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Avant-propos

L’infarctus aigu du myocardique est un probléme majeur de santé publique par son
incidence relativement élevée y compris dans la population active et par le risque d’évolution vers
I'insuffisance cardiaque chronique. La charge en soins et le colit pour I'assurance maladie sont trés

élevés aussi bien en aigu qu’en chronique.

La proportion d’infarctus aigu du myocarde évoluant vers le choc cardiogénique est plutot
faible, de 5 a 10%, mais du fait de la forte incidence de la pathologie coronaire cela concerne un
grand nombre de patient. La prise en charge de ces patients requiert des ressources en soins tres
avancées avec un plateau technique pluridisciplinaire de cardiologie interventionnelle, de
chirurgie cardiaque et d’anesthésie-réanimation spécialisée. Une organisation sanitaire du
territoire est nécessaire pour mettre en réseau les structures de proximités, les centres
intermédiaires proposantla coronarographie et les structures spécialisées de niveau 3 en tant que
centres de références et/ou de recours. Malgré les avancées médicales, technologiques et

organisationnelles, la mortalité du choc cardiogénique reste tres élevée.

Les enjeux de la prise en charge du choc cardiogénique sont multiples. Tout d’abord la
précocité du diagnostic est primordiale. L’existence d'un « pré-choc » est méme recherchée pour
anticiper la survenue du choc cardiogénique. Ensuite la revascularisation myocardique en
urgence est essentielle pour la préservation du capital myocardique. En parallele, le traitement
doit permettre de restaurer un débit et une pression suffisante pour prévenir ou limiter la
survenue de défaillance d’organes. La situation hémodynamique peut se dégrader en quelques
minutes avec effondrement du débit cardiaque. La survenue d’un arrét cardiaque est fréquente
dans ce contexte. La mise en place immédiate d'une assistance circulatoire mécanique temporaire
est la seule solution en cas de choc réfractaire ou d’arrét cardiaque pour tenter d’éviter le déces.
Enfin, une attention particuliere devrait étre portée a la protection myocardique des que les

fonctions vitales sont assurées afin de favoriser la récupération myocardique.

La transposition des problématiques cliniques observées au cours de la réanimation des
chocs cardiogéniques vers la recherche fondamentale est essentielle pour comprendre les
mécanismes impliqués et rechercher des pistes thérapeutiques nouvelles. La microcirculation est
un élément essentiel a prendre en compte au cours de la réanimation des états de chocs avec une
influence majeure sur le risque de défaillance d’organes et sur la mortalité. Cependant les moyens
thérapeutiques agissant de facon favorable ou néfaste sur la microcirculation au cours du choc
cardiogénique sont mal connus. La recherche d’'un modele animal de choc cardiogénique post-

infarctus a été a l'origine de mon projet de These.
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INTRODUCTION
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1. Infarctus du myocarde et choc cardiogénique

1.1.Incidence et pronostic de I'infarctus du myocarde en santé humaine

L'infarctus aigu du myocarde (IDM) demeure la principale cause d'insuffisance cardiaque et
représente une cause majeure de déces dans le monde?2. Selon les recommandations de la Société
européenne de cardiologie3, la fraction d'éjection ventriculaire gauche (FEVG) a 40% est
considérée comme un seuil pour définir l'insuffisance cardiaque a fraction d'éjection réduite
(HFrEF) par rapport a l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée (HFpEF) quand la
FEVG est supérieure a 50% et l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection intermédiaire
(HFmrEF). L'occlusion des artéres coronaires principales a comme conséquence une réduction
aigue de la FEVG susceptible de mener au choc cardiogénique (CC). Chez I'homme, le CC se produit
dans 5 a 8 % des syndromes coronariens aigus avec élévation du segment ST hospitalisées, mais
elle est responsable de 40 a 50 % de mortalité et nécessite des ressources médicales élevées dans
les unités de soins intensifs avec une lente amélioration de la survie au cours des derniéres
décennies*-6. La revascularisation myocardique précoce, dans les 6 heures suivant'apparition des
symptoémes, est la seule thérapie ayant montré une réduction de la mortalité’. L’angioplastie
coronaire percutanée est préférable quand celle-ci peut étre réalisée dans les deux heures suivant
le diagnostic d’infarctus du myocarde avec élévation du segment ST8. Cependant, en cas
d’instabilité hémodynamique pouvant conduire rapidement au CC ou a I'arrét cardiaque, la mise
en place d’'une assistance circulatoire mécanique préalable peut étre discutée. En particulier,
I'assistance mono-ventriculaire gauche par décharge directe du ventricule gauche (VG) avant

revascularisation pourrait étre bénéfique en réduisant la taille de I'infarctus®10.

1.2. Physiopathologie du choc cardiogénique

L’insuffisance cardiaque évolue vers un CC lorsqu’a la dysfonction cardiaque primaire

s’associe une hypoperfusion tissulaire responsable d’'une inadéquation entre les apports et les

13



besoins en oxygene3. Cette hypoperfusion tissulaire se traduit par 'apparition d’'une acidose
lactique a la suite du développement d’'un métabolisme anaérobie pour tenter de maintenir
I'approvisionnement énergétique des cellules. Les dysfonctions d’organe sont rapidement
associées a cet état de choc entrainant des manifestations clinico-biologiques évocatrices et
menagant le pronostic vital. Les criteres de CC en clinique humaine peuvent varier d'une
publication a I’autre mais la signification globale reste assez proche. Le CC est défini par la Société
Européenne de Cardiologie (ESC) par une hypotension persistante (pression artérielle systolique
inférieure a 90 mmHg ou nécessité de vasopresseurs) avec un index cardiaque inférieur a 2,2
L/min/m2 malgré une pression de remplissage adéquate ou élevée et par des symptomes
d'hypoperfusion d’organes cibles (c.-a-d. altération de 1'état mental, oligurie, vasoconstriction

périphérique, augmentation du lactate)**!

. Le CC est souvent associé a des dommages
myocardiques étendus, mais il existe un chevauchement substantiel des tailles d'IDM entre les
patients présentant un CC et ceux sans état de choc!2. Dans 1'essai «<SHOCK», la distribution de
FEVG variait de 17 a 43 % pour les patients inclus avec un CC, mais de nombreux autres études
sur I'IDM ont observé une réduction similaire de FEVG pour des patients sans CCL7. Néanmoins,
une insuffisance cardiaque aigué (ICA) avec FEVG inférieure a 40 % est plus souvent associée au

CC.

Le choc cardiogénique évolue habituellement selon deux profils hémodynamiques plus ou
moins intriqués (Figure 1). La réduction aigue du débit cardiaque induit une réponse
vasoconstrictrice impliquant le systéeme sympathique et les hormones vasoactives (angiotensine
II, vasopressine), afin de maintenir la pression de perfusion des organes a forte autorégulation
mais en sacrifiant la perfusion de certains territoires. Inversement, I'IDM aigu et I'hypoperfusion
tissulaire peuvent mener a un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) et
augmenter l'expression de la NO synthase inductible, qui sont tous deux responsables d’'une

vasodilatation inadéquatel.13.14,
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Figure 1 : Physiopathologie du choc cardiogénique.

(A) Approche physiopathologique classique du choc cardiogénique. (B) Nouveau paradigme du
choc cardiogénique (modifié d’apres Reynolds et al, 2008). SEV, systolic ejection volume ; CO,
cardiac output; MAP, mean arterial pressure; PWP, pulmonary wedge pressure ; LVEDP, left
ventricular end diastolic pressure.

1.3. Conséquences microcirculatoires

La microcirculation correspond a la circulation sanguine dans le réseau vasculaire distributif
représenté par les artérioles terminales, les capillaires et les veinules, par opposition a la
macrocirculation qui représente l'état hémodynamique observé dans les gros vaisseaux.
L’altération de la microcirculation, conduisant a une baisse de la délivrance en oxygene aux tissus,
peut étre généralisée comme dans les états de choc septique avec un défaut majeur d’extraction
en oxygene de 'hémoglobine vers le tissu interstitiel. L’atteinte microcirculatoire dans le CC est
généralement d’abord localisée, touchant des territoires non prioritaires pour 1'organisme tels
que la peau, les muscles et le tractus digestif. La baisse de débit cardiaque et/ou de pression
artérielle, bien que d’autres mécanismes (SIRS) puissent co-exister, sont souvent a I'origine de
cette altération de la microcirculation dans le CC par suite d’'une réponse vasoconstrictrice
permettant de redistribuer le débit sanguin vers les organes nobles. La dysfonction

microcirculatoire peut persister malgré la restauration d’un état macrocirculatoire satisfaisant, ce
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qui traduit une perte de la cohérence entre micro et macrocirculation. Cependant, les mécanismes
impliqués dans la défaillance multiviscérale chez les patients en CC restent largement méconnus.
Une altération de la perfusion mésentérique au niveau microvasculaire, modulée par la sévérité
de l'insuffisance cardiaque, par le degré de SIRS, et par I'administration d’agents vasoactifs,
pourrait jouer un role important dans la pathogénése de la défaillance multiviscérale et la

persistance du choc!*.
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Figure 2 : Métabolisme du lactate et du glucose dans I'organisme.
D’aprés Kubiac et al, 2018. ¢/mLDH, cytosolic/mitochondrial lactate dehydrogenase; PDH,
pyruvate dehydrogenase; TCA, tricarboxylic acid cycle; NAD+, nicotinamide adenine dinucleotide.

Différents parametres permettent d’évaluer I'’hypoperfusion tissulaire. Parmi ceux-ci,
I'augmentation du lactate sanguin, reflétant le métabolisme anaérobie mis en jeu (Figure 2)15.16,
est communément utilisé pour détecter 'hypoxie tissulaire et suivre son évolution. L’oxygénation
tissulaire peut étre mesurée directement par spectrométrie en proche infrarouge (NIRS) dans les
tissus superficiels. L’analyse du contenu microvasculaire en oxygene par NIRS est fiable et facile a
réaliser de fagon non-invasive. La diminution du contenu microvasculaire en oxygene de ces tissus

a une valeur pronostique intéressante au cours des différents états de choc, y compris le CC17-19,
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Figure 3: Application de la spectrométrie proche infrarouge au niveau de I'’éminence
thénar pour monitorage de I'oxygénation tissulaire (St02).

(A) Capteur pour appareil Inspectra 650™ (Huchinson technology) et fenétre d’échantillonnage
tissulaire entre 1 et 1,5 cm de profondeur. (B) Différences d’absorption entre l'oxy- et
désoxyhémoglobine en fonction des longueurs d’onde utilisées par le moniteur Inspectra 650™.
(C) Variation de la StO; au cours d'un test d’occlusion vasculaire avec mesure de la pente de
reperfusion (RS-StO2). (D) Tests d’occlusion successifs chez un patient en postopératoire de
transplantation cardiaque en choc cardiogénique (défaillance aigué du greffon) traité par
catécholamines et assistance circulatoire (ECMO-VA)

17



Au cours d'une étude clinique préliminaire, nous avons observé que les parameétres
d’oxygénation de I'éminence thénar en réponse a un test d’ischémie-reperfusion (Figure 3) chez
des patients en CC était fortement associée aux défaillances d’organe et permettait de prédire
efficacement la mortalité hospitaliére, en particulier lorsque la pente de re-saturation en oxygéne

post-ischémique restait inférieure a 3,5%/s apres 12h d’optimisation thérapeutique (Figure 4)20.
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Figure 4 : Valeur pronostique de la pente de reperfusion mesurée par la St0O-.

Modifié d’apres Gaudard et al, 2012 (abstract au congres de 'ESICM 2012), série de 38 patients
en choc cardiogénique. (A) Courbe actuarielle de survie de Kaplan-Meier, censurée a 6 mois,
comparant les patients ayant une pente de reperfusion a H12 > ou < 3,5%/s. (B) Courbe ROC
(Receiver Operating Characteristics) montrant la relation entre sensibilité et 1-spécificité de la
pente de reperfusion a H12 pour prédire la mortalité.

D’autre part, une exploration anatomique de la microcirculation est possible grace au
développement de nouvelles techniques de visualisation directe comme la vidéo-microscopie
intra-vitale « sidestream dark field » (SDF) ou «incident dark field » (IDF). En particulier, la
microcirculation sublinguale est fréquemment évaluée en raison de sa bonne accessibilité et de sa
corrélation étroite avec la perfusion splanchnique?!. Dans le CC, les altérations de Ia
microcirculation observées sont notamment une diminution de la densité des vaisseaux, de la
proportion de capillaires perfusés et du débit microvasculaire22. Den Uil et collaborateurs ont

rapporté qu'une diminution de la densité de capillaires perfusés sublinguale, a I'inclusion ou apres
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traitement était associée au développement d'une défaillance multiviscérale et qu'elle était un

facteur prédictif d’évolution défavorable chez les patients atteints de CC post-IDM (Figure 5)23.
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Figure 5: Valeur pronostique de la microcirculation sublinguale dans le choc
cardiogénique.

Visualisation de la microcirculation sublinguale par microscopie intra-vitale SDF d’apres Jung et
al, 2015: (A) microcirculation normale, (B) microcirculation altérée. (C) Courbe de survie de
Kaplan-Meier stratifiée selon la densité de capillaires perfusés a l'inclusion. (D) Courbe de survie
de Kaplan-Meier stratifiée selon la densité de capillaires perfusés a I'inclusion et a 24h (low si <
médiane, high si > médiane). PCD, perfused capillary density.

1.4. Principes thérapeutiques

1.4.1. Larevascularisation myocardique

En cas de CC, seule la revascularisation myocardique précoce, en particulier par angioplastie-
stenting coronaire percutanée (ACP), a permis de réduire la mortalité du CC post-IDM ces 20
derniéres années depuis I'étude SHOCK?. Les patients ayant une revascularisation dans les 6
heures par ACP ou par pontage coronaire chirurgical avaient une meilleure survie a 6 mois et a
long terme que les patients ayant une stratégie de stabilisation initiale et revascularisation

tardive?4. Plusieurs registres et métanalyses ont confirmées ces résultats conduisant a une
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recommandation des sociétés savantes, comme par exemple 'ESC, indiquant une stratégie de
revascularisation dans les 12 heures en cas d'IDM avec élévation du segment ST quelle que soit la
situation (classe I, niveau A) ou en cas de CC avec syndrome coronaire aigu sans élévation du
segment ST (classe I, niveau C)8. En cas de lésions coronaires multiples, la revascularisation
complete est encouragée (recommandation IIA C). Cependant une étude récente, CULPRIT-
SHOCK, a montré un bénéfice a ne traiter immédiatement que la l1ésion coupable par rapport a une
revascularisation multiple initiale?5. Mais cette stratégie reste débattue dans certains cas
particuliers de lésions sub-occlusives d’arteres coronaires principales avec réduction du flux,
notamment si le patient est sous assistance circulatoire. En pratique courante, la revascularisation
chirurgicale est réalisée en urgence dans moins de 5% des cas, bien qu'il n’y ait pas de preuve de

différence d’efficacité par rapport a 'ACP4.

1.4.2. Les traitements pharmacologiques

La présentation hémodynamique du CC post-IDM comprend une dysfonction cardiaque avec
ou sans baisse des résistances vasculaires systémiques!#. Les traitements vasopresseurs et/ou
inotropes sont utilisés a la dose minimale et le moins longtemps possible pour tenter de restaurer
la perfusion systémique. Pour corriger rapidement la pression artérielle, la noradrénaline est le
traitement de premieére intention32¢. Elle est considérée comme un traitement ino-constricteur
permettant d’augmenter également l'index cardiaque et l'index de puissance cardiaque,
contrairement a la vasopressine qui n‘augmente que la pression artérielle?’. Le traitement par
noradrénaline seule a montré une amélioration de la pression artérielle, de la fonction cardiaque
et de 'oxygénation tissulaire dans un modeéle de CC ischémique chez le cochon28. L’ajout d'un
agent inotrope positif peut aider a améliorer le volume d’éjection systolique apreés stabilisation
hémodynamique par le traitement ino-constricteur. Le traitement par de la dobutamine débutée
a faible dose (2pg/kg/min) doit étre considéré en cas de débit cardiaque bas3426 mais est associé
a un risque accru d’arythmies et entraine une augmentation de la consommation en oxygene du
myocarde (Figure 6). Les autres catécholamines (dopamine, adrénaline) ne sont pas

recommandées en raison de leur moindre efficacité et/ou de leurs effets secondaires importantss3.
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Figure 6 : Mode d’action des inotropes.
Modifié d’apres Mebazaa dans « Anesthésie en chirurgie cardiaque », JL. Fellahi, éditions Arnette
2006.

L’utilisation de I'adrénaline dans le CC post-IDM est associée a plus de chocs réfractaires et a
un triplement du risque de déces2930. Parmi les agents ino-dilatateurs, le levosimendan a la
particularité de ne pas augmenter la concentration cytosolique en calcium mais agit en
augmentant la sensibilité des myofilaments au calcium, ce qui permet un effet inotrope sans
majorer la consommation énergétique du myocardique, nécessaire aux mouvements calciques
(Figure 6). Il n'y a pas de preuve suffisante pour recommander son utilisation en premiére
intention dans le CC sauf dans le cas d’'un traitement préalable par béta-bloquants3. Les inhibiteurs
de phosphodiestérase ne doivent pas étre utilisés en premiére intention et semblent inférieurs au

lévosimendan en cas de choc réfractaire aux catécholamines?6,
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1.4.3. Les assistances circulatoires mécaniques temporaires

En I'absence de contre-indication, il semble logique de considérer le recours aux assistances
circulatoires mécaniques en cas de CC réfractaire aux catécholamines plutét que d’augmenter le
support pharmacologique (recommandation ESC IIb grade C)3. En effet, le traitement par
catécholamines comprend de sérieuses limites telles que les troubles du rythme, I'augmentation
de consommation en oxygene du myocarde et une efficacité insuffisante en tant que support
circulatoire définissant un choc réfractaire3!. Les dispositifs d’assistance circulatoire percutanés
communément utilisés de nos jours sont 'ECMO veno-artérielle (ECMO-VA), pour « extra-
corporeal membrane oxygenation », et les microturbines Impella™ (Figure 7). Le ballon de
contre-pulsion intra-aortique n’est plus recommandé dans le CC depuis I'étude IAPB-Shock 11332,
Le Tandem-Heart™, qui est une assistance mono-VG comprenant une canule trans-atrio-septale
déchargeant les cavités gauches et une canule de réinjection artérielle fémorale, n’est pas

distribué en France.

L’ECMO-VA est la technique de choix dans cette indication33 car elle procure une assistance
circulatoire globale jusqu'a 100% du débit cardiaque théorique, avec oxygénation et est
rapidement mise en place par voie périphérique. Cependant cette circulation extracorporelle
présente aussi des inconvénients en opposant une post-charge importante au VG défaillant et en
réduisant, voire en abolissant, la circulation pulmonaire et le flux sanguin dans les cavités
cardiaques. Le maintien d'un traitement inotrope sous ACMt est souvent nécessaire pour
maintenir une éjection du VG. La pompe de type Impella est basée sur une micro-turbine montée
sur cathéter et positionnée a travers la valve aortique. Elle procure un support circulatoire mono-

VG via une décharge directe en volume du VG, ce qui améliore la balance énergétique du myocarde.

22



A IABP Impella TandemHeart ECMO

Mécanisme Pneumatique Pompe axiale Pompe axiale Pompe axiale Pompe centrifuge
Verllmcule(s) Gauche Gauche Gauche Gauche Gauclie Sediok
assisté(s) (+ poumon)
Support
hémodynamique 0,5-1 1-2,5 1-3,5 -5 1,546
(/min)
Décharge du Qul oul oul oul NON
Ventricule gauche en pression en volume en volume en volume Risque surcharge
Percutanée ou
Implantation Percutanée Percutanée Percutanée Chirurgicale chirurgicale
+ perfusionniste
Colit (€) 800 8000 12000 14000 1000-2500
VA-ECMO
4 diagram
Venous Arterial
cannula cannula
(Sv02) (8a02)

Arterial

&

Heat
exchanger

reperfusion
line
-
Centrifugal
pump %l

Figure 7 : Les principaux dispositifs d’assistance circulatoire mécanique temporaire.

(A) Les appareils d’assistance percutanés dans le choc cardiogénique d’aprés Werdan et al, 2014
(IABP, intra-aortic balloon pump). (B) Comparaison des dispositifs d’assistance circulatoire. A
noter que le ballon de contre-pulsion intra-aortique (BCPIA) n’est plus considéré a proprement
parlé comme une assistance circulatoire. p-VA ECMO, « extra-corporeal membrane oxygenation »
veno-artérielle périphérique. (C) Schéma de fonctionnement d’'une ECMO-VA. SvO,, saturation
veineuse en oxygene; Sa0, saturation artérielle en oxygéne. (D) Trajet d'une pompe Impella
insérée par I'artére fémorale droite et positionnée de part et d’autre de la valve aortique.
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L’Impella CP™ permet un débit jusqu’a 3,5 I/min et peut étre implantée par voie percutanée tandis
que I'Impella 5.0™ peut atteindre 51/min mais nécessite une mise en place chirurgicale. L'Impella
peut étre utilisée seule en cas de défaillance VG isolée ou combinée a une ECMO-VA pour assurer
une décharge ventriculaire et éventuellement un relais d’assistance3435. Les contre-indications a
l'utilisation de ces techniques d’assistance circulatoire plus ou moins couteuses sont I'dge
supérieur a 65-70 ans, les comorbidités importantes (menacant le pronostic vital a 6 mois),
I'existence d’'une limitation thérapeutique ou l'absence de perspective de récupération ou de

projet thérapeutique a long terme.

2. Systeme vasopressinergique

2.1.L’arginine vasopressine

L’arginine-vasopressin (AVP), également connue sous le nom d’hormone anti-diurétique, est
un nonapeptide (masse moléculaire 1084 Daltons) synthétisé dans I'hypothalamus et stocké dans

la neuro-hypophyse.

- Vasopressin Neurophysin I

l Signal Peptidase

Vasopressin Neurophysin II
Prohormone
Convertase
Vasopressin Neurophysin II
(not stable ex vivo) (very stable ex vivo

Figure 8 : De la pré-prohormone a la vasopressine et copeptine.
Le dosage immunologique en sandwich utilise 2 anticorps dirigés contre la séquence d’acides
aminés de la portion C-terminale du précurseur. D’aprés Bankir et al, 2017.
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Figure 9 : Systéme vasopressinergique et sites d’action via les récepteurs Vi, V2 et V1.

La libération de vasopressine est stimulée par différents signaux régulés par '’hypothalamus. En
plus des organes cible classiques (reins avec le récepteur V2 et cellules musculaires lisses
vasculaires avec le V1a), de nombreux autres organes expriment des récepteurs pour la
vasopressine. Parfois plusieurs types de récepteurs sont exprimés dans un méme organe. Modifié
d’apres Bankir et al, 2017.

La pré-pro-vasopressine est la prohormone contenant I’AVP, la neurophysine II et la copeptine,
qui sont scindées au cours de leur cheminement dans la tige pituitaire et libérés dans la circulation
sanguine en quantité équimolaire3é (Figure 8). Seulement 10 a 20% de I’AVP synthétisée est préte
a étre libérée immédiatement sous forme stockée dans les vésicules. Le processus de synthése,
transport et stockage prend 1 a 2 heures. La demi-vie plasmatique de la vasopressine est trés
courte, de'ordre de 5 a 10 min. Elle est métabolisée par des vasopressinases hépatiques et rénales
et est éliminée par filtration rénale. La concentration plasmatique physiologique de vasopressine
est trés basse (0 a 3 pg/ml soit environ 3.10-12 M).
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Le principal stimulus de libération de vasopressine est I'augmentation de l'osmolalité
plasmatique et en particulier en cas d’hypernatrémie. Les autres stimuli sont I’hypovolémie
efficace, 'hypotension artérielle sévere et les situations de stress3’ (Figure 9). De faibles
augmentations d’osmolalité plasmatique entrainent une augmentation rapide de la sécrétion de
vasopressine mais dans de faibles proportions (5 a 15 pg/ml). Les faibles changements de volume
sanguin efficace et de pression artérielle ont peu d’effet sur la libération de vasopressine. Mais a
partir de 20% de réduction du volume efficace ou de la pression artérielle, le taux plasmatique de

vasopressine augmente fortement a plus de 20 ou 30 fois la normale3s.

2.2.Les récepteurs

L'action de I'AVP est médiée par trois récepteurs vasopressinergiques Vi,, Vi, (aussi appelé
V3) et Vy, et le récepteur de I'ocytocine, qui appartiennent tous a la famille des récepteurs couplés
a la protéine G et sont retrouvés dans de nombreux organes (Figure 9)**%*, Les effets suivant
I'activation du récepteur V; sont médiés par '’AMP cyclique, tandis que les effets médiés par
I'activation des récepteurs Vi, ou Vi, sont médiés par le signal calcique. L'action hémodynamique
de I'AVP est majoritairement assurée par le récepteur Vi, dans le muscle lisse vasculaire, induisant
une vasoconstriction, et par le récepteur V, dans le tubule distal rénal et le tube collecteur
stimulant l'absorption de l'eau. Le récepteur Vi, a également une action hémodynamique
indirecte par son interaction avec le systéme catécholergique au niveau surrénalien et avec le
systeme ACTH-glucocorticoide au niveau de I'hypophyse antérieure, tandis que le récepteur Vi,
interagit également avec le systeme rénine-angiotensine3? (Figure 10). Des récepteurs Via sont
ainsi présents dans le rein et des récepteurs V; sont exprimés dans I'’endothélium vasculaire ou ils
jouent un role vasodilatateur par induction de la formation d’oxyde nitrique (NO). L’intensité de
la vasoconstriction induite par l'activation du récepteur Vi, dans les cellules musculaires lisses
vasculaires dépend du lit vasculaire concerné dans la circulation systémique (cutanée, musculaire,
splanchnique, rénale, coronaire...) mais l'effet vasodilatateur prédomine dans la circulation

pulmonaire ot les récepteurs Vi, sont peu exprimés. L’AVP est également un agoniste partiel des
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récepteurs de 'ocytocine, présents dans le myometre, les cellules musculaires lisses mais aussi
dans les cellules endothéliales et dans le coeur (ou ils stimulent la libération du facteur atrial

natriurétique)#9.

@ — Renin
1
Sz

ACE

| P

F I ! a
Vascular Sympathetic Baroreflex ‘ Na*
reabsorption

contraction nerve activity sensitivity
\ L )

Body fluid
retention

| Vascular : o
dilation g
—

AVP

Figure 10 : Contributions de ’AVP et de ses récepteurs dans la régulation pour le maintien
de la pression artérielle.

Les 3 types de récepteurs de 'AVP sont impliqués dans I'homéostasie de la pression artérielle. Par
les récepteurs Vi, I’AVP régule la vasoconstriction, la libération d’aldostérone et glucocorticoides
a partir des glandes surrénales, la production rénale de rénine et I'activité nerveuse sympathique
etle baroréflexe dans le systéme nerveux central. D’apres Koshimizu et al, 2012. Via les récepteurs
Vip, 'AVP stimule la production d’ACTH et de catécholamines. De plus I'’AVP joue un réle crucial
dans le contréle de la pression artérielle en maintenant une rétention hydrique via le récepteur
V; etlavoie de 'aquaporine 2 (AQP2) tandis que I’AVP stimule une vasodilatation via le récepteur
V; exprimé dans I’endothélium vasculaire.
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2.3.Les principaux ligands des récepteurs vasopressinergiques

L’AVP et I'ocytocine sont les ligands natifs des récepteurs de la vasopressine et de I'ocytocine
avec des affinités différentes. L’affinité de I'AVP pour les 3 sous-types de récepteurs
vasopresinergiques humains et le récepteur humain de l'ocytocine est du méme ordre de
grandeur avec une valeur de K; comprise entre 1 et 1,7 nM. L’affinité de l'ocytocine pour le
récepteur Vi, est 10 a 100 fois plus faible que celle de ’'AVP ou que celle pour le récepteur de

I'ocytocine394L,

Parmi les nombreux ligands agonistes et antagonistes, peptidiques et non peptiques, connus
comme agissant sur les récepteurs vasopressinergiques+42, nous évoquerons seulement ceux
intéressants cette étude. La terlipressine (TLP) est un peptide synthétique agissant comme une
prodrogue apres métabolisation par des exopeptidases en Lysine-Vasopressine (LVP) avec un
effet biologique prolongé*3. La TLP est présentée comme un agoniste sélectif du récepteur Vi, via
sa conversion en LVP. Cependant la TLP a une activité intrinséque agoniste partielle sur le
récepteur Vi, et agoniste compléte sur le les récepteurs V; et Vip, avec cependant une affinité
beaucoup plus faible que celle de la LVP%. Le SR-49059, commercialisé sous le nom de
relcovaptan, est un antagoniste non-peptidique du récepteur Vi, décrit pour la premiére fois en
199345, Le Ki du SR-49059 pour le récepteur Vi, humain est de 6 nM et pour le Vi, murin de 2 nM,
tandis que l'affinité pour les autres récepteurs de la vasopressine est 50 a 100 fois plus faible4. Le
relcovaptan a montré des effets bénéfiques dans des indications spécifiques comme la maladie de

Raynaud et les dysménorrhées mais n’a pas été étudié dans l'insuffisance cardiaque?.

2.4.Régulation

La régulation osmotique de la production et sécrétion de vasopressine est contrélée par des
osmorécepteurs périphériques (région de la veine porte hépatique) et centraux (région
antérieure du 3° ventricule) qui détectent respectivement les effets précoces de I'alimentation sur

I'osmolalité et les changements d’osmolalité systémique. De plus, les neurones magnocellulaires
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hypothalamiques sont dépolarisés directement par les conditions hypotoniques, entrainant une
baisse de la sécrétion de vasopressine. Il existe une relation linéaire entre l'augmentation
d’osmolalité plasmatique et la concentration plasmatique de vasopressine. Ce systeme est capable
de maintenir 'osmolalité plasmatique dans des limites étroites entre 284 et 295 mOsmol/kg ou
une faible variation de vasopressine plasmatique est suffisante pour modifier la concentration

urinaire4’,

Dans les conditions physiologiques, la baro-régulation joue un réle moins important que
I'osmo-régulation. Cependant la baro-régulation entre en jeu quand la pression artérielle baisse
de plus de 10 a 20%. Les barorécepteurs situés dans l'oreillette gauche et le ventricule gauche
détectent des changements de volume sanguin, alors que les barorécepteurs de la crosse aortique
etdu sinus carotidien sont sensibles aux changements de pression artérielle. En cas d’hypotension
artérielle aigué, il existe une relation exponentielle inverse entre la concentration plasmatique de
vasopressine et la baisse de pression artérielle moyenne, ce qui peut engendrer des taux beaucoup
plus élevés de vasopressine que lors de la régulation osmotique. L’hypovolémie sévére n’influence
la sécrétion de vasopressine que si elle est accompagnée d’une baisse de pression artérielle. Il est
a noter que '’hypotension altere la relation entre osmolalité plasmatique et vasopressine de telle
sorte que des concentrations plus élevées de vasopressine sont nécessaires pour maintenir

I'osmolalité4s,

La synthése et la sécrétion de vasopressine sont contrdlées par plusieurs boucles de
rétrocontrole. Outre la régulation précise de la sécrétion de vasopressine en fonction de
I'osmolalité, I'augmentation du taux de glucocorticoides, induite par la stimulation des récepteurs
Vip et la production d’ACTH, inhibe la sécrétion de vasopressine?. La sécrétion de vasopressine
est inhibée par la stimulation positive des barorécepteurs en cas d’augmentation de la pression
artérielle par I'activation de la voie inhibitrice GAGAergiques°. La vasopressine elle-méme induit
la désensibilisation des récepteurs V1a et V2 par phosphorylation, inhibant I'interaction avec la
protéine G. Cette désensibilisation est accompagnée par l'internalisation et la séquestration des

récepteurs a l'intérieur de la cellule. Ce processus est rapide pour les récepteurs Vi, qui sont
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également rapidement recyclés. La désensibilisation et le recyclage sont plus lents pour les

récepteurs V.

2.5.Implications cliniques

2.5.1. Pathologies associées a une dérégulation du systeme vasopressinergique

Le syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone anti-diurétique est caractérisé par une
hyponatrémie, une osmolalité urinaire augmentée par rapport au plasma, une natriurése normale
et une volémie normale ou basse. Les mécanismes de dérégulation de la sécrétion de vasopressine
en fonction de 'osmolalité varient selon les étiologies (syndrome paranéoplasique de certaines
tumeurs produisant de la vasopressine, pathologie pulmonaire, désordre neurologique). Le
traitement comprend la restriction hydrique, des antagonistes du récepteur V; et 'entrainement

d’une diurese osmotique.

L’insuffisance cardiaque congestive est un syndrome complexe avec une physiopathologie
combinant des désordres hémodynamiques et déséquilibre hormonal. Dans cette situation
pathologique, les taux plasmatiques de vasopressine sont augmentés malgré la distension atriale,
I'hyponatrémie et hypo-osmolalité qui auraient dues normalement inhiber la sécrétion de
vasopressine. L’hyponatrémie et I'élévation de vasopressine sont associées a un mauvais
pronostic dans l'insuffisance cardiaque5!-53. La stimulation des récepteurs Vi, aboutit a une
augmentation des résistances vasculaires systémiques et de la postcharge VG. La stimulation des
récepteurs V, contribue a la rétention hydrique. Cependant, les essais thérapeutiques avec des
antagonistes spécifiques du récepteur V, ont échoué a améliorer le pronostic de ces patients54. Les
mécanismes expliquant la persistance de taux élevés de vasopressine plasmatique sontincertains.
La baisse du débit cardiaque peut conduire a une baisse de la pression artérielle détectée par les
barorécepteurs qui déclenchent la sécrétion de vasopressine. Cette situation de stimulation
chronique du systéme vasopressinergique expose a un risque accru de vasoplégie liée a une
insuffisance relative de réponse en vasopressine en cas de stimulation aigué comme par exemple

lors du sepsis ou de la circulation extracorporelle en chirurgie cardiaque>5-57. Un essai randomisé
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contrdlé portant sur des patients avec syndrome vasoplégique post-chirurgie cardiaque a montré

I'effet bénéfique de faibles doses de vasopressine (0,01 a 0,06 Ul/min) comparés a la

noradrénaline sur la survenue de complications a de déces a 30 jours de la chirurgiess.

Le syndrome hépato-rénal (SHR) au cours de la cirrhose décompensée est accompagné d'une
rétention hydrique avec hyponatrémie malgré la persistance de taux élevés de vasopressine. Le
SHR de type 1, avec insuffisance rénale aigué fonctionnelle due a une vasodilatation splanchnique
et systémique, est une indication reconnue de traitement par la TLP visant a réduire le flux
sanguin splanchnique via I'activation des récepteurs Vi.. Cependant I'activité intrinséque de la
TLP sur les récepteurs V. pourrait potentiellement aggraver la rétention hydrique et

I'hyponatrémie au cours de la cirrhose*4.

Le diabéte insipide est caractérisé par la production d’une grande quantité d’'urines diluées
due a un déficit de vasopressine (origine centrale : tumeur hypothalamo-hyphysaire, accident
vasculaire cérébral, neurochirurgie, mort cérébrale) ou a une réduction de ses effets rénaux
(génétique : mutation récepteur V,, aquaporine-2; acquise: obstruction urinaire, désordres
électrolytiques, toxique). L’administration de desmopressine (un analogue de la vasopressine) est

efficace dans le diabete insipide central mais pas dans le diabete insipide néphrogénique.

Dans le choc septique aigu, les concentrations de vasopressine sont treés fortement
augmentées en réponse a l'hypotension et I'’hypovolémie efficace>®. Cependant la réponse
vasopressinergique a I’hypotension semble altérée suite a la stimulation prolongée avec plusieurs
mécanismes possibles comme la baisse de synthése de la vasopressine, la déplétion des stocks
vésiculaires, 'inhibition de la sécrétion, l'altération du baro-réflexe et 'augmentation de la
dégradation de la vasopressine circulante3”.3857.60, La restauration de l'intégrité du systéme
vasopressinergique par la perfusion de faibles doses de vasopressine permet d’augmenter la
pression artérielle et de diminuer les besoins en catécholamines chez les patients en choc septique
vasoplégique®!. Une diminution de la réactivité a la vasopressine sur les artéres mésentériques

isolées a été décrite dans les conditions mimant le choc septiques. A ce jour, aucun essai

31



randomisé n’a pu montré une différence de survie entre la vasopressine et la noradrénaline dans
le choc septiqueé263. De méme, un essai récent comparant la terlipressine a la noradrénaline, en
premiére ligne de traitement de la vasoplégie du choc septique, n’a pas montré de différence de
mortalité mais une incidence d’effets indésirables sévéres plus important avec la terlipressineé+.
Cependant, les effets de la vasopressine sur les récepteurs V. et Vi, ne sont pas utiles voire
déléteres dans le choc septique ot la restriction hydrique améliore généralement le pronostic. Un
nouvel analogue de la vasopressine de courte durée d’action, la sélépressine, agissant
sélectivement sur le récepteur Vi, a été testé dans le choc septique avec des effets prometteurs
sur la balance hydrique®®. Cependant, dans un essai multicentrique a large échelle, la sélépressine
en association a la noradrénaline n’a pas montré de bénéfice par rapport a la noradrénaline
seule®s, Mais il n’est pas exclu que ce traitement utilisé dans certaines conditions et sur des profils
de patients sélectionnés puisse avoir un intérét dans le choc septique compte tenu des données

pharmacodynamiques.

2.5.2. Utilisation diagnostique (biomarqueur) : Copeptine

Le dosage de la vasopressine demeure de nos jours contraignant et complexe du fait de sa
clairance rapide et de son instabilité ex vivo. Du fait de leur génération steechiométrique a partir
de la méme prohormone, la quantité libérée du glycopeptide C-terminal, appelé copeptine, reflete
celle de la vasopressine. Ce peptide étant plus stable, il est plus accessible a un dosage en routine
par immunofluorescence en sandwich, approuvé pour l'utilisation clinique. Contrairement a la
vasopressine, la copeptine est tres stable ex vivo. La concentration médiane dans une population
saine est de 4 pmol/l avec dans la plupart des études un 97,5° percentile a 13 pmol/l. Les hommes

ont généralement une copeptinémie légérement plus élevée que les femmes.

Le taux de copeptine a I'admission a ’h6pital pour IDM a une bonne valeur prédictive pour le

développement d’une insuffisance cardiaque chronique et pour la mortalité a un an5267,
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3. Choix du modele animal

3.1. Modeles animaux de choc cardiogénique

La plupart des modeles animaux de choc cardiogénique sont développés sur de grands
animaux tels que le cochon, le veau ou la brebis avec I'induction d’un infarctus par embolisation
de microsphéres ou alcoolisation coronaire. L’objectif est souvent I'étude des traitements
symptomatiques visant a augmenter le débit cardiaque soit par des médicaments inotropes soit
par des assistances circulatoires mécaniques telles que 'ECMO-VA ou I'lmpella¢8¢9. Les atouts de
ce type de modele sont de se rapprocher des situations cliniques chez 'homme, de disposer de
multiples échantillons sanguins et de pouvoir utiliser des outils de monitorage invasif tel que le
cathéter de Swan-Ganz et les sondes de conductance pour les courbes de pression-volume
ventriculaire gauche. Cependant, ce sont des modeles tres couteux avec une mortalité élevée et
nécessitant un plateau technique important ce qui ne permet pas d’étudier un grand nombre

d’animaux, ni de les garder en observation plus de quelques heures.

Tres peu de modeéles de choc cardiogénique induit par IDM sont décrits chez le petit animal
méme si le modele d'IDM par ligature coronaire est bien décrit chez la souris et le rat. La difficulté
principale de ce type de modele estle diagnostic de I'état de choc et de la limitation des possibilités
de monitorage hémodynamique et de dosages sanguins. Par contre, il est possible d’étudier un
plus grand nombre d’animaux sur une période prolongée. Une équipe a méme réussi a étudier la
ressuscitation apres arrét cardiaque induit par fibrillation ventriculaire avec une ECLS chez le rat

malgré les difficultés techniques?0.

3.2.Modeles d’infarctus du myocarde chez le rat

Chez le rat, I'IDM est habituellement induit par ligature chirurgicale de 'artére coronaire
gauche (ACG). Cest un modele intéressant pour suivre le remodelage myocardique et
particulierement les modifications morphologiques et hémodynamiques qui se rapprochent des

situations cliniques de syndrome coronariens aigus’!-74. Cependant, la mortalité de cette
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procédure, entre 30 et 50% lors des 48 premiéres heures, rend les études difficiles’>”>. De plus, la
variabilité de la taille de I'infarctus obtenu par la ligature de 'ACG a été documentée comme allant
de 4 a 65% dans différents modeles chez le rat’*’®. Les variations anatomiques du réseau
coronaire et la localisation parfois intra-myocardique de '’ACG sont a I'origine de cette difficulté a

standardiser la sévérité de I'DM dans ce modéle chirurgical.

3.3.Apport de I'échocardiographie du petit animal

L’échocardiographie haute résolution du petit animal a fait des progrés considérables ces
dernieres années permettant une étude répétée et non invasive des parametres cardiaques avec

une bonne reproductibilité. La similitude des mesures effectuées chez le rat ou la souris avec celles

utilisées en pratique clinique facilite la recherche translationnelle (Figure 11).

Figure 11 : Coupes échocardiographiques transthoraciques chez le rat.

[llustrations de (A) surfaces endocardiques du VG en fin de diastole (image du haut) et en fin de
systole (image du bas) en vue parasternale petit axe en mode B ; (B) surfaces endocardiques du
VG en fin de diastole (image du haut) et en fin de systole (image du bas) en vue parasternale grand
axe en mode B ; (C) vue parasternale petit axe en mode M au niveau des muscles paipllaires ; (D)
Doppler pulsé du flux sanguin dans I'aorte ascendante.
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3.4. Transposition chez le rat de la technique de spectrométrie en proche infra-

rouge (NIRS)

L’utilisation de la NIRS est courante en pratique clinique pour mesurer I'oxygénation dans les
tissus superficiels (1 a 1,5 cm de profondeur), tels que le cerveau et les muscles des membres,
voire les reins en néonatalogie. Le caractere instantané et non invasif facilite son utilisation. La
transposition de cette technique chez le petit animal n’est pas décrite et pose le probléme de la
profondeur d’analyse, trop importante pour la plupart des tissus, ou de la taille de la fenétre
d’échantillonnage trop large pour étudier un organe spécifiquement. Seule la régionale
abdominale médiane semble accessible pour I'analyse de I'oxygénation mésentérique chez le rat

(apres rasage de la zone d’application de la sonde de NIRS).

4. Hypotheses de travail

4.1.Réponse vasopressinergique a l'infarctus du myocarde

L’IDM s’accompagne d’une libération de vasopressine aigué visant a maintenir la volémie et
a corriger 'hypotension artérielle. L’intensité de cette réponse peut avoir des effets déléteres sur
la performance myocardique en entrainant une augmentation de la précharge et de la postcharge
pouvant faire augmenter la consommation en oxygéne du myocarde en situation d’ischémie. Il

pourrait en résulter une aggravation de la défaillance cardiaque.

4.2.Participation de la vasopressine dans I'’hypoperfusion tissulaire au cours

du choc cardiogénique

La vasopressine entraine une vasoconstriction augmentant les résistances vasculaires
systémiques. Outre le risque d’altération de la performance myocardique, un exces de
vasoconstriction peut aboutir au sacrifice de la perfusion de certains territoires au bénéfice des
organes nobles. L'activation de la réponse vasopressinergique au cours du CC pourrait participer

a l'altération de la microcirculation et de la perfusion tissulaire, en particulier mésentérique.
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Le premier objectif de mon travail de Thése a été de développer et de caractériser un modele
de choc cardiogénique post-IDM chez le rat en utilisant I'échocardiographie pour sélectionner les
IDM les plus sévéres. Dans cette premiére partie, le but était également de valider la mesure de la
saturation en oxygéne de I'hémoglobine mésentérique pour le diagnostic d’hypoperfusion

mésentérique en comparaison au lactate artériel.

Le second et principal objectif était de documenter la participation de la vasopressine dans la
phase précoce du choc cardiogénique post-IDM en utilisant le dosage de copeptine, les tests de
réactivité vasculaire sur la contraction des anneaux aortiques en cuves isolées. La participation
de la vasopressine sur les manifestations d’hypoperfusion tissulaire était également recherchée

par des tests pharmacologiques de stimulation et d’inhibition des récepteurs V1. in vivo.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Protocole expérimental

1.1.Procédure réglementaire

Toutes les expérimentations animales ont été conduites en conformité selon la
réglementation en vigueur de I'Union Européenne (European Union Laboratory Animal Care
Rules 2010/63/EU Directive) et ont été approuvées par le comité de protection des animaux de

I'Université de Montpellier (N°2017050415341820).
1.2.Procédure chirurgicale

Des rats males de souche Wistar pesant de 350 a 400g était randomisés pour la réalisation
d’une chirurgie sans ligature (groupe Sham) ou avec ligature de I’ACG (groupe AMI). Les animaux
étaient anesthésiés par injection intrapéritonéale d’'un mélange de kétamine a 130 mg/kg et de
xylazine a 8,5 mg/kg puis intubés avec un cathéter de 14 Gauge. Ils étaient placés sous ventilation
mécanique contrdlée avec un volume courant de 2,5 ml pour une fréquence respiratoire de 70
cycles par minute. Leur température corporelle était maintenue constante a 37°C par une table
chauffante tout le long de la procédure. Le cceur était exposé pour la ligature coronaire aprés une
thoracotomie parasternale gauche et ouverture du péricarde. L'IDM était provoqué par une
ligature permanente de ’ACG a un niveau situé entre 1 et 2 mm sous le rebord de I'auricule gauche.
L’efficacité immédiate de la ligature était jugée sur les changements électrocardiographiques et
sur le changement de coloration du myocarde antérieur devenant pale et blanchatre (Figure
12A). Alafin de la chirurgie, I'air dans la cavité pleurale gauche était évacué par drainage aspiratif
ponctuel, une analgésie était assurée par l'infiltration locale de 0,5 ml/kg de Ropivacaine a 2
mg/ml, la fermeture cutanée était réalisée par points séparés non résorbables et 1ml de de sérum
salé isotonique était administré par voie intra-péritonéale pour compensation volémique des
pertes peropératoires. Les rats Sham étaient opérés de la méme maniere en dehors de la
fermeture de la ligature coronaire. Aprés la chirurgie, les rats étaient réveillés puis extubés et
placés dans des cages individuelles. Ils étaient régulierement observés et avaient un libre acces a

la nourriture et a 'eau. Leur environnement était contrélé pour assurer une température
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ambiante de 22 a 24°C, une humidité de 45-50% et un cycle lumineux de 12 heures pour 12 heures
d’obscurité. Le lendemain de la chirurgie (J1), une nouvelle anesthésie générale avec intubation
suivant le méme protocole était réalisée pour permettre I'évaluation hémodynamique complete

puis le sacrifice de 'animal par exsanguination.

[’animal était ensuite autopsié pour prélévement du cceur et de l'aorte. L’aorte était
immédiatement placée dans un milieu de conservation pour les manipulations de réactivité
vasculaire. Le cceur était ensuite rapidement découpé en 4 sections de 2 mm d’épaisseur
perpendiculaires au grand axe du cceur. Les coupes étaient incubées dans du chlorure de
triphenyltétrazolium a 37°C pendant 10 minutes puis ensuite scannées (Figure 12B). La taille de
I'IDM était mesurée au moyen d’'un logiciel dédié (Image] software) et exprimée en pourcentage

de la surface myocardique du VG.

Infarction area

-

F'S

Iégation site

Figure 12 : Observation anatomique du cceur a J1 apres la ligature de I'’ACG.

Photographie montrant le site de ligature coronaire (fleche jaune) et la zone pale d’IDM (ligne
bleue continue) (A); Coupes transverses du ceceur apres incubation avec 1% de TTC pour la
détermination de la taille de 'IDM, délimité par la ligne bleue continue (B). PC: pulmonary conus,
LAA: left atrial appendage, LV: left ventricle, RV: right ventricle.
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2. Evaluation hémodynamique

2.1.Fréquence cardiaque et pression artérielle

La fréquence cardiaque était déterminée par le monitorage électrocardiographique a JO et J1
pendant I'anesthésie. La pression artérielle était mesurée de facon invasive par un cathéter
artériel placé chirurgicalement dans la carotide interne droite et connectée au moniteur
(ADInstruments, USA) via un capteur de pression mécanique calibré. Le signal de pression était
analysé par un logiciel dédié (LabChart Reader 8.1.5, ADInstruments, USA) et la pression artérielle

moyenne (PAM) était déterminée (PAM= (PAS + 2xPAD)/3).
2.2.Evaluation échocardiographique

Une échocardiographie transthoracique haute résolution (VisualSonics Vevo® 2100) était
réalisée avant la chirurgie a JO et a J1 sous anesthésie générale et ventilation mécanique et relue
par un expert indépendant pour évaluer la fonction VG et le débit cardiaque (Figure 11). Les
coupes parasternales longitudinale et transverse en mode B étaient enregistrée pour déterminer
la FEVG. Apres avoir tracé les contours endocardiques du VG en fin de diastole et en fin de systole,
les volumes VG étaient calculés selon la méthode des disques de Simpson et la FEVG était mesurée
par la formule: [(Volume télédiastolique du VG - volume télésystolique du VG) / volume
télédiastolique du VG] x 100. A partir de la vue parasternale transverse médio-ventriculaire, le
curseur en mode M était placé perpendiculairement aux parois antérieure et postérieure du VG
permettant de mesurer les diametres télédiastoliques et télésystoliques du VG. L'intégrale temps-
vitesse (ITV) du flux aortique était mesurée a partir du signal en Doppler pulsé enregistré a la
portion proximale de I'aorte ascendante en vue parasternale grand axe. Le diametre aortique était
mesuré au niveau de 'enregistrement de I'ITV. Le débit cardiaque (DC) était calculé selon la
formule : DC = (diameétre aortique / 2)2 x  x ITV aortique x fréquence cardiaque. Toutes les
mesures étaient triplées et les images analysées en post-traitement sur le logiciel dédié

VisualSonics Vevolab 3.1.0.
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3. Evaluation de la perfusion tissulaire

3.1.Mesure de la saturation de I'hémoglobine mésentérique en oxygene

Un des outils d’évaluation de 'oxygénation tissulaire était la mesure de la saturation de
I'hémoglobine mésentérique en oxygene (SmO-) par la technique de NIRS transcutanée (INVOS™
5100C cerebral/somatic oximeter, Medtronic) reflétant le contenu microvasculaire en oxygene.
Le systétme INVOS™ utilise la lumiere infrarouge a des longueurs d’onde absorbées par
I'hémoglobine (730 et 810 nm). La lumieére part de la diode émettrice du capteur et est recaptée
par un détecteur proximal et un détecteur distal, permettant un traitement séparé des données
des signaux optiques superficiels et profonds. La profondeur maximale d’analyse est de 1,5 cm et
le volume d’échantillonnage tissulaire est estimé a 1,5 ml. Le capteur (INVOS™ cerebral /somatic
oximetry adult sensors) était appliqué sur la paroi abdominale entre I'appendice xyphoide et la
vessie apres rasage de la zone d’application du capteur et nettoyage de la peau a I'alcool (Figure

13A).

Detectors

-

Figure 13 : Evaluation de I'oxygenation mésentérique par la NIRS.

Photographie montrant les 2 positions du capteur de NIRS placé en médio-abdominal sous le
rebord costal inférieur avec la diode émettrice située en abdominal haut pour la premiére mesure
dans le sens rostro-caudal (A) puis en abdominal bas pour la 2° mesure dans le sens opposé (B).

Light
source
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Les données issues des tissus en surface sont directement soustraites par le moniteur de
sorte que la mesure effectuée reflete uniquement la saturation dans les tissus plus profonds
(Figure 13B). La détermination de la SmO; était réalisée a 3 temps au cours du protocole : a JO
avant la chirurgie, a JO aprés la chirurgie (avant le réveil) et a J1. La SmO; était obtenue a partir de
la moyenne des mesures effectuées a partir de 2 positions différentes du capteur comme indiqué
dans la Figure 13. La premiere partie de 'étude devait permettre d’établir une valeur seuil de
SmO; pour prédire la survenue d’une élévation du lactate. Ce seuil a ensuite été utilisé dans la

seconde partie comme critere diagnostique d’hypoperfusion tissulaire.
3.2.Lactatémie plasmatique

Le prélevement sanguin artériel (cathéter carotidien) était collecté dans un tube EDTA
immédiatement centrifugé a 1300 g pendant 12 min a 4°C puis le plasma était congelé a -80°C
pour dosage ultérieur de la concentration de lactate avec un analyseur Cobas 8000 (dosage
colorimétrique, intervalle de référence [0.5-2.2] mmol/l, Roche Diagnostics, France). Une
lactatémie > 2,2 mmol/l], indiquant un métabolisme anaérobie, était considéré comme un signe

d’hypoperfusion tissulaire.

4. Evaluation de la stimulation du systeme vasopressinergique

La copeptine est considérée comme un biomarqueur de substitution fiable de la sécrétion de
vasopressine. Dans le but d’évaluer la stimulation du systéme vasopressinergique, nous avons
dosé la copeptine dans les échantillons de plasma collecté pour le dosage du lactate a J1. Dans les
conditions physiologiques, les concentrations de vasopressine et copeptine circulantes sont
faibles comme cela a pu étre confirmé par un taux de copeptine a 40 + 6 pmol/l mesuré chez des
rats controles non opérés avec la méme technique de dosage (n=3). Le dosage de copeptine était

réalisé avec un kit ELISA selon les instructions du fabricant (Cusabio Technology, USA).
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5. Réactivité vasculaire

Les expériences de réactivité vasculaire étaient réalisées sur des anneaux isolés d’aorte
montés sur des supports minces en acier inoxydable et placés dans des cuves remplies de solution
saline (PSS), maintenues a 37°C avec un bullage continu d’oxygene. Les changements de tension
isométrique étaient mesurés par un transducteur de force (IT1-25) et enregistrés par un systéme
informatique I0X (EMKA Technologies, Paris, France).

Apres une période d’équilibration de 1 heure a une tension de repos de 2 g, I'intégrité
fonctionnelle de chaque anneau artériel était testée par la réponse contractile a une dose unique
de phényléphrine (PE, 10-5M) et ensuite par I'effet de relaxation induit par I'acéthylcholine (ACH,
10-M) qui validait I'intégrité de la fonction endothéliale. Apreés un lavage et une période de
stabilisation de 20 min, la capacité contractile des cellules musculaires lisses vasculaires était
évaluée par la réponse a des doses cumulatives de différents agonistes: AVP, chlorure de

potassium (KCL) ou PE.

6. Manipulations de la réponse vasopressinergique

6.1. Traitement par un antagoniste du récepteur V1a

Le SR-49059 (Relcovaptan) est un antagoniste sélectif du récepteur V.. Cette molécule a été
obtenue aupres des Laboratoires Sanofi-Aventis (Sanofi-Aventis, Toulouse, France). Le protocole
de traitement antagoniste prévoyait 3 injections intrapéritonéales de SR-49059 réalisées 1 heure
avant I'anesthésie de J0 (4,5 mg/kg), puis environ 8 heures plus tard (6 mg/kg) et 1 heure avant
I'anesthésie de J1 (4,5 mg/kg). Ce traitement était débuté avant I'anesthésie et la chirurgie pour
bloquer les effets de la sécrétion aigué de vasopressine en réponse au stress induit par I'anesthésie
et la chirurgie. Le SR-49059 était dissout dans du DMSO (48 mg/ml) and émulsifié de fagon
extemporanée dans du Cremophor® RH40 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) et

dilué dans du chlorure de sodium a 9% avant injection.
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6.2. Traitement par un agoniste du récepteur Vl1a

La terlipressine utilisée était la forme commerciale, Glypressine®, obtenue du Laboratoire
Ferring GmbH (Kiel, Germany). Sa pureté avait été préalablement évaluée par spectrométrie de
masse*. Une dilution a 20 pg/ml de terlipressine dans du chlorure de sodium a 9% était préparée
apres solubilisation dans le solvant dédié. Les animaux recevaient 3 injections intrapéritonéales
de 10 pg de terlipressine réalisées 1, 12 et 23 heures aprés la fermeture chirurgicale, représentant
une dose totale de 80 ug/kg/24h. Afin de réduire le risque de saignement lié a 'augmentation de
pression artérielle, la terlipressine n’était pas administrée en préopératoire ou immédiatement a

la fin de la chirurgie.

7. Plan d’étude

Une partie de la cohorte de rats Sham et AMI a servi pour la mise au point du modéle et la
validation de la NIRS transcutanée abdominale pour I'étude de I'’hypoperfusion mésentérique.
Dans ce but, les animaux avec un taux de lactate plasmatique élevé (supérieur a 2,2 mmol/1) aJ1
sans dysfonction cardiaque sévere (FEVG > 40%) était exclus de l'analyse pour éliminer les
facteurs confondants liés a d’autres causes non-cardiogéniques de dysoxie tissulaire. Les animaux
avec FEVG post-IDM > 40% et lactate normal constituaient le groupe infarctus non choqué (« AMI-
NS ») et les animaux avec FEVG < 40% et lactate > 2,2 mmol/] représentaient le groupe choc

cardiogénique (« AMI-CS »). Ils étaient comparés au groupe Sham a lactate normal.

Pour I'étude de I'implication de la vasopressine dans le choc cardiogénique (CC), nous avons
sélectionné les animaux avec insuffisance cardiaque aigué post-IDM définis par une FEVG < 40%
aJ1 pour obtenir une forte proportion de sujets en CC. Six groupes de rats étaient étudiés : Sham
sans traitement (« Sham »), IDM sans traitement (« AMI »), rats traités avec la terlipressine
(« Sham-TLP » et « AMI-TLP »), rats traités avec le SR-49059 (« Sham-SR » et « AMI-SR »). Le CC

était alors évalué dans cette population d'IDM avec ICA par la présence d'une hypoperfusion
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tissulaire attestée soit par une lactatémie > 2,2 mmol/I soit par une hypoxie mésentérique avec

SmO; < 35%.

Le critere de jugement principal pour les groupes post-IDM était I'incidence de CC a J1. Les
critéres de jugement secondaire comprenaient la sécrétion de vasopressine évaluée par la
copeptine plasmatique a J1 avant sacrifice et la réponse contractile in vitro des anneaux aortiques
a la stimulation par 'AVP apreés sacrifice. La mortalité a J1 était évaluée parmi tous les animaux

avec ligature de I’ACG, la FEVG post-IDM n’étant pas connue avant I’échocardiographie de J1.

8. Analyse statistique

Les analyses statistiques descriptives et comparatives sont décrites dans les 2 articles soumis
et affichés dans la partie résultats. Les tests statistiques ont été réalisés sur les logiciels GraphPad

Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) et XLStat 18.06 (Addinsoft).
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1. Etude 1: Oxygénation mésentérique dans un modeéle de choc
cardiogénique

1.1. Contexte

En l'absence de modéle clairement établi de choc cardiogénique aprés IDM chez le petit
animal, nous avons développé un modele chez le rat avec ligature chirurgicale de I'artere
coronaire gauche dans le but d’induire un infarctus étendu. Les moyens de monitorage
hémodynamique étant limités chez le petit animal, nous avons appliqué une technique de NIRS
pour mesurer I'oxygénation mésentérique. Le but de ce premier travail était de vérifier si cette
exploration non-invasive permettait de détecter correctement les animaux en choc cardiogénique

et de déterminer la valeur seuil de saturation pour ce diagnostic.
1.2. Article 1

Ce premier travail a fait 'objet d'une soumission pour publication, en premier auteur, dans

Critical Care. Ayant été refusé, il va étre soumis pour publication dans Microcirculation.
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Abstract

Background

Permanent left coronary artery ligation (LCA) is the most widely used model of heart failure in rat. Due
to surgical and anatomical variations, the severity of acute myocardial infarction (AMI) is difficult to
predict after LCA ligation. Wide AMI is likely to induce cardiogenic shock (CS). A shock state is
characterized by an increase of lactate production, a marker of globhal tissue dysoxia to which
mesenteric hypoperfusion may notably contribute. The aim of this study was to evaluate the
relationship between CS and mesenteric perfusion assessed by near infrared spectroscopy (NIRS) in a

rat model.

Methods

54 male Wistar rats were randomly assigned to either sham surgery (n=21) or LCA ligation (AMI, n=33).
Animals were sacrificed one day after surgery. Before sacrifice, left ventricular ejection fraction (LVEF),
hemodynamic parameters were measured, as well as mesenteric oxygenation saturation (SmQO;) by
percutaneous NIRS. Lactate was assayed in plasma. €S was defined by LVEF < 40% and lactate above

2.2 mmol/l.

Results

After AMI, mortality rate was 45% and 9 animals had a LVEF < 40%. According to CS criteria, 7 animals
had C5 (AMI-CS) after coronary ligation, 6 animals were without shock (AMI-NS). In Sham, 16 rats with
lactate level below 2.2 mmol/l were included. After surgery, SmO: decreased notably in all groups.
SmO; remained low at Day 1 only in AMI-CS, while it returned close to preoperative value in Sham and
AMI-NS. The mean arterial pressure was lower, and the decrease of cardiac output was higher in AMI-
CS compared to AMI-NS. SmO: determination had an excellent predictive value for CS (area under the
receiver operating characteristic curve: 0.955, [95%Cl: 0.854;1], p=0.003) with a 100% sensitivity and

88% specificity for a 35% SmO; threshold.
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Conclusions

After LCA ligation, CS occurs likely when LVEF is below 40%. In this model, CS is associated with a
significant decrease in mesenteric oxygenation, which may contribute to anaerobic condition and
lactate production. Thus, combined to reduced LVEF, SmO: could allow a non-invasive assessment of

shock at the bench side.

Keywords: Cardiogenic shock, myocardial infarction, tissue hypoperfusion, NIRS, mesenteric ischemia,

microcirculation

Introduction

In humans, the main cause of heart failure and cardiogenic shock (CS) is acute myocardial infarction
(AMI) [1]. In rats, AMI is commonly induced by surgical ligation of the left coronary artery (LCA). This
experimental model is of interest to follow myocardial remodelling especially hemodynamic and
morphelogical changes that are similar to human clinical situations of acute coronary syndromes [2—
5]. There is no description of this LCA ligation model to study acute hemodynamic response and CS in
rats. Actually, the high mortality rate (30 to 50% within the first 48 hours) associated with this

procedure makes studies difficult [4,6].

Mareover, the variahility of the size of myocardial infarction induced by the LCA ligation technigue has
been highlighted ranging from 4% to 65% in various rat models [2,7]. Anatomic variants of coronary
branching patterns [7] and intramyocardial localization of the LCA are as many sources of variability.

Thus, in surgical rat model, infarction severity is difficult to standardize.

CS is defined by persistent hypotension with severe reduction in cardiac index and adequate or

elevated filling pressure leading to tissue hypoperfusion [1]. CS is associated with extensive myocardial
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damage but there is a substantial overlap in infarct size between patients with or without shock [8].
Despite the absence of direct relationship between left ventricular ejection fraction (LVEF) and cardiac
output or tissue perfusion, a LVEF of 40% is considered as a threshold to define heart failure with
reduced ejection fraction according to the European Society of Cardiology guidelines [9]. In the
“SHOCK” trial, the distribution of LVEF ranged from 17 to 43%, but many other post-myocardial
infarction trials ohserved similar reduced LVEF without CS [1,10]. Nevertheless, LVEF below 40% is

more often associated with CS.

Various parameters are indicators of tissue hypoperfusion. Among them, the rise of plasma lactate
level, reflecting anaerobic metabolism, is the gold standard to detect tissue hypoxia. Moreover,
decreased microvascular oxygen content (MCO) in superficial tissue is relevant as prognosis value
during various shock conditions including €S [11-13]. MCO measurement and analysis by a Near
InfraRed Spectroscopy (NIRS) are reliable and easy to implement. We previously observed that the use
of NIRS to evaluate oxygenation parameters of the thenar eminence muscle in CS patients was efficient
to predict in-hospital mortality [14]. The measurement of mesenteric oxygen saturation (SmQ,) by

transcutaneous NIRS could help detecting CS promptly in comparison to lactate level.

The aims of this study were to develop a model of ischemic CS in rats and to investigate the
microcirculatory consequences of shock by assessing tissue hypoperfusion with a transcutaneous

measurement of mesenteric oxygen saturation using NIRS technology.

Materials and Methods

Surgical procedure

Male Wistar rats weighting 350-400 g were randomly assigned to either sham surgery (Sham) or LCA
ligation (AMI). Animals were anaesthetized by intraperitoneal injection of ketamine 130 mg/kg and

xylazine 8.5 mg/kg and intubated with a 14-gauge catheter. They were mechanically ventilated with
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2.5 ml of tidal volume by 70 cycles per minute. The heart was exposed for ligation after a left para-
sternal thoracotomy and incision of the pericardium. AMI was induced by permanent ligation, at 1 to
2 mm from the left atrial appendage line, of the LCA and the efficacy of the ligation was assessed by
changes in electrocardiography and in colour of anterior myocardium turning white (Figure 1A). At the
end of surgery, pneumothorax was drained off, local analgesia was achieved with ropivacaine 2 mg/ml
0.5 ml/kg, skin was closed with Premio 5-0 stitches (Peters Surgical®) and 1 ml of isotonic saline
solution was injected in peritoneum for volume compensation. Sham were operated using the same
protocol except closing of the ligation. After surgery, rats were allowed to recover in individual cages.
They were regularly checked and had free access to food and water. They were housed under
conditions of controlled temperature (22-24°C), humidity (45-50%) and light cycle (12 light hours/12
dark hours). One day after surgery (D4), full hemodynamic evaluation was performed under the same

protocol of general anaesthesia and animals were then sacrificed by exsanguination.

Echocardiographic evaluation

Before surgery (Dg) and at Dy, transthoracic high-resolution echocardiography (VisualSonics Vevo®
2100) was performed under general anaesthesia and mechanical ventilation by an independent expert
to assess left ventricular (LV) function and cardiac output (Supplementary data, Figure 51). A B-mode
parasternal long axis and parasternal short-axis views were recorded to measure the LVEF. After
tracing endocardial end-diastolic and end-systolic areas, LV volumes were calculated from Simpson’s
method of disks and LVEF was determined from the following formula: [(LV end-diastolic volume — LV
end-systolic volume)/LV end-diastolic volume]x100. From a parasternal short-axis view of the mid-left
ventricle, an M-made cursor was positioned perpendicular to myocardial walls of the left ventricle at
the level of the papillary muscles. The left ventricular end diastolic diameter (LVEDD) and end systolic
diameter (LVESD) were measured by M-mode tracing of internal diameters. Pulsed-wave Doppler was
used to measure aortic flow velocity time integral (VT1) in the parasternal long axis view. The Doppler

sample volume was centrally positioned within the ascending aorta, just distal from the aortic valve
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with the beam oriented parallel to the flow and the aortic diameter was measured at the level of the
VTl record. The cardiac output (CO) was calculated as follow: CO = (Aortic diameter / 2)? x 1t x Aortic
VTl x Heart Rate. All measurements were realized in triplicate and offline image analyses were

performed using dedicated VisualSonics Vevolab 3.1.0 software.

Mesenteric oxygen saturation measurement

Tissue oxygenation was assessed by a regional measurement of mesenteric haemoglohin oxygen
saturation (SmO.) with the transcutaneous NIRS device (INVOS™ 5100C cerebral/somatic oximeter,
Medtronic), reflecting the oxygen content in microcirculation. The INVOS™ system utilizes near-
infrared light at wavelengths that are absorbed by haemoglobin (730 and 810 nm). Briefly, light travels
from the sensor’s light emitting diode to either a proximal or distal detector, permitting separate data
processing of shallow and deep optical signals. The maximal depth of analysis is 1.5 cm and the tissue
sample volume is estimated about 1.5 ml. INVOS™ system’s ability to localize the area of measurement,
called spatial resolution, has been empirically validated in human subjects [15]. The sensor (INVOS™
cerebral/somatic oximetry adult sensors) was applied on the abdominal area between xiphoid
appendix and bladder after shaving the anterior abdominal wall and cleaning the skin with alcohol
(Figure 2). Data from the surface tissue are subtracted and suppressed, the measurement reflecting
tissue haemoglobin oxygen saturation in deeper tissues (Figure 2B). Determinations of SmO: were
performed at Dp before, at Dy after the surgery and at Dy by the average of the measurements obtained

from the two positions of NIRS sensor as described on Figure 2.

Hemodynamic and biochemical variables

Heart rate was determined by continuous electrocardiography. Arterial pressure was measured
invasively at Dy via cannulation of the right carotid artery using a pressure transducer connected to a
monitor (ADInstruments, France). The pressure signal was analysed by a data acquisition software

(LabChart Reader 8.1.5, ADInstruments, USA) and the mean arterial pressure (MAP) was determined.
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The cardiac power index (W/m?) was calculated as (MAP x CO/body surface area)/451, where body

surface (m?) area was estimated by the following formula: BSA = 9.8 x weight {g)®® /10000 [16,17].

Animals were sacrificed by exsanguination through the pressure catheter. Blood sample was collected
inan EDTA tube immediately centrifuged for 12 min at 1300 g, 4°C and plasma was frozen at -80°C for
further determination of lactate concentration with Cobas 8000 analyser (colorimetric assay, reference

interval [0.5-2.2] mmol/l, Roche Diagnostics, France).

Estimation of myocardial infarction size

After sacrifice, the heart was quickly excised and sliced into four 2.0-mm-thick sections perpendicular
to the long axis. Sections were incubated in 1% triphenyltetrazolium chloride at 37°C for 10 min and
then scanned (Figure 1B). The infarct area was measured using Imagel software. Myocardial infarct

sizes were expressed as a percentage of the LV myocardial area.

Cardiogenic shock definition and selection criteria

In the post-operative period, various conditions with or without hypotension may lead to a shock state
which can be defined by an increase of lactate level above 2.2 mmol/l (upper superior limit of the
normal range of the assay). We have considered that lactate elevation without severe LV dysfunction
(LVEF>40%) had other causes in addition or instead of heart failure following AMI. These animals were
excluded of the analysis. In order to fulfil our objective of studying post-AMI CS, the C5 was defined by
a LVEF of 40% or less and a lactate level higher than 2.2 mmol/l. This AMI group with CS (AMI-CS) has
been compared to an AMI group without shock (AMI-NS) defined by LVEF > 40% and lactate < 2.2

mmol/l and to a Sham group.

Statistical analysis

Continuous variables are summarized as medians with interquartile range or means with standard
error of the mean (SEM). They were compared between groups by an ordinary one-way analysis of

variance (ANOVA) or a Kruskal-Wallis test according to the variable distribution and an appropriate
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multiple comparisons test was used to determine which groups are different. Paired t-test or Wilcoxon
test were used for comparisons between Dy and D1. Correlations between variables were tested with
Spearman's correlation coefficient (r). The predictive value of SmO;, MAP and CO variation for the
occurrence of a lactate increase up to 2.2 mmol/l was analysed by the receiver operating characteristic
(ROC) curves. P <0.05 was considered significant. Statistical analyses were performed using GraphPad

Prism 6 software and XLStat 18.06 (Addinsoft).

Results

Outcome and group determination

A total of 54 rats were used for the study and divided into 21 sham and 33 AMI (Figure 3). After surgery,
1 and 15 individuals died in Sham and AMI groups representing 4.5% and 45.5% mortality rates,
respectively (p=0.002). Thus, 20 rats in Sham group and 18 rats in AMI group were included in the
protocol. According to our defined criteria for CS, LVEF < 40% and lactate level > 2.2mmuol/l, 7 animals
were included in the AMI-CS group. They represented 39% of survivals after AMI and 78% of animals
with LVEF = 40%. AMI-NS group corresponded to AMI with lactate < 2.2mmol/l whatever LVEF value
(n=6). In Sham group, all animals had a LVEF higher than 40%, and only animals with lactate lower than
2.2 mmol/l were selected (Sham, n=16). Another aetiology than heart failure was suspected when
increased lactate level was observed in AMI with LVEF > 40% or in Sham and these animals were

excluded (n=9).

Preoperative groups description and evolution at day 1

Physiological and functional parameters, evaluated by Doppler echocardiography, were compared in
all groups at Dy before surgery and at D; (Table 1). No difference was observed between all groups
whatever the considered parameter at Dp. Likewise, no difference was observed between Sham and

AMI-NS at Di. In AMI-CS, only LVEF differed. It was lower than that of Sham (p=0.002) which
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corresponded to our selection criteria (LVEF = 40%). When comparing all parameters between Dg and
D for each group, we observed (i) a loss of weight between Sham and AMI-CS and a trend in AMI-NS
(p=0.063), (ii) an increase in heart rate in AMI-NS (p=0.031) and AMI-CS (p=0.031) and (iii) a decreased
LVEDD in Sham (p=0.012). However, LVEF {p=0.016) and CO (p=0.031) decreased between Dy and D1

only in AMI-CS.

Cardiac and hemodynamic parameters

Figure 4 showed individual values collected from echocardiographic data and from biological
parameters measured at Dy for all groups. LVEF was lower in AMI-CS than in Sham (Figure 4A). In AMI-
NS, we observed a wide range of LVEF from 29 to 72% that evidenced 2 sub-groups, LVEF < 40% and
LVEF > 40%, which corresponded to our selection criteria (referred to Figure 3). The myocardial infarct
size ranged from 27 to 55% in the AMI-CS group (Figure 4B). In AMI-NS, 2 animals had an infarct size
higher than 40%. They were those with LVEF < 40%, whereas the other individuals in AMI-NS had less
than 5% of infarcted myocardium. No differences were observed for LVEDD (Figure 4C) and heart rate
(Figure 4D) and for both parameters there was a low value scattering. MAP was significantly different
in AMI-CS when compared to AMI-NS (80 [72-91] versus 107 [103-115] mmHg, p=0.015) but not to
Sham because of the low number of values available in this group (Figure 4E). At D1, CO was not
significantly different between Sham, AMI-NS and AMI-CS (Table 1). Thus, considering CO variation
between Dg and Dy (ACO), the decrease of CO was greater in AMI-CS compared to AMI-NS (p=0.008,
Figure 4F). Additionally, the cardiac power index was lower in AMI-CS (0.42 [0.31;0.53] W/m?) than in
AMI-NS and Sham (0.69 [0.54;0.89] and 0.58 [0.54:0.63] W/m? respectively, p=0.021). This variable is
an indicator of cardiac contractile reserve. Associated to decreased MAP and CO in AMI-CS, it reflected
a lower contractile reserve. Finally, according to our selection criteria, plasma lactate concentration
was higher than 2.2 mmol/l in AMI-CS, ranging between 2.5 and 5.3 mmol/l (median 2.6 [2.6;4.2]

mmol/l), and it was below this value in the other groups (Figure 4G).

Mesenteric haemoglobin oxygen saturation



(Y T v IS B y R RTS8 B S ]

[

W |

(R e gt
O U B L D O

3 =
Xa]

50

60

62
63
£d
65

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

The method to measure SmO; by NIRS was efficient. The acquisition of NIRS high quality signal failed
in one case (in AMI-NS group), due to gastric interposition obhserved during autopsy. The averaged
SmO; value for all animals at Dg before surgery was 38.8 + 1.0 % which distributed as 37.0 [32.5;43.5]
% for Sham, 41.0 [39.3;42.3] % for AMI-NS and 38.0 [33.0;40.0] % for AMI-CS. No difference was
detected between groups (p=0.232). At Dg after surgery, SmO; fell sharply in all groups (p<0.0001,
Figure 5) with an averaged value of 29.3 + 0.8 % and no difference between groups. At D1, SmO:
recovered in Sham (40.0 [36.0;45.5] %) and AMI-NS (38.5 [34.3;42.8] %) with no difference evidenced
when compared to values at Dy before surgery (Figure 5). In contrast, in AMI-CS, SmO: remained low
(31.5 [28.0;33.5] %) and was not different from value at Do after surgery but substantially different

from values measured at Dy in AMI-NS (p=0.046) and Sham (p=0.040}.

Correlation between hemodynamic parameters and mesenteric oxygenation

We investigated possible correlations for SmO; and for LVEF at D; with some hemodynamic and
metabolic parameters like MAP, ACO or lactate (Figure 6). As result, we observed that SmO; appeared
positively correlated to MAP (Figure 6B) and negatively correlated to lactate level (Figure 6D). The
correlation with MAP is stronger than that with lactate with respective Spearman coefficient of r=0.817
[1C95%: 0.469;0.945, p=0.001] and r=-0.660 [IC95%: -0.880;-0.206, p=0.009]. Similarly, significant
correlations were obtained hetween LVEF and myocardial infarct size (r=-0.797 [1C95%: -0.943;-0.395],
p=0.003, Figure 6E), MAP (r=0.669 [IC95%: 0.200;0.889], p=0.011, Figure 6F) and lactate level (r=-0.657
[1C95%: -0.842:-0.334], p<0.001, Figure 6H). No correlation existed with ACO either for SmO; (Figure

6C) or for LVEF (Figure 6G).

Prediction value of SmO; for cardiogenic shock

SmQO2, MAP and ACO were significantly different in CS group compared to controls. ROC curves
analyses provided the predictive values of these three parameters for a high lactate level, meaning a
cardiogenic shock when the LVEF was below 40% (Figure 7). The area under the ROC curve (AUC) for

SmO2 was 0.955 [95% IC: 0.854;1.000] which indicated an excellent predictive value. The best
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likelihood ratio was for a SmQ; threshold of 35% which had a 100% sensitivity and 88% specificity to
predict elevated lactate, indicating a Youden index at 0.88. The positive predictive value for this
threshold was 88% and the negative predictive value was 100% in our experimental design where
animals with increased lactate level and no heart failure were excluded. The AUCs for MAP and CO
variation were respectively 0.893 [0.691;1.000] and 0.854 [0.682;1.000], without significant difference

with SmO2 AUC,

Discussion

Using a transcutaneous abdominal NIRS approach to explore mesenteric perfusion, we demonstrate
for the first time the relationship between mesenteric hypoperfusion and CS in this rat model of AML.
The SmO; at one day after LCA ligation was notably lower in the animals with CS than in the two control
groups. We determined that SmO- value below 35% was closely associated with lactate concentrations

up to 2.2 mmol/l. This threshold represents a strong predictive value for CS.

Exploring CS is challenging in animal studies and has not been reported in rats yet. The high mortality
rate after LCA ligation partially explains it. In our study, 46% of animals did not survive. This mortality
rate is similar to those previously reported [4,6] and close to that of CS complicating AMI in humans
estimated at 40-50% despite widespread implementation of early revascularization and mechanical
circulatory support [18]. The main difficulty is to identify CS, generally defined as a state of end-organ
hypoperfusion and hypoxia due to primary cardiac disorders [19]. The determination of different
experimental groups was established according to that definition. The primary mechanism of
hyperlactatemia is tissue hypoxia with development of anaerobic metabolism [20] and this parameter
was used widely as a symptom of shock. A high rate of animals after LCA ligation was considered with
CS when LVEF was below 40%. Interestingly, all animals with CS had a SmO: lower than 35% which
validated the predictive value of this parameter. However, some animals without severe impairment

of ventricular function faced also complication of surgery and shock identified by increased lactate

11
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level. Several factors such as hypovolemia, pericardial effusion, pneumothorax, respiratory failure or
increase of oxygen consumption may induce anaerobic conditions and increase lactate production in
the post-operative period after parasternal thoracotomy. It was not possible to rule out these
hypotheses in our severe surgical model. The severity of surgery was illustrated by the substantial

postoperative loss of weight in all groups.

The evolution of macrocirculatory parameters as increased heart rate and decreased CO, associated
to low MAP and low cardiac power index, indicated a profound change in hemodynamic state of AMI-
CS animals. Heart rate and LVEF were not discriminant but MAP, ACO and SmO; identified the typical
hemodynamic profile of CS in this group. Of note, the increase of heart rate seemed enough to
maintain the CO in the AMI-NS group but not in the AMI-CS. No difference was evidenced for CO
between groups after surgery, probably because initial CO at Do tended to be slightly higher in AMI-CS.
This may be explained by technical limitations to measure CO in intubated rats. To overcome this
limitation, we studied the variation of CO, known to be more accurate than absolute values obtained
by Doppler [21,22]. Thus, we observed a difference hetween AMI-NS and AMI-CS, indicating
hemodynamic impairment in the latter. To assess cardiac dysfunction, we determined the cardiac
power index, which is otherwise known to be strongly associated with mortality in CS [16,23]. This
index represents the rate of energy input sent by the heart in the systemic circulation at the level of
the aortic root and it reflects the contractile reserve of the left ventricle. No reference value exists in
rats but the normalization to body surface area may help comparison to human studies. Thus, in
human, cardiac power index below 0.5 W/m2 was associated with 28-day mortality [24]. In this study,

we observed that only AMI-CS had an index lower than that threshold (not shown).

Non-invasive and easy measurement of tissue oxygenation by NIRS technology allowed to identify
animals with persistent mesenteric hypoperfusion when Sm0O:z remained low at Di. In human adults,
the use of this technology is not feasible because of the depth of mesenteric tissues but the

determination of tissue oxygenation by NIRS is widely used for the brain and superficial muscles

12
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[12,25]. Interestingly, a strong association between 28-day mortality and microcirculatory alteration,
assessed at Dy by NIRS in response to a vascular occlusion test on the thenar eminence muscle, was
observed in a prospective human cohort of CS following AMI in an intensive care unit [26]. The initial
alteration of microcirculation is frequent in shock but only the absence of early improvement after few
hours of treatment was associated to poor outcome [14,27-29]. We observed that low SmO; was
strongly correlated to low MAP but not to LVEF illustrating the importance of pressure in large arteries
for tissue perfusion, regardless of left ventricular systolic function. Microcirculatory alterations may
lead to tissue hypoperfusion despite compensation of hemodynamic variables, illustrating micro and
macro-circulation mismatch [30,31]. We also evidenced a slight but highly significant correlation
between SmO; and lactate level. Indeed, we never ohserved high lactate level associated to SmO;
higher than 35% and in only one animal we found a low lactate level of 1.8 mmol/| despite low SmO3
value of 32%. Therefore, in the excluded population, some cases of elevated lactate without decrease
of SmO: were ohserved indicating anaerobic metabolism with an aetiology probably different from
tissue hypoperfusion. SmO:z had a high predictive value for CS with a cut-off value at 35%. This
predictive value was higher than macrocirculatory variables with the advantage of non-invasive and
easier measurement than MAP and the variation of CO from baseline. This finding may help to

characterize CS among heart failure animals at the bench-side.

This experimental study is limited by the number of animals due to the high mortality rate after the
LCA ligation and the confounding factors related to the surgery and anaesthesia procedure. However,
the strict selection of CS criteria (LVEF and lactate) allowed to overcome these limitations, with

significant results related to the most relevant parameters (MAP, ACO, SmO3).

Implementation of this tool to assess mesenteric perfusion in a rat model of CS gives the opportunity
to select targeted individuals for further studies on mechanisms of shock, arterial pressure regulation,
ventriculo-arterial coupling and microcirculation coherence with microcirculation. It may be of interest

to investigate the effects of vasopressors or vasodilators on mesenteric perfusion during CS.

13
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Conclusion

Surgical AMI generates very serious myocardial dysfunction, with high mortality (45%) and CS in 39%
of survivors. A LVEF equal or below 40% after AMI induces a 78% incidence of C5S as defined by lactate
increase. In this model, CS is associated with a significant decrease in mesenteric oxygenation, which
may contribute to anaerobic condition and lactate production. Thus, SmO; could allow a non-invasive

assessment of shock at the bench side as a witness of regional hypoperfusion.

List of abbreviations

AMI: acute myocardial infarction; ANOVA: analysis of variance; AUC: area under the curve; CO: cardiac
output; CS: cardiogenic shock; LCA: left coronary artery; LV: left ventricular; LVEDD: left ventricular end
diastolic diameter; LVESD: left ventricular end systolic diameter; LVEF: left ventricular ejection fraction;
MAP: mean arterial pressure; MCO: microvascular oxygen content; NIRS: near infra-red spectroscopy;
ROC: receiver operating characteristic; SEM: standard error of the mean; SmO:: mesenteric oxygen

saturation; VTI: velocity time integral.
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Figure legends

Figure 1. Anatomical examination of the ischemic heart at D1 after left coronary artery ligation. A;
Picture showing the site of coranary ligation (yellow arrow) and the pale area of myocardial ischemia
(blue dashed line). B: Transversal cross-sections of the excised heart after incubation with 1%
triphenyltetrazolium chloride for determination of myocardial infarction size delimited by the blue line.

PC: pulmonary conus, LAA: left atrial appendage, LV: left ventricle, RV: right ventricle.

Figure 2. Assessment of mesenteric oxygenation at D1 after left coronary artery ligation. A-B: Images
showing the 2 positions of NIRS sensor, below anatomical delineation of the inferior edge of the
sternum and ribs with light source located in the upper abdomen for the first measurement (A) and
with the lower abdominal light source for the second measurement (B). C-D: Images showing
laparotomy for intra-abdominal examination illustrating non-ischemic small bowel in a Sham (C) and

small bowel ischemia in an animal with cardiogenic shock (D).

Figure 3. Flowchart of experimental design and of groups constitution. AMI was obtained after left
coronary artery ligation and a LVEF equal or less than 40% was required to consider the origin of shock
as cardiogenic. A lactate level higher than 2.2 mmol/l indicated a shock state with either heart failure
aetiology or another origin. AMI, acute myocardial infarction; LCA, left coronary artery; LVEF, left

ventricular ejection fraction; CS, cardiogenic shock; NS, no shock.
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Figure 4. Evaluation of cardiac function and hemodynamic parameters at D1 for Sham, AMI-NS and
AMI-CS. Data are presented as scatter plots showing individual values with median and interguartile
range of LVEF (A), infarct size (B), LVEDD (C), heart rate (D), variation of CO (BCO) (E), mean arterial
pressure (MAP) (F), plasma lactate concentration (G) and mesenteric oxygen saturation (SmO2) (H).
Data were analysed with ordinary one-way ANOVA followed by Holm Sidak's post-hoc test or Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test according to variable distribution. * p<0.05;
*¥* p<0.01; **** p<0.0001; ns: not significant. LVEF, left ventricular ejection fraction; LVEDD, left
ventricular end diastolic diameter; CO, cardiac output; MAP, mean arterial pressure; Sm02, mesenteric

oxygen saturation.

Figure 5. Variations of mesenteric oxygen saturation (Sm02). SmO?2 data are normalized to SmO2 value
at DO before surgery and expressed as percentage. Values represent mean + SEM for each group.
Comparisons were performed between DO before surgery and D1 with Wilcoxon test and between
various groups at D1 with Kruskal-Wallis. * p<0.05 for paired measures. § p<0.05 AMI-CS vs Sham at
D1; S p<0.05 AMI-CS vs AMI-NS at D1; ns: not significant. AMI-NS, acute myocardial infarction without

shock; AMI-CS, acute myocardial infarction with cardiogenic shock.

Figure 6. Correlation tests for the SmO2 and the LVEF. Spearman correlation for the Sm0O2 at D1 with
(&) LVEF, (B) MAP, (C) ACO = (D1 - DO)/DO expressed as % of DO value, (D) plasma lactate concentration
and for the LVEF at D1 with (E) infarct size, (F) MAP, (G) ACO and (H) plasma lactate concentration. The
black dashed line represents the 95% confidence interval band of the best-fit line (direct line). The red
dashed lines indicate an arhitrary threshold for Sm02, LVEF, MAP and lactate. LVEF, left ventricular
ejection fraction; SmO2 D1, mesenteric oxygen saturation at D1; MAP, mean arterial pressure; ACO,

cardiac output variation.
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Figure 7. Receiver operating characteristic curves for prediction of serum lactate concentration above
the upper superior limit of 2.2 mmol/l by mesenteric oxygen saturation (Sm02), mean arterial pressure
(MAP) and percentage of variation of cardiac output (ACO). AUC, area under the curve [95% confidence

intervall].

Figure Supplement 1. Transthoracic echocardiographic recordings. lllustrations of (A) left ventricular
endocardial end-diastolic (top panel) and end-systolic areas (bottom panel) in B-mode parasternal
short axis view; (B) left ventricular endocardial end-diastolic (top panel) and end-systolic areas (bottom
panel} in B-mode parasternal long axis view; (C) M-mode of parasternal short axis view at the level of

papillary muscies and (D) pulsed wave Doppler of blood flow in the ascending aorta.
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TABLE 1. Physiological and functional parameters measured at day 0 before surgery

and at day 1 before sacrifice in various groups (Sham, AMI-NS and AMI-CS).

Sham AMI-NS AMI-CS
Parameters Day ]
(N = 186) (N = 6) (N=T)
Da 368 [354,384] 372 [355;377] 374 [355;391] 0.961
Weight, g
D 358 [346;370] 8= 360 [342;365] 355 [348;361] 2 0.860
Do 263 [260;306] 277 [244:286] 261 [240:281] &a1s
Heart rate, bpm
1 202 [287:300] 310 [269:343] 2 290 [266:350]2 (3 s
Da 7.8[7.1,8.0] 68[6.97.7] 1.71[7.2,8.3] 0.267
LVEDD, mm
D4 6.7[6.3,7.1]2 7.1[6.57.9] 7.7[565973] 0.3712
Do 152 [138;174] 132 [101;162] 190 [167;229] 0.068
CO, mi/min
Dy 151 [111;174] 145 [120:172] 109 [103;153] 2 0.220
Da 68 [67,70] 69 [66,71] 64 [62;65] 0.138
LVEF, %
D4 61 [69:67] 58 [33:65] 34 [29:40] "= 0.003

Data are expressed as median [25!:75" percentile], non-parametric ANOVA by Kruskal-Wallis test were
used for comparison between groups and Wilcoxon t-test for repeated measures between Do and Dy
AMI-NS, acute myocardial infarction without shock; AMI-CS, AMI with cardiogenic shock; LVEF, left
ventricular ejection fraction; bpm, beats per minute; LVEDD, left ventricular end-diastolic diameter; CO,

cardiac output. 3 p<0.05 and 233 p<0.001 for Dp vs D1 * p<0.05 and ** p<0.01 for camparisan to Sham_ §

p<0.05 for comparison to AMI-NS.
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1.3.Syntheése article 1

La ligature coronaire chirurgicale induit un IDM de taille variable mais souvent sévére avec
dysfonction VG ou déces rapide dans une majorité de cas. La mortalité élevée a 45% illustre la
difficulté a trouver la limite entre I'obtention d’'un IDM suffisamment étendu pour aboutir a un
choc cardiogénique et un IDM d’emblée 1éthal qui ne permet pas de poursuivre I’étude du cas. Une
altération de la FEVG < 40% apres IDM s’accompagne d’une élévation du lactate évoquant un choc
cardiogénique dans 78% des cas. Dans ce modele, le choc cardiogénique ainsi défini est associé a
une baisse significative de 'oxygénation mésentérique. Cette souffrance mésentérique peut elle-

méme contribuer au développement d'un métabolisme anaérobie et a la production de lactate.

Ainsi la mesure de la SmO2 par la NIRS apporte une évaluation non-invasive directe et en
temps réel de I'état de choc étant le reflet d’'une hypoperfusion régionale. Le seuil de Sm02
inférieur a 35% permet d’identifier les animaux en choc avec une élévation du lactate avec
d’excellentes valeur prédictive positive (88%) et valeur prédictive négative (100%). Il peut étre
utile de disposer d’'un autre marqueur d’hypoperfusion tissulaire que le dosage du lactate pour

identifier les sujets en choc cardiogénique en présence d’'une défaillance VG.

2. Etude 2 : Implication de la vasopressine dans I’hypoperfusion

tissulaire au cours du choc cardiogénique ischémique

2.1. Contexte

Le choc cardiogénique survient dans 5 a 10 % des syndromes coronariens aigus mais I'IDM
avec élévation du segment ST représente la principale étiologie de choc cardiogénique. Malgré les
progrés de la cardiologie interventionnelle visant une revascularisation myocardique précoce et
le développement des assistances circulatoires mécaniques temporaires, la mortalité du choc

cardiogénique reste tres élevée entre 40 et 50%.
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Outre le pronostic myocardique en lui-méme, les défaillances d’organes et la dysfonction
microcirculatoire prolongée jouent un role pronostique crucial. Compte-tenu de l'activation
marquée du systeme vasopressinergique dans I'IDM aigu, nous nous sommes intéressés a
explorer les conséquences de cette stimulation vasopressinergique sur la défaillance VG et surtout

sur I'altération de la perfusion tissulaire en particulier au niveau mésentérique.

2.2. Article 2

Une publication de ce second travail, en premier auteur, est en préparation pour une

soumission au journal Cardiovascular Research.
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Involvement of vasopressin in tissue hypoperfusion during cardiogenic shock complicating

acute myocardial infarction in rats.
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Aims

Acute heart failure (AHF) due to acute myocardial infarction (AMI) is likely to involve cardiogenic shock
(CS), with neuro-hormonal activation. A relationship between AHF, CS and vasopressin response is
suspected. This study aimed to investigate the implication of vasopressin on hemodynamic and tissue

perfusion at the early phase of CS complicating AMI.

Methods and results

The effects of AHF, defined by left ventricular ejection fraction < 40%, induced by left coronary artery
ligation, were compared to Sham in male Wistar rats. Six groups were studied: no treatment (Sham,
AMI), treatment with a vasopressin antagonist (SR49059) (Sham-SR, AMI-SR) or a vasopressin agonist
(terlipressin) (Sham-TLP, AMI-TLP). Among 103 operated rats, 67 were ligatured and exhibited
mortality of 40%, 0% and 33% respectively for AMI, AMI-SR and AMI-TLP (p=0.057). All animals were
sacrificed at day 1 (D;) after hemodynamic and biochemical assessments. CS was defined by AHF and
evidence of tissue hypoperfusion at D,, identified by elevated lactate level or low mesenteric oxygen
saturation (SmO;). SmO, was notably decreased in AMI and TLP-treated groups and preserved in Sham
and SR-treated groups. Incidence of CS was decreased to 25% in AMI-SR versus 72% in AMI or AMI-TLP
(p=0.038). Plasma copeptin at D; was increased in AMI and AMI-SR but not in AMI-TLP. The maximal
contractile response to vasopressin, evaluated ex vivo on aortic rings (sampled after sacrifice), was
similarly decreased in AMI and TLP-treated rats compared to Sham but also severely altered in animals

treated by the antagonist.

Conclusions

Increased vasopressin secretion seems involved in the early phase of AMI, which may result in
mesenteric hypoperfusion and lactate production despite quick reduction in vascular reactivity to
vasopressin. These results suggest that a VP antagonist should be given during the first hours of CS

after AMI to improve tissue perfusion.
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Keywords: Myocardial infarction, cardiogenic shock, vasopressin, copeptin, microcirculation

1. Introduction

Acute myocardial infarction (AMI) remains the main cause of heart failure and represents a major
cause of death worldwide'?. According to the European Society of Cardiology guidelines, left
ventricular ejection fraction (LVEF) of 40% is the threshold defining heart failure with reduced ejection
fraction3. Occlusion of the main coronary arteries results in an acute reduction of LVEF likely to lead to
cardiogenic shock (CS). In humans, CS occurs in 5 to 10% of acute coronary syndromes with ST-segment
elevation but is responsible for a mortality of 40 to 50% and requires high medical resources in
intensive care units*®. CS is defined by end-organ hypoperfusion due to primary cardiac dysfunction®.
Diagnosis criteria in humans include persistent hypotension with cardiac index less than 2.2 L/min/m?,
despite adequate or elevated filling pressure, and symptoms of end-organ hypoperfusion (i.e.
alteration of mental status, oliguria, peripheral vasoconstriction, increased lactate)*®. The course of
cardiogenic shock usually includes two hemodynamic profiles more or less entangled. On one hand,
the acute reduction of cardiac output (CO) induces vasoconstrictive response involving sympathetic
system and vasoactive hormones (angiotensin Il, vasopressin), attempting to maintain the perfusion
pressure of organs. On the other hand, AMI and tissue hypoperfusion may lead to a systemic
inflammatory response syndrome and an increased expression of inducible NO synthase, which are
both responsible for inadequate vasodilation®. The validity and prognosis value of microcirculatory
impairment, as assessed by decreased microvascular oxygen content in superficial tissue and analysed
by Near InfraRed Spectroscopy (NIRS), has been proven during various conditions of shock, including
cardiogenic shock”. The persistence of microvascular alteration within the first 24 hours of CS is
strongly associated with end-organ failure and in-hospital mortality'®!!. Therapeutic strategies aim to
restore circulation and tissue perfusion. Thus, in addition to myocardial revascularization,

pharmacological treatments consisting of vasopressors and/or inotropes* are administered to support
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coronary and organ perfusion. Norepinephrine is recommended as first-line therapy to restore quickly
the blood pressure and eventually in addition to an inotropic agent if stroke volume is not adequately
improved!?. Dopamine and epinephrine are associated with higher short-term mortality in CS!27%4,
Vasopressin, which is increasingly used in distributive shock and vasoplegia following cardiac surgery,
is not preferred in CS because of its absence of beneficial effect on cardiac output unlike

norepinephrine®®,

Vasopressin or arginine-vasopressin (AVP) is a nonapeptide synthesized in the hypothalamus from a
prohormone, pre-pro-vasopressin, along with 2 other peptides: neurophysin Il and copeptin, stored in
the posterior pituitary and released after stimulation of baroreceptors. The hemodynamic action of
AVP is mediated by the Vi, receptor in the vascular smooth muscle inducing vasoconstriction. With a
better stability and a longer plasmatic half-life, copeptin can be used as a biomarker of AVP release®?.
Copeptin level at the hospital admission for AMI has a good predictive value for chronic heart failure
and one-year mortality!”!8, Vasopressin level increases in the setting of AMI and shock. This increase
is thought to improve perfusion pressure at the cost of an increase in afterload, which may further
impair myocardial function and favour ventriculoarterial uncoupling®®®. In experimental conditions,
AVP was unable to restore ventriculoarterial coupling unlike the association between dobutamine and
norepinephrine?. The effect of treatment with vasopressin on microcirculation was found neutral in

distributive shock but not yet well documented in CS%27%4, High doses of AVP (> 0.06 IU/min) entail the

risk of mesenteric and skin ischemia?®.

In animal studies, the model of choice of AMI in rats consists of the surgical left coronary artery ligation
(LCA). Even if it is associated with a high mortality rate of 30 to 50%, CS is not particularly described?®™
28, We previously developed a CS model in rat and found a CS incidence of 78% in animals with LVEF <
40% after left LCA. We established that NIRS could be used to assess mesenteric desaturation and we
demonstrated that, for a threshold of 35%, mesenteric saturation had a good predictive value for

lactate elevation in this CS rat model®.
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In the present study we used the CS-rat model to investigate the implication of vasopressin release on
acute hemodynamic changes including tissue perfusion, evaluated by NIRS and plasma lactate level,

by using agonists and antagonists of V1, receptors.

2. Methods

2.1. Drugs

SR-49059 (Relcovaptan) is a selective nonpeptidic Vi, receptor antagonist with demonstrated
beneficial effects in specific indications (i.e. Raynaud’s disease, dysmenorrhea) but not yet studied in
heart failure3°33, This antagonist was obtained from Sanofi-Aventis (Sanofi-Aventis, Toulouse, France).
The protocol of antagonist treatment consisted of three intraperitoneal injections of SR-49059
performed at 1 hour before anaesthesia (4.5mg/kg), then at around 8 hours later (6mg/kg) and at 1
hour before second anaesthesia the day after (4.5mg/kg). The antagonist treatment was started before
anaesthesia and surgery in order to overcome the effect of acute AVP release in response to stress
related to anaesthesia and surgery. SR-49059 was dissolved in DMSO (48 mg/ml) and
extemporaneously emulsified in Cremophor® RH40 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)

and diluted in 9% sodium chloride solution before injection.

Terlipressin is a well-documented vasopressin receptor agonist inducing intense and prolonged
vasoconstriction. It is indicated in hepato-renal syndrome for its splanchnic vasoconstriction

3435 Commercial terlipressin, Glypressine®, was obtained from Ferring GmbH (Kiel,

properties
Germany). Its purity has been previously evaluated by mass spectrometry®®. A dilution at 20ug/ml of
terlipressin in 9% sodium chloride solution was prepared after solubilisation of in the dedicated
solvent. Animals were treated by three intraperitoneal injections of 10ug performed at 1, 12 and 23
hours after chest closure and representing a total dose of 80ug/kg/24h. To reduce the risk of bleeding

due to the increase of blood pressure, terlipressin was not administered preoperatively orimmediately

after surgery.

86



2.2. Experimental protocol

All experimental procedures were conducted in accordance with the European Union Laboratory
Animal Care Rules (2010/63/EU Directive) and were approved by the Animal Care and Use Committee

of the University of Montpellier (N° 2017050415341820).

Male Wistar rats, weighting 350-400 g, were prospectively randomly assigned for LCA ligation (AMI) or
not (Sham) during surgery. The surgical procedure has been described in a previous work and detailed
in supplemental material online, Methods M1. Briefly, rats were anaesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine and xylazine and a permanent LCA ligation was achieved through a left para-
sternal thoracotomy. Sham-operated rats were treated using the same method except closing of the

ligation.

Animals were awakened and extubated just after the surgery and then sacrificed by exsanguination at
the postoperative day 1 (D1, 24 hours after the end of surgery) after full hemodynamic evaluation

under the same anaesthesia protocol.

Infarct size was determined after sacrifice. The heart was quickly excised and sliced into four 2.0-mm-
thick sections perpendicular to the long axis. Sections were incubated in 1% triphenyltetrazolium
chloride at 37°C for 10 min and then scanned. The infarct area was measured using ImagelJ software.

Myocardial infarction size was expressed as a percentage of the LV myocardial area.

2.3. Hemodynamic assessment

2.3.1. Heart rate and blood pressure measurement

The heart rate was determined by electrocardiography monitoring at Do and D; during anaesthesia.
The arterial pressure was measured invasively at D; via cannulation of the right carotid artery using a
pressure transducer connected to a monitor (ADInstruments, France). The pressure signal was
analysed by a data acquisition software (LabChart Reader 8.1.5, ADInstruments, USA) and the mean

arterial pressure (MAP) was determined.
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2.3.2. Echocardiography

Before surgery (Do) and at D, transthoracic high-resolution echocardiography and echo-Doppler
(VisualSonics, Vevo® 2100) were performed under general anaesthesia and mechanical ventilation by
an independent expert to assess LVEF, left ventricular end diastolic diameter (LVEDD) and cardiac

output (CO). The velocity time integral of blood flow in the ascending aorta was used to calculate CO.

2.4. Tissue perfusion assessment

2.4.1. Mesenteric haemoglobin oxygen saturation

Tissue oxygenation was assessed by a regional measurement of mesenteric haemoglobin oxygen
saturation (SmO;) with a transcutaneous NIRS device (INVOS™ 5100C cerebral/somatic oximeter,
Medtronic), reflecting the oxygen content in microcirculation (vessels diameter < 1 mm) through a
sensor applied on the abdominal area between the xiphoid appendix and bladder, analysing the tissue
at a depth of 1.5 cm. Determinations of SmO, were performed at Do just before and immediately after
the surgery and at D; by the average of the acquisitions obtained from two positions of the NIRS sensor.

Mesenteric hypoxia was evidenced when SmO; was < 35%.

2.4.2. Plasma lactate

Blood sample was collected in an EDTA tube (8ml) immediately centrifuged for 12 min at 1300 g at 4°C
and plasma was frozen at -80°C for further determination of lactate concentration with Cobas 8000
analyser (colorimetric assay, reference interval [0.5-2.2] mmol/l, Roche Diagnostics, France). Tissue

hypoperfusion was evidenced by lactate > 2.2 mmol/I, indicating for anaerobic metabolism.

2.5. Vasopressin system stimulation assessment

Copeptin is considered as a reliable surrogate marker of AVP secretion. Thus, in order to evaluate AVP
system stimulation, we assayed copeptin in plasma samples collected for lactate dosage. Under
physiological conditions, vasopressin and copeptin circulating levels are low as confirmed by the

copeptin concentration of 40 + 6 pmol/l measured in control non operated rats (n=3, data not shown).
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Copeptin assay consisted in ELISA kit according to manufacturer instructions (Cusabio Technology,

USA).

2.6. Vascular reactivity

Experiments were performed as previously described on isolated aortic rings mounted onto thin
stainless-steel holders and placed in organ chambers filled with a saline solution (PSS) maintained at
37°C and continuously bubbled with O,. Changes in isometric tension were measured using a force

transducer (IT1-25) and recorded by an IOX computerized system (EMKA Technologies, Paris, France).

After an equilibration period of 1 hour at a resting tension of 2 g, functional integrity of each arterial
segment was evaluated by the contractile response to a single dose of phenylephrine (PE, 10°M) and
then by the relaxant effect of acetylcholine (ACH, 10°°M) which validated endothelium function. After
a wash-out and stabilization period of 20 minutes, the contractile capacity of vascular smooth muscle

cells was evaluated with cumulative dose responses to the different agonists: AVP, KCL, or PE.

2.7. Study plan

In order to study AMI-induced AHF, a LVEF < 40% was prerequisite for the selection of animals in AMI
groups. Six groups of rats were studied: Sham without treatment, AMI without treatment (AMI), rats
treated with terlipressin (Sham-TLP and AMI-TLP) or SR-49059 (Sham-SR and AMI-SR). To assess
cardiogenic shock, a tissue hypoperfusion as evidenced by lactate > 2.2 mmol/L or mesenteric hypoxia

(SmO;, < 35%) was required.

The primary endpoint for AMI-groups was the incidence of CS at D;. Secondary endpoints included
vasopressin release (copeptin) at D; before sacrifice and in vitro contractile response of aortic rings

after sacrifice. The Di-mortality rate was assessed among all animals with LCA ligation.

2.8. Statistical analysis

Results, expressed as mean and standard error of the mean (SEM), were compared between non
treated groups (Sham and AMI), antagonist treated groups (Sham-SR and AMI-SR) and agonist treated
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groups (Sham-TP and AMI-TP) by an ordinary one-way ANOVA or a Kruskal-Wallis test according to the
variable distribution. An appropriate post-hoc multiple comparisons test was used to determine which
groups are different. Paired t-test or Wilcoxon test were used for comparisons between Dy and D
within each group. Distribution of outcome endpoints were compared by a Fisher’s exact test. All
probability values are 2-sided, and values of p<0.05 were considered to be significant. Statistical

analyses were performed using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

3. Results

3.1. Groups determination and mortality rates

The study included 103 rats spread out into 6 groups (Figure 1), depending on AMI and on treatment
with a vasopressin receptor antagonist (SR-49059, SR) or agonist (terlipressin, TLP). Among rats with
LCA ligation, 19 over 47 died at D; after surgery in AMI without treatment (40.4%), 3 over 12 in AMI-
TLP (32.8%) and none in AMI-SR (p=0.057). According to our definition criteria of AHF, animals with
LVEF > 40% after LCA ligation at D; were excluded from the study. Thus, 60 animals were finally
analysed as specified in Figure 1. The outcome of the whole population of LCA ligation, without

selection on LVEF, is described in Supplementary material online, Table S1.

3.2. Preoperative effect of SR-49059

Among analysed animals, 16 were treated with SR before surgery and 44 received no preoperative
treatment defining two groups that were compared to evaluate the intrinsic effects of SR (Table 1). No
change was observed in all non-invasive parameters recorded, either weight, heart rate, cardiac

function or mesenteric oxygenation.

3.3. Hemodynamic changes induced by myocardial infarction

Coronary ligation induced a similar myocardial infarction size in all AMI groups (table2).
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As compared to Sham, AMI resulted in decrease in CO and increase in LVEDD (table 2). MAP was

significantly lower at D; in AMI rats than in Sham. These characteristics are consistent with AHF.

At D, variations between groups were observed for LVEDD, LVEF, CO and MAP, while no difference
was found for body weight or heart rate (table 2). Taken together AMI groups, whatever the treatment,
had higher LVEDD (7.4 £ 0.2 t0 6.5+ 0.1 mm, p=0.0008), lower CO (109 + 7 to 137 + 7 ml/min, p=0.007)

and lower MAP (92 + 5 to 123 + 7 mmHg, p=0.0004) compared to Sham groups.

3.4. Assessment of tissue perfusion

SmO; at Do under anaesthesia and before surgery was identical in all groups with an average value of
39.0 £ 0.6% (p=0.368). Immediately after surgery, we observed a drop in SmO, similarly in all groups
(p=0.141) with an averaged value of 30.0 + 0.5%, different from Do value before surgery (p<0.0001)

(Figure 2A).

At D3, SmO; increased and recovered in Sham, Sham-SR and AMI-SR while it remained low in AMI and
in TLP-treated animals (Figure 2A). Thus, SmO, was lower at D; in AMI compared to Sham (p=0.032),
in Sham-TLP compared to Sham (p=0.005) and to Sham-SR (p=0.009), and in AMI-TLP compared to
AMI-SR (p=0.003), (Figure 2B). No difference in SmO; was noticed between Sham-SR and AMI-SR, with

values in these groups similar to that of Sham.

Plasma lactate level measured at D; are reported on Figure 2C. High lactate levels were observed in
AMI, Sham-TLP and AMI-TLP, greater than that of Sham. In Sham-SR and in AMI-SR a moderate lactate

elevation was noticed.

Taken together, high lactate level and low SmO2 gave incidence of tissue hypoperfusion as displayed
on Figure 2D with a distribution notably different between groups (p=0.001). A CS was then observed
in 9 (69%) AMI, 2 (25%) AMI-SR and 4 (80%) AMI-TLP animals (p=0.098), while tissue hypoperfusion

was found in 4 (19%) Sham, 2 (25%) Sham-SR and 5 (100%) Sham-TLP (p=0.003).
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The incidence of mesenteric hypoxia (SmO, < 35%) was reduced in AMI-SR compared to AMI and to

AMI-TLP (respectively 13%, 90% and 80%, p=0.003).

3.5. Vasopressin system stimulation: Copeptin

In all operated Sham animals, we observed at D; plasma copeptin concentrations higher than the
physiological basal value of controls with an average value of 361 + 42 pmol/I (Figure 3). No difference
was detected in Sham between treated or not treated groups. Overall, copeptin level in AMI groups
was higher than in Sham groups with significant differences between AMI and Sham (p=0.034) and
between AMI-SR and Sham-SR (p=0.006). In AMI-SR, copeptin level even tended to be more important
than in AMI (p=0.057). In contrast, no difference was observed between Sham-TLP and AMI-TLP with
a copeptin concentration in AMI-TLP lower than in AMI-SR (p=0.002) and in AMI (p=0.054). Of note,

the increase of copeptin was absent in the AMI-TLP group.

3.6. Effect of myocardial infarction on vascular reactivity

The contractile responses to cumulative doses of AVP were performed on rat aorta to evaluate AVP
sensitivity and efficiency and were normalized to the effect of a maximally active KCl concentration (60
mM). In all groups, AVP induced a dose-dependent contraction (Figure 4). In AMI, the maximal
contractile response and the sensitivity to AVP were decreased when compared to Sham with a 32%
lowering of contraction (p=0.011) and an ECso value which tended to increase (Table 3). In SR-treated
animals, and similarly in Sham-SR and in AMI-SR, both contractile response and sensitivity were
substantially decreased when compared to either Sham or AMI. In contrast in TLP-treated animals, and
similarly in Sham-TLP and in AMI-TLP, only a decrease of maximal contraction to AVP was observed,
but with no change of ECsy value. Of note, KCl-induced contraction and vasorelaxant effect of
acetylcholine were identical in all groups. Only the response to PE differed with an increased

contraction in TLP treated animals either Sham-TLP or AMI-TLP (Table 3).
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4. Discussion

In this study, we showed that increased AVP blood level is involved in mesenteric hypoperfusion in a
rat model of CS. Treatment with the AVP antagonist SR-49059 prevented tissue hypoperfusion and
improved prognosis of CS while in contrast, with the agonist terlipressin, hypoperfusion was worsened.

This suggested a critical role of vasopressinergic system in AMI-induced CS.

AMI with AHF represented a high-risk for CS (69%) in the non-treated population. The CS was
characterized by an evidence of tissue hypoperfusion, either elevated lactate level or low SmQO2, in the
context of AHF (LVEF < 40%) after AMI. A previous study showed the diagnostic value of a SmO; below
35% to identify animals with CS at D; after AMI?, This non-invasive tool to detect hypoperfusion at the
bench-side or at the bed-side is interesting to improve hemodynamic support very early. We observed
improvement of mesenteric oxygenation with antagonization of vasopressin receptors and worsening

after administration of terlipressin.

To date, the effect of vasopressin receptor antagonists has not been described in the setting of CS.
Several antagonists (vaptan) have been studied mainly focusing on chronic heart failure or on renal
effect via V, receptor inhibition323%, To investigate the effect of vasopressin on hemodynamic state and
tissue perfusion during CS, treatment with a V1a receptor antagonist was tested in this study. The
preoperative administration of SR-49059 had no effect on cardiac function and mesenteric
oxygenation. Nevertheless, a slight decrease of MAP at D; in the Sham-SR group compared to Sham
(mean difference -17 £ 9 mmHg) may suggest a light vasodilation under SR 49059. Indeed, the copeptin
level was high in the Sham groups when compared to control rats in physiological condition, an effect

possibly related to vasopressin secretion in response to the anaesthesia and surgery induced stress.

In the AMI groups, all cardiac and macrocirculatory parameters at D; were identical whatever the
treatment, except MAP which was more elevated in terlipressin treated animals. In the non-treated
AMI group, MAP was decreased compared to Sham. These observations need to be interpreted with

respect to the copeptin level and the in vitro vascular reactivity. The high copeptin level at D; indicates
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a substantial vasopressin release in response to myocardial infarction or AHF, documented in AMI and
AMI-SR groups. If the vasoconstrictive action of AVP is logically inhibited by the SR-49059, the
hypotension in the AMI group appears paradoxical with respect of copeptin level. Due to a longer half-
life than vasopressin, copeptin reflected vasopressin secretion during the past 24 hours and may have
failed to recognize a secondary drop in vasopressin secretion. Furthermore, the lower in vitro
contractile response to AVP in this group suggests a reduction of functional vasopressin receptors in
the membrane of vascular smooth muscular cells, as a consequence of previous stimulation. The
treatment with the antagonist in vivo didn’t show a MAP decrease at D; in AMI-SR group compared to
AMI, suggesting that vasopressin was no more involved in vasoconstriction at this time. The
impairment of vascular receptor response to vasopressin and possible secondary relative deficiency in
vasopressin secretion may have contributed to the hypotension observed 24 hours after AMI. A
relative deficiency of vasopressin is documented in various conditions of prolonged shock after initial
increase and should be implicated in secondary vasoplegia and distributive shock®%37, In the group
treated with terlipressin, the relatively high MAP in a context of decreased contractile response should
indicate that the doses of terlipressin were enough to induce vascular contraction, despite the
decrease of receptor availability. The vasopressin release was inhibited by baroreceptors stimulation
following terlipressin treatment, as shown by relatively low copeptin level in this group. This
physiological regulation has been described from decades as a negative feedback through the
GABAergic pathway®®. At the opposite, antagonization by SR-49059 induced a relative increase in
copeptin level. After treatment with this antagonist, a competitive profile with AVP was observed
during in vitro reactivity experiments. This is in line with the high affinity of SR-49059 for the Vi,
receptor®®, The potential clinical implications of these findings are to assess vasopressinergic system
stimulation by measurement of plasmatic copeptin level within the first hours after AMI and to find a
way to prevent excessive vasopressin release. In the context of quick reduction of maximal contractile

response to AVP, the agonist treatment appears unsound to restore arterial pressure.

94



Interestingly, the assessment of tissue perfusion by plasma lactate level and mesenteric oxygenation
demonstrated striking differences between AMI treated with SR-49059 and AMI without
antagonization of vasopressin receptors (AMI and AMI-TLP). The incidence of CS was reduced when
animals were treated before and after AMI by the vasopressin antagonist. Nevertheless, lactate level,
although lowered, did not return to normal value in this group probably due to hypotension or other
reasons of increasing lactate production or decreasing lactate clearance. The most relevant effect was
observed on mesenteric oxygenation, which was well restored with antagonist treatment and severely
impaired with agonist treatment. This finding may indicate a deleterious effect of endogenous
vasopressin release following AMI, involving prolonged mesenteric ischemia and anaerobic
metabolism. This is in line with a recently published study of gastric microcirculatory oxygenation in
dogs, which was increased by ultra-low dose of exogenous vasopressin but strongly reduced by high
dose of AVP and completely abolished by Vla receptor inhibition®. The reduction of mesenteric
perfusion induced by acute vasopressinergic response persisted 24 hours later in the context of AHF.
At D, the vasoconstriction induced by vasopressin is probably decreased as suggested by low MAP,
identical in AMI and AMI-SR groups, and the reduction in vascular reactivity to vasopressin observed
in vitro. Nevertheless, the tissue hypoperfusion and microcirculatory disorder induced by vasopressin
in the first hours after CS were persistent at least at Di. Of note, the response of microcirculation to
treatment is often dissociated from systemic hemodynamic improvement®. The microcirculatory
effects of low dose vasopressin were not found deleterious in vasodilatory or septic shock?23, This is
the first description of vasopressin implication in microcirculation alteration in the context of post-
ischemic CS. These findings are consistent with a preliminary prospective human cohort of patients
with CS complicating AMI™. In this short series, patients had both severe impairment of microvascular
reactivity and high copeptin level and reversal of microcirculation impairment in response to treatment

was associated with survival.

The mortality rate of 40% after LCA ligation in this study corresponded to mortality already described

in rat models of AMI*®*?” and was close to the mortality rate of CS complicating AMI in humans
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estimated at 40-50%*. We observed less mortality in the group treated with the antagonist SR-49059
suggesting a deleterious effect of AVP release during the early phase of post-infarction CS. Since
mortality was not an objective of this study, this finding needs to be confirmed with adequate sample
size and experimental design. This potential protective effect of vasopressin antagonist treatment

might not be transposable to clinical practice because the treatment should be started before AMI.

In summary, these experimental results highlight the critical role of vasopressinergic response in the
very early phase of ischemic AHF and its potential impact on time course of CS. Indeed, the acute
release of vasopressin participates in the vasoconstrictive response of CS which induces redistribution
of blood flow to autoregulated organs, as a salvage response, but which is also responsible for side
effects especially mesenteric ischemia. This tissue damage may lead to organ dysfunction and
contribute to severe complications, like bacteria translocation from the gut, and to the secondary

systemic inflammatory response observed in CS°.

This study has some limitations. The number of study groups had a negative impact on statistical power
but was required by the need to have a Sham group for each treatment. The measurement of AVP
concentration, which is technically challenging, was not obtained. A continuous monitoring of arterial
pressure was not possible in this model. The assessment of the effect of vasopressin stimulation on
renal function and natremia is lacking, but it is unlikely to observe modifications in one day. The
deceased rats were not autopsied since most of death occurred without witness. The evolution of
hemodynamic, cardiac and biological parameters was not studied after 24 hours. Further
experimentations are needed to study after 24 hours this secondary vasodilatory syndrome under
close monitoring of microcirculation and to explore the possible prevention of vasopressin deleterious

effects.

5. Conclusions
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CS after AMI was characterized by a sustained decrease in mesenteric oxygenation and by lactate
production. Increased vasopressin secretion seems involved in the early phase of AHF, which may
result in worsening mesenteric hypoperfusion despite quick reduction in vascular reactivity to
vasopressin. High vasopressin or agonist stimulation following AHF may explain the alteration of
arterial contractile response to vasopressin and the implication of this mechanism in secondary

vasodilation syndrome needs to be further investigated.
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Figure legends

FIGURE 1. Experimental design and group selection for analysis at postoperative day 1 (D1). AMI, acute
myocardial infarction; SR-49059, vasopressin receptor antagonist; LVEF, left ventricular ejection
fraction; TLP, Terlipressin; Sm0O2, mesenteric haemoglobin oxygen saturation. aFisher exact test
between the 3 AMI groups: p=0,057. §Chi-2 test between preoperatively non-treated AMI vs SR-

treated AMI groups: p=0.035.

FIGURE 2. Tissue hypoperfusion assessment by mesenteric oxygenation saturation (Sm02) and lactate
level. A- Variation of SmO2 measured for all groups at DO before surgery, at DO immediately after
surgery and at D1. Values were normalized to the initial value at DO and data are mean + SEM. £p<0.05,
££p<0.01 for paired measures D1 vs DO after surgery in each group. B- Box and whisker plots of Sm02
values at D1 (Kruskal-Wallis test, p<0.0001). *p<0.05 for AMI versus Sham with the same treatment.
§§p<0.01 for treated versus non-treated group for the same coronary intervention. $5p<0.01 AMI-SR
vs AMI-TLP and Sham-SR vs Sham-TLP. C- Box and whisker plots of plasma lactate level at D1 (Kruskal-
Wallis test, p=0.034). *p<0.05 for AMI versus Sham with the same treatment. §p<0.05 for treated
versus non-treated group for the same coronary intervention. D- Distribution of animals with tissue
hypoperfusion, defined as lactate > 2.2 mmol/l or Sm0O2 < 35% at D1, and expressed as percentage

(Chi-square: p=0.001). No, no hypoperfusion; Yes, with hypoperfusion.

FIGURE 3. Copeptin levels measured at D1 before sacrifice in all groups. Data are presented as box and
whisker plots. Analysis were performed using an ordinary one-way ANOVA (p=0.001) followed by
Holm-Sidak’s multiple comparisons test. *p<0.05, **p<0.01 for AMI versus Sham with the same

treatment; §§p<0.01 for the effect of treatment in the same coronary intervention.

102



FIGURE 4. Vascular reactivity: ex vivo vasopressin-induced contractile responses of rat aortic rings. A-
Representative recordings of isometric tension variations induced by cumulative doses of AVP ranging
from 0.1 nM to 1 or 10 uM followed by a maximally active dose of KCl (60mM) for Sham, AMI, AMI-SR
and AMI-TLP. B, C- Dose-response curves to AVP normalized to the maximal response induced by KCl
(60mM) in the non-treated groups (B) and in the SR-49059 and Terlipressin treated groups (C). The
thick and fine dashed lines indicate the maximal AVP-induced contraction in Sham and AMI,

respectively. Data are mean = SEM. *p<0.05 for AMI versus Sham (Student’s t-test).
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TABLE 1. Initial characteristics of animals after general anaesthesia and before surgery
without (non-treated and post-operative Terlipressin groups) and with pre-operative

treatment with SR-49059 (administered 1 hour before anaesthesia).

Without preoperative SR-49059 preoperative
Baseline characteristics treatment treatment p

(N =44) (N =16)
Weight, g 369.1+ 3.0 361.6 + 3.6 0.174
Heart rate, bpm 270+ 5 292 £ 19 0.431
LVEDD, mm 74+01 7102 0.176
Cardiac output, ml/min 159.1+9.2 143.1 £ 14.2 0.348
LVEF, % 65.5+0.8 66.3£2.0 0.648
SmO: at baseline, % 38.7+0.8 39.6+0.8 0.368

Data are expressed as mean + SEM, Student’s t-test or Mann-Whitney test used as appropriate for comparison
between groups. SR-49059, vasopressin receptor antagonist; LVEF, left ventricular ejection fraction; bpm, beats per
minute; LVEDD, left ventricular end-diastolic diameter; SmO2, mesenteric haemoglobin oxygen saturation (baseline is

the first measurement at day O after general anaesthesia and before surgery).
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TABLE 2. Cardiac and hemodynamic parameters evaluated before (Do) and 1 day after

surgery (D+1) in all groups submitted or not to coronary artery ligation and treated or not with

SR-49059 or Terlipressin.

Parameters Sham AMI Sham-SR AMI-SR Sham-TLP AMI-TLP P
(N=21) (N=13) (N=8) (N=28) (N =5) (N=5)

Weight Do, g 369.6 £ 4.6 368.5+£4.9 360.6 £4.5 362.6 5.9 380.2+9.9 357.2+6.4 0.429
Weight D1, g 358.2+3.92 35490+482 3459+472% 346.7+532 3658+9.8 339.6+7.0 0.132
HR Do, bpm 273 +7 263 + 11 310 + 36 274 + 14 278 + 26 274 £ 12 0.889
HR D1, bpm 306 +102 308112 299 + 11 333+ 17 312+ 9 345 + 25 0.382
LVEDD Do, mm  7.4£0.2 7.7+0.1 6.6+£0.2 7.8+0.2 75+05 7103 0.079
LVEDD Dy, mm 65+0.12 76x04" 6.3+0.3 72+04 6.8+0.2 72+03 0.038
LVEF Do, % 66.1+1.4 64.6 £1.0 64.2+25 68.4+29 67.0 65.3 3.0 0.700
LVEF D1, % 60.3 1.7 344+132* 58522 359+162* 64754 332+35" <0.001
CO Do, mi/min 149.8 £9.0 186.9+19.7 140.0+224 146.2+20.2 1455%+285 113.0+13.0 0.225
CO D+, ml/min 1441 +£8.9 1126 +9.92 1226+153 104.6+8.3 130.0+19.3 106.8 £21.3 0.082
ACO, % 0.1+6.2 -281+67* -122+116 -156+116 _' o 0.048
MAP D1, mmHg 1186 814~ 101+£6 877 160 £ 5 12345 <0.001
Ml size, % of LV 45527 446+15 442 +29 0.812

Data are expressed as mean + SEM, one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test were used as appropriate to compare all

groups with a multiple comparisons test to compare Sham vs AMI in the same category of treatment and Sham or AMI non-

treated groups vs SR and TLP treated groups. AMI, acute myocardial infarction; SR, vasopressin receptor antagonist SR-

49059; TLP, Terlipressin; LVEF, left ventricular ejection fraction; HR, heart rate; bpm, beats per minute; MAP, mean arterial

pressure; CO, cardiac output; A CO, variation of CO from baseline (Do) expressed as percentage of Do value. *p<0.05

compared to Sham within the same treatment category (none, SR or TLP). $p<0.05 compared to non-treated groups for the

same coronary intervention (Sham or AMI). 2p<0.05 for paired measures D1 vs Do. 'missing paired values for variation

calculation.
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TABLE 3. Summary of ex vivo contractile response of aortic rings to various agonists
vasopressin (AVP), potassium chloride (KCI) or phenylephrine (PE) and to the antagonist

acetylcholine (Ach).

Sham AMI Sham-SR AMI-SR Sham-TLP AMI-TLP p
Parameters

(N =20) (N=13) (N=8) (N=8) (N=5) (N =5)
AVP max, 76.7 £5.7 51.8+6.3* 263+6.58% 344+77 50.4+945% 56.2 +10.1 <0.0001
% of KCleomm
AVP ECso, nM 12 %2 59 + 25 215+ 50§ 221 +458 12+3 112 <0.0001
KCl max, g 2202 2.7%0.2 2602 3.2+0.1 2.8+0.3 26+01 0.061
PE max, g 24101 2.8+0.2 3.2+0.3 3.3£0.2 3.7+06§ 39+028 0.001
Ach relax, 68.3+£3.8 68.8+3.4 75.7+£5.0 73.8+5.3 62.1+6.4 68.7 £ 3.6 0.439

% of PE max

Values represent mean + SEM. ECso values are determined from dose-response curves to AVP expressed as the percentage
of maximal contraction induced by 60mM of KCI. Ordinary one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test were performed to
compare all groups. *p<0.05 for AMI versus Sham within the same treatment category (none, SR or TLP). $p<0.05, $§p<0.01,
§88p<0.001 and §588p<0.0001 for treated versus non-treated groups for the same coronary intervention (Sham or AMI). AVP,
arginine vasopressin; KClI, potassium chloride; PE, phenylephrine; Ach, acetylcholine; AMI, acute myocardial infarction; SR,
SR-49059; TLP, terlipressin.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Graphical abstract
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2.3.Synthese article 2

Ce travail a permis de montrer que 'augmentation de vasopressine circulante est impliquée
dans 'hypoperfusion mésentérique au cours du choc cardiogénique post-IDM chez le rat. Le
traitement par I'antagoniste du récepteur Vi, le SR-49059, administré préalablement, prévenait
la survenue d’'une hypoperfusion tissulaire significative et améliorait le pronostic initial des
animaux. A 'opposé, I'administration de terlipressine, agoniste des récepteurs a la vasopressine,
s’accompagnait d’'une aggravation de I'hypoperfusion malgré une pression artérielle élevée. A
forte dose, ces effets déléteres étaient également observés dans le groupe Sham sans IDM.
L’ensemble de ces données plaident pour un role critique du systeme vasopressinergique a la
phase précoce du choc cardiogénique compliquant un IDM. L’altération de la réponse contractile
a I'AVP in vitro sur les anneaux aortiques vient confirmer la stimulation soutenue du systeme

vasopressinergique entrainant un certain degré de désensibilisation.

De nouvelles expériences sont nécessaires pour étudier l'existence d’un déficit relatif
secondaire en vasopressine et la participation de cette désensibilisation dans le syndrome
inflammatoire et vasoplégique du choc cardiogénique. L’étude d'une possible prévention des
effets déléteres de la vasopressine a la phase aigué de I'IDM et du choc cardiogénique est

probablement a développer.
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La mise au point de ce modele de choc cardiogénique a été I'occasion d’explorer la possibilité
de mesurer 'oxygénation tissulaire de facon non-invasive chez le rat afin de déceler une
hypoperfusion dans le tissu ou I'organe concerné et a décrire son évolution au cours du choc. C’'est
une approche tout a fois originale dans ce type de modeéle et nouvelle dans le laboratoire d’accueil.
Nous avons transposé une technique bien documentée et largement utilisée en pratique clinique
pour monitorer l'oxygénation cérébrale ou somatique périphérique en anesthésie et en
réanimation : la NIRS77-79, L'idée d’explorer I'oxygénation mésentérique chez le rat est venue du
constat lors de I'examen anatomique pour le prélevement de 'aorte que, chez certains animaux,
les intestins étaient cyanosés. Plusieurs portions des intestins se trouvent dans une fenétre
d’échantillonnage accessible avec une électrode de NIRS classique collée sur la paroi médio-
abdominale antérieure. Les résultats sur l'oxygénation mésentérique au cours du choc
cardiogénique retrouvés dans notre étude renforcent l'intérét du monitorage des perfusions
tissulaires dans divers territoires peu soumis a une autorégulation, a la différence du cerveau.
Cependant, chez I'adulte, les seuls tissus peu profonds accessibles a la NIRS sont les muscles
superficiels des membres. La possibilité de réaliser des tests d’ischémie-reperfusion par des
épreuves d’occlusion vasculaire au niveau des membres permet de renforcer la sensibilité de
détection d'une dysfonction microcirculatoirel7.2080, Une nouvelle technique prometteuse est
actuellement développée au laboratoire PhyMedExp permettant également de mesurer de facon
non-invasive l'oxygénation de certains tissus par photoacoustique en couplant un laser a
I’échographe. Il pourrait apporter une information sur le degré d’hypoperfusion dans d’autres
organes tels que le foie, les reins ou les muscles. Le choc cardiogénique étant une situation de
défaillance cardiaque entrainant une hypoperfusion tissulaire, il est souhaitable de pouvoir
explorer la perfusion de différents organes. Une valeur de lactatémie prise isolément est

malheureusement peu informative si on ne connait pas la cinétique d’évolution de ce marqueur.

La réponse du systéme vasopressinergique est tres intense dans les suites immédiates d'un
IDM étendu, sans que I'on connaisse précisément la part de la nécrose myocardique en soi, celle

de l'insuffisance cardiaque aigué et celle de 'hypotension et de I'état de choc dans cette activation.
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Notre travail a permis d’établir que la vasopressine endogéne ainsi libérée participait a
I'aggravation des signes d’hypoperfusion tissulaire et avait potentiellement un impact pronostic
défavorable. Il est a noter que dans les conditions expérimentales de cette étude, les rats sans IDM
(Sham) avaient une augmentation notable de la copeptine, certes plus faible que lors de 'IDM. La
copeptine était environ 10 fois plus élevée dans le groupe Sham que chez des rats contrdles non
opérés pour lesquels le dosage a été réalisé avec le méme test. Lors de tests complémentaires sur
des rats controles sous anesthésie mais non opérés, nous n’avons pas retrouvé de différence de
SmO; par rapport aux Sham de I’étude a J0 avant chirurgie ou a 1, indiquant I'absence d’altération
de la perfusion mésentérique malgré la différence de copeptine observée (données non
montrées). Le taux circulant de vasopressine dans cette circonstance pourrait étre insuffisant
pour déclencher une baisse de la perfusion mésentérique, la fonction cardiaque étant préservée
par ailleurs. Cependant, la baisse de SmO; constatée en postopératoire immédiat chez les Sham,
comme dans tous les groupes, pourrait étre aussi en partie liée a une libération breéve de
vasopressine dont le dosage de copeptine a J1 a gardé la trace (demi-vie plus longue de la

copeptine).

Aprés un IDM avec FEVG altérée, pour une situation hémodynamique comparable (débit
cardiaque et PAM similaires), il était observé une baisse de la SmO; et une hausse du taux de
lactate en présence de vasopressine endogene ou de terlipressine, tandis qu'une SmO; proche de
la valeur initiale et une faible élévation du lactate étaient retrouvés en cas de traitement avec un
antagoniste sélectif du récepteur Vi.. Pour autant, est-il possible d’utiliser ces constations pour
une application clinique dans I'IDM ? Ce n’est bien sir pas aussi simple. Tout d’abord notre schéma
d’administration débutait avant I'induction de I'IDM, ce qui n’est pas transposable en clinique.
Ensuite, cet effet protecteur de I'antagoniste n’a été étudié que sur les 24 premiéres heures. Nous
avons par ailleurs constaté que les IDM traités avec 'antagoniste avaient un taux de copeptine
encore plus élevé ce qui indique une stimulation accrue de sécrétion de vasopressine face a
I'absence de rétrocontréle négatif. Une déplétion des stocks de vasopressine pourrait survenir.

Une étude du modele sur une période plus longue est également nécessaire pour répondre a la

115



question du déficit relatif en vasopressine secondaire a la sécrétion initiale, soit par épuisement
de la syntheése, soit par déplétion des stocks, soit enfin par défaut de disponibilité des récepteurs.
Ce défit secondaire, si il était confirmé, pourrait participer a la vasoplégie parfois réfractaire
retrouvée dans les chocs cardiogéniques évolués en association au mécanisme inflammatoire

habituellement décris?.

La régulation du systeme vasopressinergique vise a maintenir 'homéostasie en réponse a
diverses situations de stress ou d’agression de l'organisme, de variations de l'osmolalité
plasmatique ou de chute de la pression sanguine. Le maintien d'une certaine pression de perfusion
peut sembler ainsi une priorité pour 'organisme, au prix d’'une vasoconstriction. Mais il s’agit
plutét d'un mécanisme de redistribution vasculaire, excluant certaines circulations
(mésentérique par 'AVP par exemple), pour redistribuer le débit sanguin limité vers des organes
qu’il faut absolument préserver dans I'immeédiat dits a forte autorégulation. D’ailleurs I'exclusion
de la circulation mésentérique favorise aussi un retour veineux plus rapide en excluant une
circulation sanguine tres étendue a temps de circulation lent. Cette redistribution en cas de stress
peut avoir des conséquences déléteres si cette situation se prolonge en entrainant des défaillances

d’organes.

Finalement, ce mécanisme d’adaptation et de sauvetage impliquant entre autres la
vasopressine dans la situation du choc cardiogénique plaide en faveur d’'une prise en charge
thérapeutique précoce en particulier par assistance circulatoire mécanique, seule capable de
restaurer rapidement un débit de perfusion a 'ensemble de I'organisme. Il serait intéressant de
rechercher un effet préventif sur la stimulation de la sécrétion de vasopressine en cas de mise en
place d’'une assistance circulatoire dés le début du choc cardiogénique aprés IDM. Une étude
clinique préliminaire observationnelle réalisée dans notre unité de réanimation semble étre en
faveur de cette hypothése80. Dans cette série de patients en choc cardiogénique post-IDM dont la
plupart avaient une assistance circulatoire temporaire, la copeptine initiale était élevée mais une
décroissance rapide était observée. Toutefois dans cette petite série aucun lien avec I'évolution de

I’état microcirculatoire n’a pu étre retrouvé.
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Une meilleure connaissance de I'état microcirculatoire, de son évolution et du profil de
sécrétion de vasopressine doit cependant aider a mieux guider les choix thérapeutiques pour ces

patients complexes et avec une mortalité encore tres élevée.

En conclusion, le CC survient volontiers quand la FEVG est inférieure a 40% apres ligature de
I’ACG. Dans ce modele, le CC est associé a une diminution significative de I'oxygénation
mésentérique. La SmO2 permet une évaluation non-invasive des états de choc en temps réel.
L’augmentation de sécrétion de vasopressine, révélée par I'élévation de la copeptine a J1, semble
impliquée dans la phase précoce de I'IDM avec un impact sur la perfusion mésentérique et la
production de lactate. La perfusion tissulaire était améliorée par le traitement avec un antagoniste
des récepteurs V1a, sans effet majeur sur la pression artérielle, tandis qu’elle était altérée par la
terlipressine, associée a une forte augmentation de pression artérielle. Le role de la vasopressine

dans 'hypoperfusion tissulaire au cours de la phase précoce du CC semble crucial.
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Implication de la vasopressine dans 1'hypoperfusion tissulaire au cours du choc cardiogénique compliquant l'infarctus du
myocarde

Résumé : L'insuffisance cardiaque aigué (ICA) en rapport avec un infarctus du myocarde (IDM) est a risque d’évoluer vers un choc
cardiogénique (CC), avec réponse neuro-hormonale. Un lien entre ICA, CC et réponse vasopressinergique est suspecté. La ligature de
I'artere coronaire gauche (ACG) est le modeéle d’ICA le plus répandu chez le rat. Un état de choc est caractérisé par une production accrue
de lactate, indiquant une dysoxie tissulaire, a laquelle 'hypoperfusion mésentérique peut contribuer. L’objectif de la premiere étude était
d’évaluer chez le rat le lien entre CC et perfusion mésentérique mesurée par un appareil de NIRS. La seconde étude avait pour objectif
d’étudier I'implication de la vasopressine dans I'état hémodynamique et la perfusion tissulaire a la phase précoce (24h) du CC post-IDM.
Tous les animaux avaient la méme chirurgie avec (AMI) ou sans (Sham) ligature de I’ACG. A partir de la cohorte compléte de 103 rats males
Wistar, I'oxygénation mésentérique (SmOz2) était comparée pour une partie de la cohorte entre un groupe AMI avec CC (fraction d’éjection
du ventricule gauche (FEVG) < 40% et élévation de la lactatémie) et les rats Sham et AMI sélectionnés avec lactatémie normale (non
choqués). Apreés chirurgie, la SmO2 diminuait dans tous les groupes. La SmOz restait basse a J1 uniquement dans le groupe AMI avec CC,
tandis qu'une SmO2 retournait a sa valeur préopératoire chez les Sham et AMI non choqués. La pression artérielle moyenne était plus
basse et la baisse de débit cardiaque plus prononcée pour les AMI avec CC comparés aux AMI non choqués. La détermination de la SmO:
avait une excellente valeur prédictive pour la survenue de CC (aire sous la courbe ROC: 0.955 [95%CI: 0.854;1], p=0.003) avec une
sensibilité de 100% et une spécificité de 88% pour un seuil de SmO2 a 35%. Dans le but d’étudier 'ICA post-IDM et la stimulation
vasopressinergique, une FEVG < 40% était requise pour sélectionner les rats dans les groupes AMI et 6 groupes de rats étaient étudiés :
Sham sans traitement (Sham), AMI sans traitement (AMI), rats traités par terlipressine (Sham-TLP et AMI-TLP) ou par un antagoniste du
récepteur V1a, le SR-49059 (Sham-SR et AMI-SR). Une hypoperfusion tissulaire mise en évidence par une lactatémie > 2,2 mmol/l ou une
hypoxie mésentérique (SmO2 < 35%) était requise pour définir le CC. Parmi les 103 rats opérés, 67 ont eu une ligature coronaire parmi
lesquels la mortalité était de 40%, 0% et 33% respectivement pour les groupes AMI, AMI-SR et AMI-TLP (p=0,057). Tous les rats étaient
sacrifiés a J1 apres évaluation compléte. L'incidence de CC était diminuée a 25% pour les AMI-SR contre 72% pour les AMI ou AMI-TLP
(p=0,038). La copeptine plasmatique a J1 était augmentée chez les AMI et AMI-SR mais pas chez les AMI-TLP. La réponse contractile
maximale a la vasopressine, évaluée in vitro sur les anneaux aortiques, était similairement diminuée pour les rats AMI et les rats traités
par terlipressine (AMI-TLP et Sham-TLP) comparés aux Sham non traités. Elle était aussi séverement altérée pour les animaux traités avec
I'antagoniste pour lesquels un profil de liaison compétitive était observé. En conclusion, le CC survient volontiers quand la FEVG est
inférieure a 40% apres ligature de '’ACG. Dans ce modeéle, le CC est associé a une diminution significative de I'oxygénation mésentérique.
Ainsi, en cas de FEVG altérée, la SmO2 permet une évaluation non-invasive des états de choc en temps réel. L’augmentation de sécrétion
de vasopressine semble impliquée dans la phase précoce de I'IDM, ce qui peut conduire a une hypoperfusion mésentérique et une
production de lactate. La perfusion tissulaire était améliorée par le traitement avec un antagoniste des récepteurs V1a, sans effet majeur
sur la pression artérielle, tandis qu’elle était altérée par la terlipressine, associée a une forte augmentation de pression artérielle. Le role
de la vasopressine dans I’hypoperfusion tissulaire au cours de la phase précoce du CC semble crucial.

Mots clés : Infarctus du myocarde ; choc cardiogénique ; vasopressine ; réactivité vasculaire ; microcirculation ; antagoniste Vl1a

Involvement of vasopressin in tissue hypoperfusion during cardiogenic shock complicating acute myocardial infarction in rats.

Abstract : Acute heart failure (AHF) due to acute myocardial infarction (AMI) is likely to involve cardiogenic shock (CS), with neuro-
hormonal activation. A relationship between AHF, CS and vasopressin response is suspected. Permanent left coronary artery ligation (LCA)
is the most widely used model of heart failure in rat. A shock state is characterized by an increase of lactate production, a marker of global
tissue dysoxia to which mesenteric hypoperfusion may notably contribute. The aim of the first study was to evaluate the relationship
between CS and mesenteric perfusion assessed by near infrared spectroscopy (NIRS) in a rat model. The second study aimed to investigate
the implication of vasopressin on hemodynamic and tissue perfusion at the early phase (24h) of CS complicating AMI. All animals had the
same surgery with LCA ligation (AMI) or not (Sham). From the whole cohort of 103 male Wistar rats, the mesenteric oxygenation (SmO3z)
was compared in several animals between AMI with cardiogenic shock (left ventricular ejection fraction (LVEF) < 40% and elevated lactate
level) and selected Sham and AMI with normal lactate level (non-shocked). After surgery, SmO2 decreased notably in all groups. SmO2
remained low at Day 1 (D1) only in AMI with CS, while it returned close to preoperative value in Sham and AMI without shock. The mean
arterial pressure was lower, and the decrease of cardiac output was higher in AMI with CS compared to non-shocked AMI. SmO:
determination had an excellent predictive value for CS (area under the receiver operating characteristic curve: 0.955 [95%CI: 0.854;1],
p=0.003) with a 100% sensitivity and 88% specificity for a 35% SmO:2 threshold. In order to study AMI-induced AHF and vasopressin
stimulation, a LVEF < 40% was prerequisite for the selection of animals in AMI groups and six groups of rats were studied: Sham without
treatment, AMI without treatment (AMI), rats treated with terlipressin (Sham-TLP and AMI-TLP) or SR-49059, a V1a receptor antagonist,
(Sham-SR and AMI-SR). To assess CS, a tissue hypoperfusion as evidenced by lactate > 2.2 mmol/L or mesenteric hypoxia (SmO2 < 35%)
was required. Among 103 operated rats, 67 were ligatured and exhibited mortality of 40%, 0% and 33% respectively for AMI, AMI-SR and
AMI-TLP (p=0.057). All animals were sacrificed at D1 after hemodynamic and biochemical assessments. Incidence of CS was decreased to
25% in AMI-SR versus 72% in AMI or AMI-TLP (p=0.038). Plasma copeptin at D1 was increased in AMI and AMI-SR but not in AMI-TLP.
The maximal contractile response to vasopressin, evaluated in vitro on aortic rings, was similarly decreased in AMI and TLP-treated rats
(AMI-TLP and Sham-TLP) compared to Sham but also severely altered in animals treated by the antagonist, the latest exhibiting a
competitive binding profile. To conclude, CS occurs likely when LVEF is below 40% after LCA ligation. In this model, CS is associated with
a significant decrease in mesenteric oxygenation. Thus, combined to reduced LVEF, SmO2 could allow a non-invasive assessment of shock
at the bench side. Increased vasopressin secretion seems involved in the early phase of AMI, which may result in mesenteric hypoperfusion
and lactate production. Tissue perfusion was improved by V1a antagonist treatment, without major effect on arterial pressure, while it
was impaired by treatment with terlipressin, associated to a huge increase in arterial pressure. The role of vasopressin in tissue
hypoperfusion during the early phase of CS seems crucial.
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