D90 61±11 25.7±5* 26 ±4 

Plasma nGal-3 (ng/mL) 
D7 3.5±0.7 6.4±1.2* 7.5±1.3 

D90 2.9± 0.2 14.3±1.7* 14.7±1.9 

Plasma Creatinine 
(mg/dL) 

D7 0.43±0.02 0.47±0.04 0.41±0.03 

D90 0.46±0.02 0.47±0.02 0.49±0.01 

Urinary Creatinine 
(µM/24h) 

D7 - - - 

D90 1.23±0.05 1.08±0.05* 0.95±0.12 

Urinary Albumin 
(mg/24h) 

D7 - - - 

D90 169±40 633±119* 387±85 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. Plasma and urinary biology. 
Plasmatic level of several molecules in lean and Zucker fa/fa rats either untreated or 
treated with macitenan (D7: n=3 to 7 per group; D90: n=7 to 13 per group) 
*: p<.05 vs lean; †: p<.05 vs untreated Zucker fa/fa. 
 



 

Discussion 
This study highlights for the first time that obese Zucker rats gradually develop not only LV 
diastolic dysfunction but also RV dysfunction and PH. This finding is of first importance as 
PH and RV failure are often due to LV failure in humans [12, 39] and particularly in patients 
with LV diastolic dysfunction [39-41]. Furthermore there is an association between HFpEF, 
metabolic syndrome and RV dysfunction [42]. 
Thus, obese Zucker rats are not only a very useful model to study HFpEF but also to study PH 
and RV dysfunction and to test pharmacological components. Beyond cardiac dysfunction, we 
also found, consistent with other publications [43, 44], an endothelial dysfunction in coronary 
arteries from obese Zucker rats. 
Our results clearly demonstrate that ET-1 is involved is the development of RV, LV and 
vascular dysfunctions observed in obese Zucker rat as both short-term and chronic 
neutralization of ET-1 by the dual ERA macitentan improved cardiac and vascular functions. 
The ability of the macitentan 10mg/kg/day dose to block ETA and ETB receptors was 
demonstrated in our study since this dose 1) prevented ET-1-induced biphasic response: ETB-
mediated blood pressure decrease, and ETA-mediated blood pressure increase changes and 2) 
increased ET-1 plasma concentrations which confirms functional blockade of ETB receptors, 
in agreement with other studies [45, 46]. 
Although it is clear that ERAs exert beneficial effects on PH [47] and RV remodeling [48], 
clinical trials on LV failure with ERAs have been disappointing [49]. However in the 
ENABLE study, death was non-significantly lower in the bosentan-treated group than in the 
placebo-treated group at the end of the study (160 vs 173 deaths) despite early fluid retention, 
while in experimental heart failure bosentan significantly improves long-term survival[37]. 
Thus, our experimental data, obtained in a rat model of HFpEF associated with RV 
dysfunction and PH, clearly suggest that dual ETAs probably exert beneficial effects on LV 
function and structure in Humans with HFpEF. Furthermore, it must be stressed that 
macitentan prevents the progression of HFpEF since at the moment of initiating treatment, the 
Zucker rat model exhibits only an early LV diastolic dysfunction with preserved systolic 
function and a more delayed RV systolic and diastolic dysfunction,  
Our results clearly show that at least three different mechanisms may be involved in the 
beneficial effects of ET receptors blockade. First, reduction of ET-1–mediated 
vasoconstriction [15] induces both an immediate and a sustained reduction of systolic and 
diastolic BP and of LV EDPVR, participating to the improvement of LV diastolic function. 
This mechanism could also explain the decrease in RV ESP. Second, obesity but also ET-1 
are known to induce ROS production [50, 51]; and ET-1 blockade resulted in a reduced LV 
oxidative stress as observed by the reduction of ROS levels after both short- and long-term 
treatment. Furthermore, reducing ROS production and consequently oxidative stress could 
participate to the improvement of LV diastolic function by enhancing LV relaxation. Indeed 
oxidative stress has been involved in abnormal Ca2+ handling thus impairing myocytes 
relaxation [52]. ROS overproduction has also been associated to exaggerate collagen 
deposition [53, 54] which is known to decrease compliance. Hence, reduction of ROS levels 
by ET receptors blockade could partially explain the reduction of LV collagen deposition 
observed after long-term macitentan treatment. Overall, prevention of cardiac fibrosis 
development strongly contributed to the improvement of LV function observed after long-
term macitentan treatment, as observed with other drugs[33, 55, 56]. The third mechanism 
involved in the improvement of LV diastolic dysfunction could be an increase in nitric oxide 
(NO) bioavailability, as suggested by our results on improved coronary relaxation. Both 
experimental and clinical data demonstrate that NO donors or eNOS enhancers reduced LV 



diastolic dysfunction or LV remodeling [57, 58]. In addition, the decrease in ROS levels could 
also participate to the increase in NO bioavailability. 
Beyond the beneficial effects on cardiac dysfunction, our results show that macitentan 
prevents coronary dysfunction, illustrated by the restoration of endothelium-dependent 
relaxation. This may partly be the consequence of the reduction of vascular ROS production 
and the subsequent increase in vascular NO bioavailability. Furthermore restoration of 
endothelium-dependent relaxation occurs with both short- and long-term macitentan 
treatments, suggesting that it may be at least partly a direct effect, independent of the 
improved cardiac function. Interestingly, even if right coronary function was less impaired 
than left function, macitentan also improved right coronary endothelium-dependent 
relaxation. 
The restoration of coronary relaxation could indirectly contribute to the improvement of both 
right and left ventricular functions, and to the reduced PH. Indeed, both short- and long-term 
macitentan increased LV perfusion, probably leading to reduced tissue hypoxia. It has been 
shown that hypoxia induces ROS production through several mechanisms such as activation 
of NADPH oxidase, decrease in eNOS-to-iNOS ratio or production of local pro-inflammatory 
cytokines [59, 60]. Furthermore ET-1 itself exerts pro-inflammatory actions [61]. We did not 
measure inflammatory cytokines but we observed a reduction in the number of cardiac pro-
inflammatory M1 macrophages after long-term treatment suggesting a decrease in 
inflammatory signals. Thus, the increase in myocardial perfusion could contribute to the 
decrease in ROS production and its consequences. 
In conclusion, in a rat model of HFpEF associated with PH, dual ET receptor blockade with 
macitentan was associated with reduced PH, and improvement of both cardiac and coronary 
function. This suggests that macitentan, already used to treat isolated PH in humans [47, 62], 
might also exert beneficial cardiac and vascular effects in HFpEF associated with PH and thus 
seems to be a promising approach for HFpEF. 
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 Discussion générale 

Les o je tifs de e t avail de th se taie t d’ tudie  les effets de t ois o pos s 

pharmacologiques dans la dysfonction cardiovasculaire associée au SM et plus 

particulièrement sur la dysfonction VG diastolique et la dysfonction endothéliale centrale et 

périphérique. Chacun de ces trois composés pharmacologiques ciblait un système biologique 

activé de manière pathologique ou dysfonctionnant dans les complications cardiovasculaires 

associées au SM à savoir le récepteur minéralocorticoïde, le système endothélinergique et la 

dysfonction mitochondriale. 

Ce travail a permis de mettre en évidence que les dysfonctions diastolique et 

e doth liale asso i es au SM so t d’o igi e ultifa to ielle puis u’elles o t t  a lio es 

pa  l’utilisatio  de t ois ol ules i lant chacune un système biologique dans notre modèle 

de SM. 

Ai si da s les tudes à ou t te e  jou s  et h o i ues  ois  l’i hi itio  du 

système endothélinergique par le macitentan, du récepteur minéralocorticoïde par la 

finérénone et la diminution de la d sfo tio  ito ho d iale pa  l’iméglimine ont permis 

une amélioration des dysfonctions cardiovasculaires observées chez les rats Zucker fa/fa. 

Il est i po ta t de ote  ue l’a lio atio  de la d sfo tio  VG diastoli ue et de la 

fonction endothéliale a été observée dans nos études malgré la persistance de 

l’h pe te sio  a t ielle. E  effet seul le t aite e t ave  le a ite ta  a e t ai  u e 

diminution de la PA alors que les améliorations cardiovasculaires ont été retrouvées dans les 

trois études. Ainsi des mécanismes indépendants de la pression artérielle sont certainement 

i pli u s da s l’a lio atio  de la fo tio  VG diastoli ue et e doth liale. Pa i les 

a is es i pli u s, la di i utio  de p odu tio  d’EROs ous se le tout 

particuli e e t i t essa te puis u’elle a t  et ouv e da s les t ois tudes et peut 

e pli ue  l’a lio atio  de la fo tio  diastoli ue et de la fo tio  e doth liale. 

 

Rôle du stress oxydant dans la dysfonction cardiovasculaire 

associée au syndrome métabolique : 

Le SM et l’IC so t deu  pathologies pou  les uelles o  et ouve u e aug e tatio  de 

la p odu tio  d’EROs. Le st ess o da t est de plus asso i  o  seulement à chaque critère 
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individuel du SM mais aussi avec la survenue de complications cardiovasculaires associées à 

ce syndrome
248

. 

Da s os tudes ous avo s t ouv s u e aug e tatio  de la p odu tio  d’EROs au 

niveau cardiaque chez le rat Zucker fa/fa ai si u’u e di i utio  des it ites plas ati ues 

suggérant une diminution globale de la biodisponibilité en NO
249

. Nos résultats sont 

o fo t s pa  d’aut es uipes ui o t e t u e aug e tatio  des EROs da s le œu 250
, le 

rein
251

 et les vaisseaux
225,252

 dans ce modèle. Il existe plusieurs sources de production d’EROs 

et d’ERNs da s les ellules, telles que la NADPH oxydase, la NOSe découplée et la 

mitochondrie qui peuvent provoquer un stress oxydant. Dans ce modèle il a également été 

o t  ue l’a tivatio  du RM253
 et l’e doth li e254

 entraine une produ tio  d’EROs pa  les 

NADPH oxydases participant à la dysfonction cardiaque et vasculaire. Ainsi nous pouvons 

suggérer que dans nos études avec les antagonistes du RM et des récepteurs ETA-ETB la 

di i utio  de p odu tio  d’EROs est i puta le à u e di i utio  de l’a tivit  de la NADPH 

oxydase ie  ue ous e l’a o s pas d o t . 

Not e tude ave  l’i gli i e a e  out e pe is de ett e e  vide e u e 

i pli atio  des EROs ito ho d iau  da s l’ ta lisse e t des d sfo tio s 

cardiovas ulai es da s ot e od le de SM. E  effet ap s h de t aite e t, l’i gli i e a 

permis de diminuer la production mitochondriale d’EROs et ela tait asso i  à u e 

amélioration non seulement de la fonction diastolique et de la fonction endothéliale mais 

aussi de la perfusion coronaire. Ainsi les EROs provenant des NADPH oxydases mais aussi des 

mitochondries seraient impliqués dans la dysfonction endothéliale et cardiaque observée 

chez le Zucker fa/fa. Cepe da t ous ’avo s pas d te i  da s ette tude si la 

p odu tio  d’EROs pa  d’aut es e z es NADPH o dase, XO, NOSe d oupl e  tait 

également diminuée et participait aux améliorations fonctionnelles. Nous pouvons 

a oi s sugg e  u’u e di i utio  de la p odu tio  d’EROs au iveau ito ho d ial 

peut limiter le « ROS induced ROS release » et li ite  la p odu tio  d’EROs pa  d’aut es 

systèmes. 

Ai si da s os t ois tudes les t aite e ts, e  di i ua t la p odu tio  d’EROs, o t 

e tai e e t pe is de ise  le e le vi ieu  d’u e pa t e  restaurant la biodisponibilité 

en NO et d’aut e pa t e  vita t u e su -activation des systèmes neurohormonaux pro-

vasoconstricteurs et oxydants (SRAA, ET-1). La préservation de la fonction endothéliale 

coronaire mais aussi périphérique via la réduction du stress oxydant participerait à la 
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diminution des dysfonctions VG comme cela a été montré dans différents modèles 

animaux
107,255

. 

Il faut souligner que nos traitements ne permettent pas de restaurer un niveau 

d’EROs o se v  hez les a i au  lean suggérant que le stress oxydant, bien que limité, 

perdure. 

Nous pouvo s sugg e  u’u e o i aiso  e t e deu  t aite e ts i la t ha u  la 

p odu tio  d’EROs soit pa  la ito ho d ie soit pa  la NADPH oxydase pourrait avoir un effet 

s e gi ue su  la di i utio  du st ess o da t. Nous pouvo s suppose  u’u e telle 

association puisse exercer un effet bénéfique plus marqué sur la dysfonction cardiaque.  

 

Rôle des comorbidités dans la dysfonction cardiovasculaire 

associée au syndrome métabolique : 

Les o o idit s et ouv es da s l’ICFEp exacerbent la survenue de complications 

cardiovasculaires et peuvent influencer le pronostic. Il nous a se l  i t essa t d’ value  si 

nos molécules, de par leurs actions respectives sur des cibles biologiques, permettaient au-

delà des améliorations cardiovasculaires de limiter certaines de ces comorbidités. Nous nous 

sommes particulièrement intéressés à la dysfonction rénale avec la finérénone, aux 

pe tu atio s du ta olis e glu idi ue ave  l’i gli i e et à l’h pe te sio  artérielle 

pulmonaire avec le macitentan. 

 La dysfonction rénale 

Chez l’ho e la d sfo tio  ale est et ouv e hez plus de % des patients IC et 

jus u’à % des patie ts ICFEp
256

 et est associée à un mauvais pronostic
257

. La progression 

de la dysfonction rénale est déterminée par le taux de filtration glomérulaire ainsi que par la 

p ot i u ie do t l’aug e tatio  est associée à un mauvais pronostic
258

. De plus chaque 

composant du SM étant associé à l’i suffisa e ale h o i ue259
 la prévalence de cette 

dernière est probablement sous-estimée chez les personnes associant ICFEp et SM.   

E  e ui o e e les a is es i pli u s da s l’ ta lisse e t de la d sfo tio  

ale o  et ouve eu  d jà e a e s da s l’ICFEp associée au syndrome métabolique tel 

ue le st ess o da t, l’i fla atio  et l’a u ulatio  de ollag e. 

U e d sfo tio  ale s’agg ava t ave  l’âge a t  appo t e hez le at )u ke  fa/fa 

par plusieurs équipes
242,260–262

 et a été objectivée dans notre étude par une protéinurie 
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p se te d s l’âge de  se ai es et agg av e à l’âge de 4 semaines. Nous avons 

gale e t et ouv  u e aug e tatio  de l’e p essio  du g e oda t pou  la p ot i e 

nGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), un marqueur de lésion rénale aigue
263

 et 

plus pa ti uli e e t d’o igi e is h ique ou inflammatoire
264

 chez les animaux âgés de 24 

se ai es. Ai si hez le at )u ke  la d sfo tio  ale se ait la o s ue e d’u e 

combinaison entre une atteinte glomérulaire et une inflammation ou ischémie rénale.  

La finérénone a déjà montré, contrairement aux autres ARMs, des effets bénéfiques 

sur la fonction rénale aussi bien hez l’ho e présentant une dysfonction rénale modérée 

asso i e à l’IC183
 ou une néphropathie diabétique

265
 que dans deux modèles de rat

182
. Ainsi 

ous pouvio s ett e l’h poth se ue la fi o e puisse t e fi ue su  la 

dysfonction rénale observée dans notre modèle. Le traitement à long-terme par la 

fi o e a pe is de di i ue  la p ot i u ie et l’e p essio  g i ue de NGAL suggérant 

u e oi d e attei te glo ulai e ai si u’u e du tio  de l’i fla atio /is h ie 

rénale. De manière intéressante ni la perfusion ni la résistance vasculaire rénale ne sont 

modifiées par la finérénone utilisée à une dose de baissant pas la pression artérielle 

sugg a t l’i pli atio  d’u  aut e a is e da s es a lio atio s. U e tude o t e 

u e i pli atio  des EROs da s l’ ta lisse e t de la s l ose glomérulaire et la protéinurie 

chez le rat Zucker fa/fa
266

. Etant donné que la distribution tissulaire de la finérénone est 

sem la le da s le œu  et le ei 182
 il est possible que la finérénone exerce dans le rein des 

effets si ilai es à eu  o se v s da s le œu . Ai si o  peut sugg e  ue et ARM di i ue 

le st ess o da t au iveau al et l’a u ulatio  de ollag e o e da s le œu  

limitant ainsi la glomérulosclérose et par conséquence la protéinurie
267

. Une diminution du 

st ess o da t al pou ait gale e t e pli ue  la di i utio  d’e p essio  de NGAL
268

 

chez les rats traités avec la finérénone. 

Not e tude o t e u’au-delà de ses effets bénéfiques sur la dysfonction 

cardiovasculaire la finérénone semble offrir une protection rénale, ce qui pourrait participer 

à l’a lio atio  fo tio elle a dia ue et ai si fo e  u  e le ve tueu . 

Co e a t l’ tude ave  l’i gli i e ous avo s is l’h poth se ue la ol ule 

pouvait améliorer la dysfonction rénale chez le rat Zucker fa/fa via une modulation de 

l’i suli o sista e et de l’h pe gl ie. Da s ette tude u e aug e tatio  de 

l’al u i u ie a t  o se v e hez les a i au  o  t ait s ai si u’u e alt atio  st u tu elle 

rénale tubulaire et glomérulaire avec, au niveau interstitiel, une accumulation de collagène 
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et u e i fla atio . Le t aite e t pa  l’i gli i e a e t ai  u e di i utio  ais pas u e 

o alisatio  de l’al u i u ie ai si ue de la fi ose sa s d’effets sig ifi atifs su  les 

alt atio s st u tu elles et l’i fla atio . Cette amélioration partielle de la 

structure/fonction rénale peut-être expliquée par différentes manières. Premièrement 

l’h pe te sio  a t ielle et ouv e hez le at )u ke  ’est pas di i u e pa  l’i gli i e et 

contribue certainement à la néphropathie. Deuxièmement malgré une augmentation 

plasmatique des nitrites, suggérant une augmentation systémique de la biodisponibilité en 

NO et donc une réduction du stress oxydant, on ne connait pas le statut oxydatif du rein. En 

effet, o t ai e e t à l’ tude ave  la fi o e, o  e o ait pas la dist i utio  tissulai e 

de l’i gli i e et pa  o s ue t so  a tio  au iveau al ui de plus ’est pas u  o ga e 

insulinosensible. Enfin, le rat Zucker est résistant à la leptine qui est impliquée dans la 

prolifération de cellules endothéliales glomérulaires et dans la protéinurie
269

. On peut 

suppose  ue l’i gli i e e odifie pas la résistance à la leptine qui continuerait alors à 

participer à la dysfonction rénale. 

Pou  o lu e su  le ôle de l’i gli i e da s la d sfo tio  ale, le at )u ke  du 

fait de sa sista e à la lepti e ’est peut-être pas le meilleur modèle pour évaluer un 

pote tiel effet op ote teu  de l’i gli i e. N a oi s l’i gli i e a pe is de 

di i ue  l’al u i u ie ui este u  a ueu  p o osti  da s l’i suffisa e ale et l’IC.  

Perturbation du métabolisme glucidique 

Chez l’ho e l’h pe gl ie et l’i suli o sista e pa ti ipe t à l’ ta lisse e t 

des dysfonctions cardiaque et endothéliale chez les patients avec une ICFEp associée au SM. 

L’i pli atio  des h pe gl ies post-p a diales p olo g es da s l’ ta lisse e t de es 

dysfonctio s a t  ta lie e e  p se e d’u e gl ie à jeu  o ale et ota e t 

via une augmentation du stress oxydant
270

.  

Le modèle de rat Zucker fa/fa est connu pour présenter un état pré-diabétique avec 

une insulinorésistance et une intolérance au glucose sans hyperglycémie à jeun. Nous avons 

retrouvé dans cette étude cet état pré-diabétique avec une hyperinsulinémie, une glycémie 

à jeun semblable à celle des rats lean et une intolérance au glucose. Nous avons voulu 

value  si la estau atio  de la se si ilit  à l’i suli e et au glu ose pa  l’i gli i e pouvait 

induire des améliorations de la fonction cardio-vasculaire dans ce modèle. Notre étude a 

v l  ue l’i gli i e estau e la fo tio  e doth liale et di i ue la d sfo tio  
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cardiaque mais étonnamment dans notre modèle les perturbations du métabolisme 

glu idi ue taie t peu a lio es. E  effet alg  u e di i utio  de l’i tol a e au 

glu ose la tol a e à l’i suli e ’a pas t  a lio e pa  l’i gli i e. Plusieu s fa teu s 

peuve t e pli ue  es sultats o e le fait ue l’i gli i e e odifie i le poids ni la 

o positio  o po elle des a i au . D’aut e pa t u e tude sugg e ue la ol ule agit 

u i ue e t e  situatio  d’h pe gl ie e  amplifiant le signal insuline
234

 expliquant 

l’a se e d’a lio atio  hez des a i au  ave  u e gl ie à jeu  o ale. De plus la 

résistance à la leptine présente chez ces animaux ainsi que leur hyperinsulinémie limite 

l’i te p tatio  des sultats des tests de tol a e à l’i suli e et au glu ose. Ainsi dans 

cette étude les améliorations cardiovasculaires seraient indépendantes du métabolisme 

glucidique et proviendraient principalement de la apa it  de l’i gli i e à di i ue  le 

st ess o da t ito ho d ial. Cepe da t o  peut sugg e  u’u e di i utio  h o i ue du 

temps et des amplitudes des hyperglycémies post-p a diales ave  l’i gli i e puisse 

participer sur le long-terme aux effets cardiovasculaires.  L’hypertension pulmonaire et la dysfonction ventriculaire droite  

Chez l’ho e l’HTP et la d sfo tio  VD so t t s présentes chez les sujets ICFEp et 

d’auta t plus hez eu  p se ta t un SM et aggravent le pronostic. En 2013 un 

médicament, le macitentan, à pour la première fois permis de diminuer la mortalité dans 

l’HTP p -capillaire mais ses effets su  l’HTP post-capillaire ne pas connus. 

Une étude préliminaire dans le laboratoire (non publiée) ayant suggéré la présence 

d’u e HTP chez le rat Zucker fa/fa il se lait i t essa t d’ value  les effets du a ite ta  

dans ce modèle non seulement sur les dysfonctions cardiaques gau he ais aussi su  l’HTP 

et la dysfonction VD. 

Notre étude a confirmé la p se e d’u e HTP hez le at )ucker fa/fa âgé de 24 

semaines ai si u’u e d sfo tio  VD diastoli ue et s stoli ue qui a été corrigée par le 

macitentan. Nous pouvons suggérer que ces améliorations proviennent à la fois des actions 

directes du macitentan au niveau pulmonaire et VD et de ses actions au niveau VG limitant 

l’aug e tatio  passive de p essio  da s les vei es pul o ai es et o pa t le e le vi ieu . 

Ai si le a ite ta  da s u  o te te d’ICFEp associée au SM permet de prévenir 

l’HTP post-capillaire et les dysfonctions VD ce qui pourrait être associé à une augmentation 

de la survie. 
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Rôle des doses de médicaments sur nos résultats 

Concernant les médicaments utilisés dans ces études nous pouvons nous demander 

si les doses et les o e s d’ad i ist atio  utilisés étaient optimaux pour obtenir des 

améliorations marquées des dysfonctions cardiovasculaires dans ce contexte de SM. La 

première question concerne le mélange du traitement avec de la nourriture en poudre chez 

les animaux pour les études avec la finérénone et le macitentan. Ce ode d’ad i ist atio  

étale la prise du médicament sur toute la journée puisque les Zucker fa/fa mangent aussi 

bien le jour que la nuit ce qui peut diminuer la concentration plasmatique du traitement et 

donc potentiellement ses effets. De plus e ode d’ad i ist atio  ’est pas o pati le ave  

u  t aite e t hez l’ho e et il se ait donc i t essa t d’évaluer les effets de ces 

médicaments lors d’u e p ise u i ue ou lors de deux prises par jour. 

Concernant la finérénone une étude précédente a montré que la dose de 1 mg/kg 

pe ettait d’o te i  des effets positifs su  la fi ose, la protéinurie ainsi que les niveaux de 

TGF-β182
. A ette dose la fi o e ’e e e pas d’effet a tih pe te seu  ce qui correspond 

à la li i ue puis ue hez l’ho e les ARMs o t des effets fi ues indépendamment de 

changements dans la PA
166

.Cependant dans ces essais cliniques les ARMs sont utilisés en 

addition des traitements standards (IEC, bétabloquants, ARAII etc.) qui eux permettent un 

contrôle de la PA.  

Nous avons utilisés une dose de 2 mg/kg/j qui ’a pas eu d’effet su  la PA, par 

conséquent même si les animaux jeunes (13 semaines) avaient une PA « physiologique » les 

animaux âgés de 24 semaines étaient hypertendus. Ainsi o  peut sugg e  u’ave  une dose 

de finérénone pe etta t le o t ôle de l’HTA, la dysfonction cardiaque aurait peut-être été 

plus fortement améliorée voire restaurée. De même une dose différente de finérénone 

aurait peut-être pe is d’e p he  la p ot i u ie ui a t  di i u e ais pas o alis e. 

Concernant l’ tude ave  l’i gli i e, la dose utilisée dans notre étude (150 

mg/kg/BID) a t  hoisie su  la ase d’u e tude p de te montrant que cette dose 

permet de o alise  les tests de tol a e au glu ose et à l’i suli e su  des sou is C5 BL/  

et des rats Sprague Dawley rendus insulinorésistant par un régime riche en graisse et en 

fructose
234

. Les études pharmacocinétiques ont montrées que la demi-vie de l’i gli i e 

est comprise entre 12
 
et 20 heures et que ses effets sont visibles après une heure, 

l’administration du traitement par gavage ati  et soi  pe ettait do  d’avoi  u e 

ouve tu e su  l’e se le de la jou e. Avec cette dose les fonctions vasculaires centrales 





128 

 

 Conclusions 

Nos travaux ont pu mettre en évidence une augmentation du stress oxydant asocié 

aux dysfonctions cardiaques et vasculaires da s u  od le d’ICFEp associé au SM. 

Néanmoins nous ne savons pas si le stress oxydant participe à l’ ta lisse e t de es 

dysfonctions ou en est la conséquence. 

Cependant les th apeuti ues pe etta t d’e p he  e st ess o da t se le t 

p o etteuses da s ette pathologie. Le a ite ta , la fi o e et l’i gli i e so t des 

traite e ts d’auta t plus i t essa ts u’ils pe ette t de di i ue  le st ess o da t tout 

e  a lio a t e tai es o o idit s asso i es à l’ICFEp et au SM.   
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