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Résumé

La grossesse est caractérisée par une augmentation du volume circulant maternel et du débit
sanguin afin de subvenir aux besoins croissants du foetus. En diminuant I'expansion
volumique maternelle, nous avons développé un modéle de restriction de croissance intra-
utérine (RCIU) chez la rate dans lequel on observe une diminution du diamétre des artéres
utérines arquées ainsi qu'une diminution de la réponse a l'angiotensine II. Nous avons émis
I'hypothése que comparativement aux rates normales, les vaisseaux utérins des rates RCIU
présentent une dysfonction des mécanismes de relaxation dépendant de I'endothélium lors de
la réponse a des agents vasoactifs. Notre objectif était de caractériser l'influence de
l'endothélium sur la régulation de la réactivité des artéres utérines radiales dans notre modele
RCIU. A l'aide d'un myographe pressurisé, des courbes de concentration-réponse a des agents
vasoactifs (Phényléphrine (Pe), Carbachol (Cbc) et Nitroprussiate de sodium (SNP)) ont été
effectuées, en présence ou en absence d'inhibiteurs des voies principales de la relaxation
dépendante de I'endothélium (monoxyde d'azote (NO), prostacycline (PGIl,) et facteurs
hyperpolarisants dépendant de 1'endothélium (EDHF)). Nous avons ainsi démontré que les
arteres utérines radiales des rates RCIU ont un diametre plus petit que celles des rates
controles. Une utilisation plus grande du NO dans la réponse dilatatrice au Cbc a été observée
chez les rates RCIU. De plus, l'inhibition de la voie de I'EDHF par l'ajout de KCI aux
inhibiteurs de la voie du NO (L-NAME) et des PGI, (Ibuproféene) bloque presque

completement la relaxation au Cbc chez les deux groupes.

En conclusion, dans les arteéres utérines radiales des deux groupes, il y a une participation
importante de 'EDHF lors de la dilatation au Cbc. De plus, dans notre modele RCIU, la voie
du NO est activée, probablement afin de compenser la diminution du diametre des artéres et la

réduction de la perfusion utérine.

Mots-clés : réactivité vasculaire, relaxation dépendante de I'endothélium, NO, EDHF,

restriction de croissance intra-utérine.
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Abstract

Pregnancy is characterized by an increase of circulating maternal volume and blood flow to
respond to the growing needs of the fetus. By decreasing maternal volume expansion, we have
developed a model of intrauterine growth restriction (IUGR) in pregnant rat in which there is a
reduction in the diameter of the uterine arteries and decreased response to angiotensin II. We
hypothesize that, there is a dysfunction of endothelial dependant relaxation mechanisms in
response to vasoactive agents in radial uterine arteries from I[UGR rats compared to those from
normal pregnant rats. Our aim was to characterize the influence of the endothelium on the
regulation of uterine radial artery reactivity in a model of decreased uteroplacental perfusion.
Concentration-response curves to vasoactive agents (Phenylephrin (Pe), Carbachol (Cbc) et
Sodium Nitroprusside (SNP)) were done on radial uterine vessels in pressurized flow chamber
in presence of inhibitors of endothelium dependant relaxation pathways (nitric oxide (NO),
prostacyclin (PGI,) and endothelium dependant hypolarizing factors (EDHF)). Firstly we
demonstrated that the radial uterine arteries of IUGR rats had a smaller diameter compared to
control ones. We also demonstrated a greater use of NO in relaxation response to Cbc in
IUGR rats. Finally, the inhibition of EDHF by addition of KCl to other inhibitors (L-NAME
and Ibuprofen (Ibu)) almost completely blocked the relaxation in both groups.

In conclusion, our results demonstrate that there is significant involvement of EDHF in
endothelium-dependent dilation in the radial uterine arteries in both groups. Moreover, in our
model of IUGR, characterized by a reduction in maternal circulating volume, the NO pathway
is activated, probably to compensate for the uterine arteries diameter reduction and decreased

uterine perfusion.

Keywords : Vascular reactivity, endothelium dependant relaxation, NO, EDHF, IUGR.
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Introduction

La grossesse est caractérisée par une multitude de changements physiologiques du systéme
cardiovasculaire. Effectivement, la gestation entraine une augmentation du volume circulant
maternel associée & une redistribution du débit cardiaque et a un remodelage vasculaire utérin
ayant pour but de favoriser un développement adéquat du foetus. Cependant, des facteurs
environnementaux, génétiques et/ou physiologiques peuvent conduire a un environnement
intra-utérin inadéquat pour le feetus. Il a été démontré qu’une diminution de 1’expansion
volumique maternelle entraine une restriction de croissance intrautérine (RCIU). Nos travaux
s’intéressent a I’effet de cette expansion volumique sur les vaisseaux utérins en utilisant un

modele animal de RCIU élaboré au laboratoire.

Ce mémoire proposera, en premier lieu, une revue de la littérature sur les modifications
vasculaires observées chez la femme et la rate au cours de la gestation, les pathologies
associées a la gestation et les modéles de RCIU utilisés. Par la suite, nous aborderons la
structure des vaisseaux, la circulation utérine chez la femme et la rate. Finalement, nous
présenterons les caractéristiques du muscle lisse vasculaire, et les mécanismes de contraction
et de relaxation vasculaires. Par la suite, nos travaux seront présentés sous forme d’article.

Finalement, les résultats observés et les perspectives seront discutés plus en détail.
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1. La grossesse

Cette période est caractérisée par plusieurs modifications physiques et physiologiques chez la
mere qui disparaitront suite a I'accouchement. Celle-ci doit s'adapter aux besoins du foetus en
développement; son organisme doit étre capable de supporter le poids du foetus grandissant et
¢galement de lui apporter tous les nutriments et I'apport en oxygene dont il a besoin. Dans
certaines situations, les mécanismes d'adaptation ne se mettent pas en place adéquatement ce
qui peut engendrer par exemple, une diminution du volume circulant maternel, une diminution
du remodelage vasculaire utérin ou encore une hausse de la pression artérielle. Ces conditions
peuvent entrainer un environnement intra-utérin défavorable et des effets négatifs sur la
croissance du foetus. C'est pourquoi depuis plusieurs années, des recherches sont effectuées
dans le but de spécifier les causes et les conséquences de ces adaptations maternelles
anormales afin de pouvoir les prévenir et/ou de prendre en charge les nouveau-nés issus de ces

grossessces.

1.1 Les modifications cardiovasculaires

Au cours de la grossesse, la femme subit de nombreux changements cardiovasculaires qui lui
permettront de s'adapter aux besoins grandissant du foetus. En effet, durant la grossesse, toutes
les composantes du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) sont augmentées, on
observe une augmentation de la rétention de minéraux tels que le sodium, le potassium et le
calcium par les reins, favorisant 1'augmentation du volume d'eau extracellulaire de 6 a 8 L
(pour revue (25, 73)). Cette augmentation peut atteindre jusqu'a 40% du volume plasmatique
initial a partir de la 30e semaine de gestation (10, 36, 122). D¢és la 10e semaine, le débit
cardiaque passe de 4,5L/min a 6L/min et sera maintenu tel quel jusqu'a terme (22, 31) da
principalement a l'augmentation du volume d'é¢jection systolique. D'autre part, une grande
partie du flot sanguin est réorienté vers l'utérus, celui-ci passe de 100mL/min en état non-
gravide a 1200mL/min a terme (116, 117). Malgré cette augmentation de volume et de débit
sanguin, la pression artérielle diminue au cours de la gestation et revient a niveau pré-

gestationnel apres 1'accouchement (35, 82).
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Puisque le débit sanguin augmente, cette baisse de pression artérielle pourrait étre due une
diminution de la résistance périphérique vasculaire (35). D'ailleurs dans la littérature, il est
démontré que les oestrogénes stimulent la synthése de monoxyde d'azote (NO) et de
prostacycline (PGl,), des substances responsables de la vasorelaxation (59, 91, 96). De plus, la

relaxine favorise également la régulation de la compliance artérielle au niveau utérin (123).

2. Conditions pathologiques au cours de la gestation

L'augmentation du volume circulant et du débit sanguin utérin permet un apport sanguin
suffisant pour le bon développement foetal. Les adaptations subies par la mére sont
nécessaires au bon fonctionnement métabolique de celle-ci. Par contre, certaines anomalies
durant la mise en place des mécanismes adaptatifs peuvent se produire telles qu'une
diminution du volume circulant, une augmentation de la résistance périphérique ou un
mauvais remodelage vasculaire utérin. Ces troubles peuvent engendrer un apport en oxygeéne
et en nutriments insuffisant pouvant étre néfaste pour la croissance du foetus, mais aussi une
augmentation de la pression artérielle pouvant mettre a risque la vie du foetus et celle de la

mere (49, 66, 88, 108).

2.1 La pré-éclampsie

La pré-éclampsie touche pres de 5% des grossesses dans le monde (3) et est toujours 1'une des
principales cause de mortalit¢ maternelle dans les pays en voie de développement. Elle est
caractérisée par une mauvaise adaptation vasculaire de la meére associée, entre autres, a une
augmentation de la résistance vasculaire systémique et a une dysfonction endothéliale (106).
D'un point de vue clinique, la pré-éclampsie est définie par une protéinurie et une hypertension
a partir de la 20e semaine de gestation (1, 106). Les origines exactes de son développement
sont encore inconnues. Par contre, plusieurs situations physiologiques y ont été associés telles
qu'une dysfonction endothéliale caractérisée par une baisse de la production de NO et de PGI,

(pour revue (13)), ou un remodelage vasculaire utérin inadéquat causé par une diminution des
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forces de cisaillement (pour revue (88)). La pré-éclampsie est également associée a une
réduction de la synthése des oestrogénes (estriol, d'estrone et d'estradiol-17f) ainsi qu'a une
augmentation de la synthése de métabolites tels que 4-hydroxyestrone et 16-a-hydroxyestrone
(61). De plus, des recherches démontrent une relation entre le développement de la pré-
éclampsie et la diminution du débit sanguin utéro-placentaire causé par une augmentation de

la résistance vasculaire utérine (66, 93).

2.2 La restriction de croissance intra-utérine

La restriction de croissance intra-utérine (RCIU) est une complication gestationnelle définie
par la naissance de bébés ayant un poids de moins de 2500g a la naissance (81). Au sein de la
population canadienne, la RCIU touche entre 5 a 10% des naissances (18). Par ailleurs, dans
les cas les plus séveres, elle peut étre une cause de mortalité in utero. Plusieurs facteurs

pouvant étre impliqués dans le développement de la RCIU ont été identifiés (Figure 1).

Parmi eux, on retrouve, entre autres, une diminution de la circulation utéro-placentaire (67),
une déficience du remodelage vasculaire (74), une réduction de I'expansion volumique
maternelle (98) et une augmentation de la résistance vasculaire systémique ou utérine (85).
De plus, les mauvaises habitudes de vie telles que la consommation de cigarettes et d'alcool
(47, 95, 107) et certaines maladies virales (cytomégalovirus, herpes simplex, etc.) (72)

peuvent également contribuer au développement d'une RCIU.
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Facteurs maternels

Malnutrition Facteurs foetaux

Cigarette Infections

Alcool Désordres chromosomiques

Drogues Grossesse multiples

Infections Maladies congénitales / Malformations

Anomalies cardiovasculaires

- Pré-éclamspie

- Volume circulant diminué

- Résistance vasculaire augmentée
- Remodelage vasculaire inadéquat
- etc.

Facteurs placentaires
Hypoxie

Insuffisance placentaire
Petit placenta

Sclérose vasculaire

RESTRICTION DE CROISSANCE
INTRA-UTERINE

Figure 1: Principaux facteurs associés au développement d'une RCIU.

3. Modeéles animaux de RCIU

3.1 La rate comme modéle animal

La rate est un bon mode¢le pour étudier les changements cardiovasculaires au cours de la
grossesse. On observe quelques similarités au point de vue hormonal telles qu'une
augmentation graduelle des oestrogénes jusqu'a terme et une augmentation de la progestérone
en début de grossesse (46, 70). On retrouve, comme chez 1’humain, une rétention sodique, une
augmentation du volume circulant et du SRAA ainsi qu'une diminution de la pression
artérielle (10). Ces changements surviennent surtout a la derniére semaine (3%) de gestation
chez la rate ce qui correspond au 2e trimestre chez la femme. La diminution de la pression

artérielle est également accompagnée d'une baisse de la résistance vasculaire engendrée par
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une réduction de la sensibilité aux agents vasoconstricteurs (76). Alors qu’on observe une
baisse de réponse aux agents vasoconstricteurs tels que I’ANG 11, la PE ou la vasopressine
dans les vaisseaux systémiques comme l'aorte (14) et les artéres mésentériques (76, 110), on
observe une augmentation de la réactivité dans les artéres utérines arquées (27, 111). Ces
résultats nous permettent de suggérer que les vaisseaux utérins et systémiques ont une
adaptation différente a la gestation. Finalement, la courte période de gestation du rat et sa

petite taille facilitent beaucoup son hébergement et son coft d'entretien.

Plusieurs modeles animaux ont été¢ développés au cours des années afin de mieux comprendre
les mécanismes qui induisent la RCIU. Ils peuvent étre caractérisés chez le rat par une
diminution de perfusion utérine suite a la ligature des artéres utérines vers la fin de la gestation
(jour 19) (90) ou par une ligature de 1'aorte au niveau de la jonction de l'artére iliaque, a la fin
de la 2e semaine de gestation, qui diminue d'environ 40% le débit utérin (49). Par ailleurs,
I'administration d'une diéte faible en sodium (0,03%) induit une diminution d’expansion
volumique maternel qui est associée a une réduction de la perfusion placentaire et a la
naissance de rejetons RCIU (99). De plus, une situation d'hypertension spontanée chez la rate
(SHR) (40) et un faible apport en protéine (9%) tout au long de la grossesse (17, 125)
induisent aussi une RCIU. Plusieurs mode¢les sont également utilisés afin de spécifier les effets
d'un désordre endocrinien tel que le diabéte ou encore une surexposition aux glucocorticoides
via une exposition a la dexamethasone (100pg/kg/jour) durant la derniére semaine de

grossesse (39, 108).

3.2 Modé¢le animal de RCIU utilisé

Un modele de RCIU a été développé dans le laboratoire. En donnant une dic¢te faible en
sodium (0.03%) au cours de la derni¢re semaine de gestation chez la rate Sprague-Dawley,
l'expansion volumique maternelle normalement observée lors de la grossesse est réduite. Cela
entraine une diminution de la perfusion utéro-placentaire et la naissance de rejetons présentant

une RCIU (11, 99). Comparativement aux rates ayant une gestation normale, on observe une
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diminution du diameétre des artéres utérines arquées ainsi qu'une augmentation du tonus
myogene de ces vaisseaux (112).

Ce modele de RCIU posseéde plusieurs avantages qui facilitent nos recherches. En effet,
'administration d'une diéte permet d'éviter toute chirurgie in vivo et diminue le risque de déces
des animaux. De plus, le protocole est simple et de courte durée (1 semaine) il ne requiert
donc pas de qualification particuliére ce qui permet a chaque membre du laboratoire de

participer.

4. Histologie vasculaire

Les vaisseaux sanguins sont constitués de trois tuniques distinctes, de l'intérieur vers
l'extérieur: l'intima, la média et 1'adventice (figure 2). La complexité de ces tuniques differe
selon le type de vaisseaux et le role de chacun, par exemple, les couches élastiques et

musculaires sont beaucoup moins importantes dans les veines que dans les artéres (62).

Endothélium

p— Lumiere

Endothélium

Limitante élastique
interne

Muscle lisse (LED)
Muscle lisse
Média
_/- LEE I:imit.ante
élastique
externe
(LEE)

|

Adventice —

Vasa vasorum

Figure 2: Structure d'un vaisseau.
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L'intima est composée de tissus conjonctifs et d'une monocouche de cellules endothéliales qui
est en contact direct avec le sang et les différentes substances qu'il contient (hormones,
nutriments, ions etc.). La média varie énormément selon le type de vaisseaux, surtout dans les
arteres. Les arteres ¢lastiques, telles que l'aorte, les carotides et les artéres pulmonaires, sont
des vaisseaux qui subissent une grande variation de pression; c'est pourquoi la média de ces
vaisseaux est constituée de lames élastiques concentriques entrecroisées de cellules
musculaires lisses. Ces unités lamellaires facilitent 1'expansion en réponse aux variations du
débit sanguin (62). Les artéres musculaires (radiales, coronaires, cérébrales, etc.) tant qu'a
elles, possedent une limitante ¢lastique interne et externe qui séparent les trois tuniques (figure
2). La média de ces vaisseaux est essentiellement constituée de cellules musculaires lisses
concentriques entre lesquelles se faufilent quelques lames ¢€lastiques (62). Dans les artérioles,
la média contient beaucoup moins de cellules musculaires lisses et il n'y a pas de lames
¢lastiques. Finalement, l'adventice est principalement constituée de collagéne et contient
quelques fibres élastiques, des fibroblastes et des vasa vasorum. Sa taille varie selon le type de

vaisseau, mais son organisation reste relativement la méme (62).

5. La circulation utérine

L'utérus est un organe musculaire et extensible du systéme reproducteur; il est principalement
constitué de tissu musculaire lisse (myometre) et il est tapissé intérieurement par une
muqueuse (endometre). C'est un organe trés vascularisé dont les vaisseaux se modifient au

cours de la gestation, afin de s'adapter au besoin du foetus en développement. Tel que cité ci-

dessus, en fin de grossesse, le débit sanguin utérin peut étre augmenté de plus de 10 fois.

5.1 La circulation utérine chez la femme

Chez la femme, l'apport sanguin utérin est assuré par les artéres utérines qui prennent leur

origine au niveau antérieur de l'artére iliaque interne (20). Tel qu’illustré a la figure 3, le lit
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vasculaire utérin chez la femme est presque complétement a l'intérieur du myometre. En effet,
les artéres utérines se subdivisent en artéres de plus faible calibre qui irriguent le muscle lisse,
les arteres arquées et les arteres radiales. Finalement, les artéres radiales se divisent au niveau
de la muqueuse en artéres spiralées qui se modifient tout au long du cycle endométrial (4, 62).
La prolifération rapide de I'endomeétre nécessite un remodelage des artéres spiralées mais aussi
la formation de nouveaux vaisseaux (angiogénése). Les artéres situées dans l'endomeétre
fonctionel subissent un remodelage dépendant des hormones oestrogenes et progestérone qui
sont sécrétées de fagon cyclique (phase menstruelle, proliférative et sécrétoire) (94). Clest
principalement durant la phase sécrétoire que le remodelage des arteéres se produit. Si une
implantation embryonnaire a lieu, le processus continue, sous l'effet de la migration du

trophoblaste, afin de former les artéres utéro-placentaires (119).

Figure 3.1: Circulation utérine chez la femme.

Osol, G. and M. Mandala (2009)
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5.2 La circulation utérine chez la rate

L'utérus de la rate est structurellement différent de celui de la femme. Tel qu’illustré a la

figure 3.1, l'utérus de la rate est divisée en deux cornes distinctes possédant chacune leur

ovaire et leur vascularisation. Contrairement a 1'utérus de la femme, les artéres utérines de la

rate prennent leur origine au niveau de l'aorte et le lit vasculaire utérin est presque

completement a 1'extérieur du myometre, ce qui facilite la dissection des artéres arquées et

radiales.

B Rodent

Aorta—} Arcuate

artery

Radial A ‘

Ovary

Uterine horn

Figure 3.2 : Circulation utérine chez la rate.

Osol, G. and M. Mandala (2009)
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5.3 Modifications vasculaires utérines au cours de la gestation

Au cours de la gestation chez les mammiferes, les vaisseaux sanguins utérins subissent un
remodelage important permettant de maintenir un apport sanguin adéquat au bon
développement du foetus (pour revue (75)). On distingue deux principaux types de
remodelage des vaisseaux utérins; le premier se déroule dans les arteres spiralées qui sont en

contact direct avec le placenta et le second se produit dans les artéres de plus gros calibre.

Le remodelage des artéres spiralées est associé a 1'implantation embryonnaire. Chez I'humain,
au cours de la deuxieéme semaine de gestation, la croissance rapide de l'embryon oblige la
formation d'un réseau sanguin plus efficace aux échanges materno-foetaux. C'est alors que le
cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste commencent a produire des excroissances
(vilosités choriales) qui envahissent les sinusoides maternels et entrainent la désintégration de
leur paroi; ceci permettra la création de lacunes trophoblastiques (62, 68). Suite a cette
implantation, les cellules trophoblastiques de type endovasculaire migrent a l'intérieur des
artéres spiralées et prennent la place de l'endothélium et de la paroi musculo-élastique

entrainant ainsi une diminution de leur forme spiralée et de leur résistance (28, 68).

20



Décidua Villosités
(endometre)  placentaires

1 .
Début de < 4:1 > =
grossesse T —— -
normale —w ﬁ-—

Myometre

)
< Arteres  Artéres Artéres Artéres envahies parle o
c utérines spiralées basales trophoblaste §
% o
H .
£ Fin de o
c
S grossesse s
& | normale §
3 =1
= =
(@] =
o

RCIU et p PP e

pré-éclamspie

Figure 4: Invasion de la circulation maternelle par le trophoblaste au cours de la gestation.

(Adaptée de Rodie, V. A, et al. 2004).

Le remodelage des vaisseaux de plus gros calibre tels que les artéres utérines, arquées et
radiales, s’opére de fagon différente que celui retrouvé dans les artéres spiralées. En effet, les
modifications principales sont l'augmentation du diamétre et de la longueur des vaisseaux.
Chez la femme, au début de la gestation, le diametre de 'artére utérine double et la vitesse du
débit sanguin augmente considérablement (89). Ces changements se retrouvent aussi chez les
rongeurs (34, 120) et les brebis (6, 97). Les vaisseaux subissent ¢galement une élongation qui
normalement devrait entrainer une augmentation de la résistance, mais qui est contrecarrée par

l'augmentation du diametre.
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Le remodelage des artéres utérines est sous le contrdle de plusieurs mécanismes dont, entre
autres, la faible concentration d’oxygéne et la production de NO. En effet, en faible
concentration d’oxygene, il y a stabilisation du facteur de transcription inductible par
I’hypoxie (HIF) qui entraine la transcription de plusieurs génes dont ceux de la voie
signalisation du monoxyde d’azote (NO) et du facteur de croissance vasculaire endothélial
(VEGF) (55, 92). 11 a été observé que lors de la gestation, les souris dont le géne de la eNOS
est supprimé présentent une diminution du débit sanguin et de I'¢longation des arteres spiralées
utérines, provoquant ainsi une mauvaise oxygénation placentaire telle qu'observée lors de la
pré-éclampsie (66). De plus, lorsque des rates sont traitées au L-NAME du 10e au 20e jour de
gestation, on constate une diminution du diamétre de l'artére utérine principale (87). Les forces
de cisaillement (71, 109) et les oestrogenes (59) sont également des stimulateurs de la
production endothéliale de NO. En effet, au cours de la gestation, la combinaison des forces de
cisaillement a I'augmentation des oestrogeénes et des facteurs de croissance (PIGF et VEGF)
favorise le remodelage des vaisseaux, entre autres, par la production de NO (pour revue (75)).
De plus, les oestrogenes favorisent la vasodilatation utérine induite par le VEGF en stimulant
la synthése de NO (115). L'invasion trophoblastique des artéres spiralée permet aussi une
diminution de la résistance vasculaire. On observe, d'ailleurs, une déficience structurale ainsi
qu'un dépot de tissus fibreux dans ces arteres lors d'une situation de RCIU ou de pré-éclampsie
(16). De plus, la RCIU est souvent associée a une diminution de la perfusion utéro-placentaire.
Cette réduction de perfusion peut étre causée, entre autres, par une mauvaise placentation, un
épaississement de la paroi vasculaire, la présence d'athérome et la dégénérescence des tissus
fibreux au niveau des artéres utérines spiralées (15, 30, 48). Lorsque ces mécanismes ne sont
pas mis en place et qu’il y a un défaut d’implantation placentaire, une diminution de perfusion
utéro-placentaire peut survenir affectant le développement et la croissance feetale. Il semble

que ce soit parmi les causes responsables de la pré-éclampsie et de la RCIU (20, 26, 42, 74).
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6. Muscle lisse vasculaire

Le muscle lisse vasculaire (MLV) est composé de cellules fusiformes et allongées, elles ont
un noyau central et sont composées en majeure partie de myofilaments. Leur cytoplasme
renferme plusieurs types de protéines contractiles telles que l'actine et la myosine de type 11
ainsi que des filaments intermédiaires de desmine et de vimentine (2). On retrouve le muscle
lisse dans les tuniques des organes creux tels que le tube digestif, les vaisseaux sanguins, les
voies respiratoires et les voies urinaires. Celui-ci est controlé par le systéme nerveux autonome
sous l'effet de l'acétylcholine et de la noradrénaline et il est responsable des contractions

involontaires comme la vasomotricité et le péristaltisme.

6.1 L'activité électrique du muscle lisse vasculaire

L'activité électrique joue un rdle important dans la réactivité vasculaire. La cellule musculaire
lisse possede un potentiel de repos qui est établi a environ -50mV (43). Une contraction du
MLV est entrainée par une augmentation du potentiel membranaire (dépolarisation) et sa
relaxation est entrainée par une baisse du potentiel membranaire (hyperpolarisation) (43). La
dépolarisation se caractérise par une augmentation du Ca>" intracellulaire causée par l'entrée
du Ca®" extracellulaire via les canaux calcique voltage-dépendants et par la libération du Ca**
emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique (RS) (43). L'hyperpolarisation, quant a elle, se
caractérise par la diminution de la concentration du Ca®" intracellulaire, qui peut étre
emmagasiné de nouveau dans le RS par la pompe Ca?>"/ATPase du réticulum sarcoplasmique
(SERCA) ou expulsé a l'extérieur de la cellule par les pompes a calcium (Ca>” ATPase) de la

membrane plasmique (PMCA) (41).

Les cellules musculaires lisses sont reliées électriquement entre elles par des jonctions
communicantes (jonction gap). Lorsqu'une modification du potentiel membranaire se produit
dans une cellule, ces jonctions permettent de propager les variations de charge rapidement
(dépolarisation ou hyperpolarisation) vers les autres cellules entralnant ainsi une réponse

contractile ou dilatatrice du muscle lisse (44, 62, 102).
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6.2 La contraction du muscle lisse vasculaire

La contraction des cellules musculaires lisses est régulée par la concentration de Ca*"
intracellulaire. L'activation des récepteurs membranaires tels que les récepteurs o;-
adrénergiques et les récepteurs de 1’angiotensine II activent une cascade de signalisation, a
l'aide de seconds messagers, menant & I'augmentation du Ca®" intracellulaire. L'expulsion du
Ca®" emmagasiné dans le RS stimule l'ouverture des canaux calciques membranaires SOC et
l'augmentation du voltage membranaire provoque l'ouverture des canaux LTCC permettant
ainsi l'entrée du Ca?' extracellulaire dans la cellule (Figure 5) (51, 65, 118). Plusieurs agents
pharmacologiques, tel que la phényléphrine, (PE, un agoniste des récepteurs o;-adrénergiques)
induisent la contraction musculaire lisse. En effet, la liaison de la PE aux a;-adrénocepteurs
active la phospholipase C (PLC) par une protéine Gq. La PLC hydrolyse ensuite le
phosphoinositol diphosphate (PIP;) en diacylglycérol (DAG) et inositol 1,4, 5-trisphosphate
(IP3). Ce dernier se lie aux récepteurs de '[P, localisés sur le RS et favorise la libération de
Ca” dans l'espace intracellulaire conduisant a la vasoconstriction (51, 69, 118). En effet, le
Ca’" se lie a la calmoduline ce qui entraine la formation d'un complexe Ca*'-calmoduline (Ca-
M) qui active la kinase de la chaine légere de myosine (MLCK), qui, a son tour, induit la
phosphorylation des chaines 1égeéres de myosine et permet le démasquage du site de fixation
de l'actine (2). La fixation et le glissement du myofilament d'actine sur les tétes de myosine

entrainent alors la contraction de la cellule musculaire.
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Figure 5: Mécanismes de contraction vasculaire.

B2-AR : récepteur Pr-adrénergique; DI1-R: récepteur dopaminergique; ATI-R : récepteur de

type 1 de I’angiotensine II; a1-AR : récepteur a,;-adrénergique; PLC: Phospholipase C; SOC :

canal calcique de type SOC (Store Operated Channel); LTCC : canal calcique de type L;

DAG: diacylglycérol; IPs: inositol 1,4, 5-trisphosphate;

SR : Réticulum sarcoplasmique;

SERCA : Pompe Ca?’/ATPase du réticulum sarcoplasmique; IP;-R : récepteur de I'IP; et

MLCK : kinase des chaines 1égéres de la myosine.
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6.3 La relaxation du muscle lisse vasculaire

L'endothélium des vaisseaux de résistance est confronté a différents stimuli: les forces de
cisaillement, les hormones ainsi que d'autres molécules circulantes (neuropeptide, ions etc.).
Lorsque stimulé, les cellules endothéliales sécrétent des produits vasoactifs dont les facteurs
relaxants dérivés de 1'endothélium (EDRF). Les trois principaux facteurs identifiés sont: le
NO, la prostacycline et I'EDHF (facteurs hyperpolarisants dépendants de l'endothélium) (114)
qui agissent sur le MLV (figure 6). Ces facteurs entrainent une diminution de la concentration
de Ca*" intracellulaire (114) ou une augmentation des ions K™ au niveau intercellulaire
favorisant un phénomeéne d'hyperpolarisation de la membrane des cellules de muscle lisse ce

qui entraine la relaxation (pour revue (54)).
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Figure 6: Mécanismes de dilatation du muscle lisse dépendante de 1'endothélium.

Ach: acétylcholine; Mj. récepteur muscarinique; R: récepteur membranaire; BK: bradykinine;
SP: substance P; IP;: inositol triphosphaste; ER: réticulum endoplasmique; PTK: protéine
tyrosine kinase; Akt: ; ERK: «extracellular regulated kinase»; COX: cyclooxygénase; Ibu:
ibuprofene; EDHF: facteurs hyperpolarisants dépendants de I'endothélium; CA-M: complexe
calcium-calmoduline; eNOS: NO synthase endothéliale; L-NAME: NG- Nitro-L-arginine
Methyl Ester inhibiteur de la eNOS; SK (K.,2.3): canal potassique activé par le calcium de
faible conductance; Apamine: toxine neurotoxique du venin d’abeille qui bloque les canaux
Kca2.3; IK (Kca3.1): canal potassique activé par le calcium de conductance intermédiaire;
Tram-34: 1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazole inhibiteur sélectif du canal
Kca3.1; Gap-27: peptide derivé de la connexine 43 qui bloque sélectivement la jonction gap;
PGI,: prostacycline; NO: monoxyde d'azote; Na'/K': pompe a sodium; Kir: canal potassique

rectifiant entrant; BKc,>": canal potassique a large conductance activé par le calcium; AC:
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adénylate cyclase; cAMP: adénosine monophosphate cyclique; GC: guanylate cyclase; cGMP:
guanosine monphosphate cyclique; Ouabaine: 3-[(6-Deoxy-o-L-mannopyranosyl)oxy]--
1,5,11a,14,19-pentahydoxycard-20(22)-enolide inhibiteur de la pompe a sodium; Barium:

inhibiteur des canaux K.

L'EDHF est considéré comme un ensemble de facteurs (conductance électrique, H,S, H,O,,
endocannabinoides, etc.) dont certains sont responsables, entre autres, de I'hyperpolarisation
de la cellule endothéliale et de la cellule musculaire lisse. Deux principaux canaux potassiques
endothéliaux sont impliqués dans ce processus. En effet, les canaux potassiques activés par le
calcium a faible conductance (Kc,2.3) et a conductance intermédiaire (Kc,3.1) (45),
permettent l'expulsion des ions K de la cellule endothéliale vers l'espace intercellulaire créant
ainsi une accumulation localisée d'ions K™ qu'on nomme nuage potassique. Ce processus
provoque une diminution de charges positives dans la cellule ce qui entraine
I'hyperpolarisation de la cellule endothéliale (19, 54). L'accumulation localisée d'ions K'
stimule l'activité, entre autres, de la pompe a sodium Na'/K, et des canaux potassiques a
rectification entrante (Kjr) des cellules musculaires lisses, entrainant également
I'hyperpolarisation de celles-ci et menant a leur relaxation (54). De plus, les cellules
endothéliales forment a plusieurs endroits des invaginations dans les cellules musculaires
lisses sous-jacentes. Au bout de ces invaginations, on retrouve les jonctions étanches, celles-ci
forment une ouverture permettant la liaison directe entre le cytosol des deux cellules.
L'hyperpolarisation des cellules endothéliales peut donc étre propagée rapidement aux cellules
musculaires lisses avoisinantes en utilisant ces jonctions étanches comme passage direct (pour

revue (29, 44, 54)).

La relaxation causée par la diminution du Ca®" intracellulaire dans le MLV peut-étre induite
par la syntheése de PGI, (80) et de NO dans la cellule endothéliale. En effet, I'activation des
récepteurs M3 par I'Ach ou d'autres cholinomimétiques, tels que le carbachol (Cbc), stimule,
entre autres, la production de PGI, par la COX. La PGI, active ensuite I'AC de la cellule
musculaire lisse qui produit I'AMPc, entrainant une diminution du Ca®" intracellulaire (114).

De son c6té, la syntheése de NO par la eNOS est induite par des kinases telles que PTK, Akt et
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ERK1/2, les forces de cisaillements et 1'activation d'une protéine Gq par la liaison d'agonistes
(Ach, Cbc, BK, SP) a leur récepteur spécifique (9, 109, 114). L'activation d'une protéine Gq
induit un relargage de Ca®" stocké dans le ER ce qui augmente la concentration du Ca®'
intracellulaire. Les forces de cisaillement régulent également le niveau de Ca” dans la cellule
endothéliale par, entre autres, les canaux TRPV4 dont l'activation permet l'entrée de Ca’" dans
le cytosol (77). Par ailleurs, chez la rate, l'expression et l'activité de ces canaux sont
augmentées au cours de la gestation dans les artéres utérines radiales (103). L'augmentation du
Ca”" intracellulaire entraine la formation d'un complexe Ca-M qui stimule la eNOS a produire
du NO a partir de la L-arginine. Quant aux kinases, elles stimulent directement la production
de NO par la eNOS. Le NO diffuse jusqu'aux cellules musculaires lisses sous-jacentes et
stimule la GC soluble a produire la GMPc, qui entraine lui aussi la diminution du Ca®'
intracellulaire dans les cellules musculaires lisses menant a la relaxation du MLV (pour revue
(79, 114)). Malgré que la voie du NO ait une grande influence sur la dilatation dépendante de
l'endothélium dans les artéres de gros calibre, la voie de 'EDHF joue un rdle plus important

dans les vaisseaux de plus petits calibres (12, 105).

6.4 Le tonus myogene

Le tonus myogene est la capacité d'un vaisseau de pouvoir diminuer son diameétre, grace a une
contraction musculaire lisse, en réponse a une augmentation de la pression intraluminale. C'est
un phénomene indépendant de la régulation hormonale et dont I'importance augmente avec la
diminution du diameétre des vaisseaux. Dans les artéres de faible calibre et les artérioles, il peut
méme provoquer une fermeture compléte du vaisseau. Il permet, entre autres, de réguler le
débit sanguin dans des zones localisées et il apporte une protection aux capillaires contre une
pression intraluminale trop élevée. Ce processus implique une variation de la concentration de
Ca”" cytosolique engendrée par une entrée d'ions Ca*" dans la cellule via les canaux TRPs
(transient receptor potential) et les canaux calciques dépendants du voltage et par la libération
des réserves intracellulaires. Cette augmentation d'ions Ca®" va permettre une dépolarisation

de la CML entrainant une contraction vasculaire (50).
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Le tonus myogene est régulé, entre autres, par des mécanismes endothéliaux tels que 'activité
de la eNOS et de COX; une diminution de leur expression ou de leur activité permet de
favoriser la contraction vasculaire. En effet, chez la femme enceinte, une inhibition de la
synthése du NO par le L-NAME augmente la contraction dépendante de la pression
intraluminale dans les artéres myométriales (37). Certains canaux potassiques, tels que le canal
BK.,,, jouent un réle important dans la rétroinhibition du tonus myogene, ceux-ci sont activés
par une augmentation du Ca>" intracellulaire et favorisent la sortie d'ions K* entrainant ainsi
une hyperpolarisation qui vient inhiber la contraction (83). D'ailleurs, chez la brebis gestante,
on observe une augmentation de l'activité des canaux BK., médiée par la sécrétion des

hormones sexuelles (17-estradiol et progestérone) dans les artéres utérines de résistance (58).
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7. Hypothese et objectifs

Un défaut d’invasion trophoblastique des artéres spiralées (16) ou encore un remodelage
vasculaire inadéquat engendré par une baisse de production de NO reli¢ a une diminution des
forces de cisaillement (109) sont associés a une diminution de perfusion placentaire. Il est
connu qu’une diminution de 1’expansion volumique au cours de la grossesse conduit a une
RCIU probablement par diminution de perfusion utéro-placentaire (66, 88). Notre modéle de
RCIU présente une diminution de l'expansion volumique maternelle. Nos travaux précédents
démontrent une diminution du diamétre et une augmentation du tonus myogeéne des arteres
utérines arquées (112). Ce modele est donc un outil qui nous permet de déterminer les impacts

du volume sanguin maternel diminué sur les fonctions vasculaires utérines.

Nous émettons I'hypothése que comparativement aux vaisseaux des rates normales, les
vaisseaux utérins de rates RCIU présentent une dysfonction des mécanismes de relaxation

dépendant de I'endothélium lors de la réponse a des agents vasoactifs.

L'objectif de notre étude est de caractériser I'influence de 1'endothélium sur la régulation de la
réactivité des artéres utérines radiales dans un modele de réduction d'expansion volumique
maternelle. Pour ce faire, nous allons étudier in vitro la réactivité des artéres utérines radiales

en présence d'inhibiteurs des voies de relaxation.
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ABSTRACT

During pregnancy, increased maternal plasma volume and remodeling of uterine arteries occur
to allow sufficient blood flow to the growing fetus. Insufficient development of the utero-
placental circulation may contribute to the development of gestational problems, such as
intrauterine growth restriction (IUGR). We developed a rat model of [IUGR by administering a
low-sodium diet during the last week of gestation. This diet induces a reduction of maternal
blood volume expansion leading to decreased uteroplacental perfusion. The objective of this
study is to characterize the influence of the endothelium on the regulation of uterine radial
artery reactivity in this model. We hypothesize that there is a dysfunction of endothelial
dependant relaxation mechanisms in response to vasoactives agents in radial uterine arteries
from IUGR rats compared to those from normal pregnant rats. Concentration-response curve
to phenylephrine (PE), carbachol (Cbc) and sodium nitroprussiate (SNP) were done on radial
uterine arteries cannulated in vessels chamber in presence of inhibitors of eNOS (L-NAME),
COX (Ibuprofene, Ibu), EDHF (KCl) and K. 2.3 and K3.1 channels (Apamine, Apa /
TRAM-34). Our results show that 1) the diameter of uterine radial arteries was significantly
decreased in the IUGR group 2) sensitivity and contractile response to low concentrations of
PE was increased in presence of all relaxation inhibitors only in IUGR group. 3) relaxation
response to Cbc was increased in IUGR rats compared to the controls 4) inhibition of eNOS
decreased the maximum relaxation to Cbc in the IUGR group only 5) inhibition of EDHF by
KCI or by K2.3 and K¢,3.1 inhibitors completely blocked the relaxation to Cbc in both
groups. In conclusion, these results suggest that in this model of ITUGR, NO pathway
(production by the endothelium and / or the sensitivity of vascular smooth muscle) is activated
in radial uterine arteries, probably to compensate for the reduction in blood uteroplacental

perfusion.

KEYWORDS
Utero-placental circulation, intrauterine growth restriction, low-sodium diet, Nitric oxide,

Endothelial Derived Hyperpolarizing Factors.
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INTRODUCTION

During pregnancy, increased maternal plasma volume and remodeling of uterine arteries occur
to allow sufficient blood flow to the fetus. In human, 3.5% of the cardiac output is distributed
to the uterine vascular bed in early pregnancy and increases to 12% to near term (38). During
early pregnancy, the human uterine artery diameter doubled and flow velocity, measured by
Doppler, increases (7). This has also been observed in rodents (8, 39) and sheep (22, 29). In
gravid rats, the plasma volume increases by approximately 50 % (3). At the opposite of
systemic arteries that are resistant to vasoactive agents in normotensive and hypertensive
pregnant rat (21), uterine arcuate arteries of near term pregnant rats have an increased
maximal response to angiotensin II (ANG II) and Phenylephrine (PE) compared to non-
pregnant (20, 33). We have also demonstrated an increase in the diameter of these arteries
during pregnancy (20, 33). Rat uterine radial arteries are also larger and longer during
pregnancy (12). Insufficient development of the utero-placental circulation (10) or inhibition
of maternal plasmatic volume expansion may contribute to the development of gestational
problems, such as an intrauterine growth restriction (IUGR) (27, 30). In the laboratory, we
developed a rat model of IUGR; a low-sodium diet given during the last week of gestation
(15" day to term) induced a reduction of maternal blood volume expansion leading to
decreased arcuate arteries remodeling and birth of [TUGR rats (5, 30). Furthermore, decreased

response to angiotensin II was observed in these arteries (34).

Arcuate and radial arteries are uterine resistance arteries that are less than 400um of diameter
and control flow and pressure. The endothelium of these vessels is mainly subjected to shear
stress, which is physiological upregulator of nitric oxide synthase (eNOS) that produces nitric
oxide (NO) (28) who play the major part of endothelium-dependent relaxation. Increased
intracellular Ca®" and activation of kinases, such as ERK1/2, Akt and PKT by shear stress (17,
36) induces production of NO by the endothelium that stimulates production of cGMP by the
vascular smooth muscle and lead to vasodilatation (13). A second mechanism of vascular
relaxation is the synthesis of prostacyclin (PGI,) by cyclooxygenase (COX) in the endothelial
cells that stimulates cAMP production and induces smooth muscle vasodilatation (36). Finally,

a third pathway is the endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHF) which is
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responsible, among others, the hyperpolarization of endothelial and smooth muscle cells by K*
release into the intercellular space through endothelial calcium-activated potassium channels
of small (K¢,2.3) and intermediate (K¢,3.1) conductance and / or directly by gap junctions. (1,
14, 19). Although NO is predominant in arteries of large caliber, its influence decreases at the

expense of EDHF in vessels of smaller diameters (31).

The aim of this study is to better characterize the mechanisms involved in uterine arteries
vasoaction during decreased uteroplacental perfusion in the [UGR model. We hypothesize that
endothelial dysfunction in response to vasoactives agents is present in radial uterine arteries
from IUGR rats compared to those from normal pregnant rats. The first objective is to
compare the response to vasoactive agents of the uterine radial arteries from ITUGR and control
pregnant rats in a pressurized artery myograph. The second objective is to characterize the
mechanism implicated in the endothelium dependent relaxation by adding inhibitors of eNOS,

COX and EDHEF in the vascular bath.

MATERIALS AND METHODS

Animals. The experimental procedures were reviewed and approved by the local Animal Care
Commitee accredited by the Canadian Council on Animal Care. A total of 110 virgin female
Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant) weighing 225-250g were used.
Female rats were mated with fertile males overnight. The presence of spermatozoa found in
morning vaginal smears was considered to be day 1 of pregnancy. Every animal was fed and
watered ad libitum, and housed under controlled light (12h light-dark cycle; 6AM to 6PM) and
temperature (22 °C). Dams were randomly assigned one of the two diets for the last week (7
days) of pregnancy. The control group was fed a normal diet containing 0.20% sodium and
0.40% potassium (basal diet 5755; PMI Feed, Ren’s Feed and Supplies, Oakville, ON,
Canada) and tap water. The experimental group received a diet containing 0.03% sodium and
0.85% potassium (low-sodium diet 5881; PMI Feed) and demineralized water. As previously
shown (4, 30 ), mothers on low-sodium diet give birth to smaller pups (5.7 + 0.1g for controls

vs. 4.7 £ 0.2g for [IUGR). On day 22 (term: 23 days) of pregnancy, rats were anesthetized with
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isoflurane (4%) and decapitated. The uterine horns with attached vasculature were withdrawn
and placed in cold Hepes-bicarbonate solution (concentration in mmol/L: NaCl 130, KCI 3.5,
MgSO4 1.2, NaHCOs 4, CaCl, 1.8, HEPES 10, KH,PO4 1.18, Glucose 6 and EDTA 0.03).
Arteries of both horns were isolated from connective tissues and fat. The radial arteries that

supply a placenta were collected for the reactivity experiment.

Reactivity of uterine arteries. Radial uterine arteries (150 - 250 pm) perfusing a placenta were
cleaned of connective tissues and cannulated in a vessels chamber (Living System
Instrumentation, Burlington, USA) containing Hepes-bicarbonate solution. Pressure servo
control unit connected to an extremity of the chamber was used to maintain transmural
pressure at 50 mmHg, (11, 33) in canulated vessels. Vascular diameter was observed by a
video system and recorded on a paper chart recorder. The vessels were equilibrated for 30
minutes in Hepes-bicarbonate solution and the reactivity was measured following the addition
of KCI (60 mM) to observe the responsiveness of endothelium. Arteries that contract at least
10% of the basal diameter were kept for experiment, while others were discarded. After
returning to baseline and 30 min of equilibration, concentration-response curve to
phenylephrine (30 nM - 3 uM, PE) was obtained. The contraction was calculated in
percentage: % of contraction = (dpasal — dipg]/ dbasal) Where dpasal correspond to the diameter at
the baseline and dppg; to the one after each dose of PE. Immediatly after the last dose of PE (3
uM), relaxation curve in response to carbachol (10 nM - 100 uM, Cbc) was done and diameter
measured at each dose (djcne)). At the end of experiment, Hepes-bicarbonate solution was
replaced by one without calcium contaning ethylene glycol tetraacetic acid (2 mM, EGTA), to
obtain the maximum arterial diameter dma.x. The relaxation was calculated in percentage: % of

relaxation = (djcoe)— dipe 3uM] / [dmax — dipE 3um7 ])-

To determine the role of NO, PGI, and EDHF in the endothelium-dependent relaxation
pathways, concentration-response curves in response to PE and Cbc were done in presence of
Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 100 uM), Ibuprofen (Ibu 10 uM) and KCl (25 mM).
Endothelium-independent relaxation was evaluated by using sodium nitroprusside (NO donor

and direct opener of calcium-activated potassium [Kc,] channels 100 pM - 100 uM, SNP),
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which allows the direct action of NO on smooth muscle bypassing activity of eNOS (24, 40).
The role of small and intermediate-conductance calcium-activated potassium channels in
endothelium-dependant relaxation was tested with Apamin (specific SK [K¢, 2.1-2.3]
channels inhibitor, 100nM, APA,) and Tram-34 (selective IK [Kc, 3.1] channel blocker,

10uM). Doses have been established according to literature (9, 19) and validated in our hands.

Drugs and chemicals. PE, Cbc and L-NAME were purchased from Sigma (St. Louis, MO).
SNP was obtained from Fisher Scientific Company (Fair Lawn, NJ). Apamine and Tram 34
were purchased from Tocris (Bristol, UK). Components of the Hepes-bicabonate solution
were obtained from Tyco (Phillipsburg, NJ), EM science (Gibbstown, NJ), Fisher Scientific
Company (Fair Lawn, NJ) and Sigma (St-Louis, MO).

Statistical analysis. Each dose-response curve was analysed by GraphPad Prism software
version 4.03 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Maximal
diameter of both groups was compared by Student's T-test. Different dose-response curves of
the same protocol were compared by two-way ANOVA and Bonferroni post test. Statistical

significance was assumed with a value of P <0.05.

RESULTS

Effects of decreased volume expansion on uterine radial arteries diameter.

To determine the effect of decreased volume expansion on uterine arteries remodeling, we
compared the radial artery diameter of both groups following the addition of EGTA, a calcium
chelating agent, that induces a maximal vasodilatation. Compared to control group, the [UGR

group presented a decreased diameter (222 + Sum vs. 195 + 6um, P <0.05).
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Effects of decreased volume expansion on contractile response in uterine radial arteries.

To compare contractile response of radial arteries, concentration-response curves to PE (30
nM - 3 uM) were done in presence or absence of endothelial-dependent relaxation inhibitors.
There was no significant difference in contraction between each concentration-response curve
in control group (Fig.1A). In IUGR group (figure 1B), low concentration (0,1uM) of PE did
not induce contractile response as in control one. This was reversed by addition of KCI in the
presence of other inhibitors. Indeed, contractile responses to 0,1uM PE were similar between
the two groups (36.5 = 8.0% vs. 38.7 = 4.7%, control vs. [IUGR group). These results show
that the uterine radial arteries of IUGR pregnant rats are more sensitive to low dose of
contractile agent such PE in presence of endothelium relaxation inhibitors. This suggests that
endothelial relaxation pathways activity have an inhibitory effect on the contractile response to
vasoactive agents, which could help offset the reduced diameter of ITUGR uterine radial

arteries.

Effects of decreased volume expansion on dilator response in uterine radial arteries.

In view of the previous results, the effects of decreased volume expansion on endothelial-
dependent dilation in response to Cbc were studied in the presence or absence of endothelial
dependent dilation inhibitors. As shown in figure 2A, inhibition of eNOS by L-NAME and
COX by Ibu had no effect on the relaxation response in control group. However, inhibition of
EDHF by KCI almost completely inhibited relaxation. Compared to controls, maximum
relaxation to Cbc of radial uterine arteries was higher in IUGR rats (61.2 + 5.0% vs. 81.0 £
3.9%, P < 0.05, control vs. IUGR group) (Fig. 2B). Furthermore, in [UGR group, the addition
of L-NAME or / and Ibu decreased maximum dilation. As in control group, dilation was
completely inhibited by the addition of KCI to the other inhibitors. To specify the role of
smooth muscle in the relaxation response, concentration-response curves to SNP were
performed. As shown in figure 3, relaxation to SNP was higher in radial uterine arteries of
TUGR rats than control ones. Taken together, these results suggest that NO could play a role in

vascular reactivity of uterine arteries of [IUGR rats but not of control ones.
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Role of Kc,2.3 and K¢,3.1 channels in the endothelial-dependent hyperpolarization

The inhibition of relaxation in presence of KCl suggests a role of calcium-activated potassium
channels in endothelial hyperpolarization. To determine the role of K¢,2.3 and Kc,3.1
channels, contractile response to PE and relaxation response to Cbc were tested in presence of
Kca2.3 and K¢,3.1 specific inhibitors; Apamin 100nM and Tram-34 10uM, respectively, along
with L-NAME and Ibu. The contractile response to PE (Fig. 4A) was not different between the
two groups in the presence of inhibitors. Addition of all inhibitors completely inhibited the
relaxation by Cbc (Fig. 4B) in both groups as observed with KCl in figure 2.

DISCUSSION

The objective of this study was to determine the effects of decreased plasma volume observed
in a rat [UGR model on the diameter and the vascular reactivity of uterine radial arteries. Our
results show that 1) the diameter of uterine radial arteries was significantly decreased in the
TUGR group 2) sensitivity and contractile response to low concentrations of PE was increased
in presence of all relaxation inhibitors only in IUGR group. 3) Relaxation response to Cbc was
increased in IUGR rats compared to the controls 4) inhibition of eNOS decreased the
maximum relaxation to Cbc in the IUGR group only 5) inhibition of EDHF by KCI or by
Kca2.3 and K,3.1 inhibitors completely blocked the relaxation to Cbc in both groups.

The decreased diameter of radial arteries in this model of [UGR animals is consistent with the
results previously obtained using arcuate arteries (5, 34). This suggests that vascular
remodeling is inhibited in the IUGR model. During pregnancy, maternal blood volume
expansion is associated with vascular remodeling (12, 39). This phenomenon allows extension
and elongation of uterine arteries (12) which leads to increased uteroplacental perfusion. In
our model, this volume expansion is decreased which could explain the smaller diameter of
the uterine arteries. Moreover, mechanisms of adaptation in vascular reactivity should

compensate this decreased diameter.
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Inhibition of the three main pathways of endothelium-dependent relaxation does not increase
the maximum contraction to PE in either group. However, the response to low concentrations
of PE is reduced in IUGR animals vessels and restored in presence of inhibitors of NO, COX
and EDHF. This result suggests that endothelium-dependent relaxation has an effect on
contractile response to physiological dose of PE in uterine radial arteries in this [UGR model
but not in control pregnant group. In contrast, one study suggests that contraction is increased
when endothelium-dependent relaxation is inhibited in late-pregnant rat uterine arcuate
arteries. Indeed, this study demonstrate that use of nitroarginine (L-NNA) shifts the PE
concentration-response curve to the left, which means that the treatment to L-NNA increases
sensitivity to PE (23). The difference between these results and ours could be due to the types
of vessels used, as in this study we used the radial uterine arteries that are third order arteries

in the uterine vascular bed. They are smaller and closer to placenta.

On the other hand, maximal relaxation to Cbc is greater in radial uterine arteries of IUGR rats
compared to the controls. Inhibition of the NO pathway by L-NAME induced significant
decrease in maximum relaxation only in the IUGR group, suggesting that this pathway plays a
role in endothelium-dependent relaxation specifically in this group. We previously
demonstrated that hematocrit was greater in pregnant IUGR rats (5) suggesting increased
blood viscosity as compared to controls. It has been shown that blood viscosity and higher
hematocrit can promote wall shear stress, particularly in larger arteries (6). Furthermore, shear
stress is an important stimulator of the expression of eNOS and NO production (15, 28). NO
has an important role in vascular changes during pregnancy, it contributes to uterine arteries
remodeling and allows increasing uterine blood perfusion (18, 26). It plays, also, a major role
in endothelial control of uterine and placental vascular tone (23). However, It has been shown
that the nitric oxide synthase activity decreases during the last week of pregnancy (days 15 to
21) (32), which could explain that L-NAME did not affect the relaxation response to Cbc in
control group. An overactivity of nitric oxide synthase in [IUGR group, in late gestation, could

compensate the decreased diameter of uterine radial arteries.

To analyze the endothelium-independent activity of NO and its activity on smooth muscle

cells without the influence of eNOS, we used SNP (16, 25, 37). Relaxation in response to SNP
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is higher in vessels from IUGR animals than from controls, confirming the increased NO

sensitivity in the uterine radial arteries smooth muscle cells of [IUGR pregnant rats.

In both groups, the addition of Ibu to L-NAME to inhibit COX pathway did not affect the
relaxation response to Cbc observed when L-NAME is used alone. However, addition of 25
mM KCI to L-NAME and Ibu almost completely inhibits maximum relaxation to Cbc in both
groups. Thus, EDHF appears to be the most important mechanism of relaxation in uterine
radial arteries in pregnant rats. Indeed, it was shown that there is an inverse relation between
the implication of eNOS and EDHF in the endothelium-dependent relaxation in the rat
mesenteric circulation, importance of EDHF increases while that of eNOS decreases as the
size of the vessels decreases (31). In mice, eNOS activity is decreased in the endothelium
mesenteric artery compared to the aorta (24). In rat, endothelium-dependent relaxation is

mainly mediated by NO in large mesenteric arteries and by EDHF in small mesenteric arteries

(35).

To confirm the role of EDHF-mediated relaxation, Apa and Tram-34 were used to inhibit the
activity of K.2.3 and K.,3.1 channels, respectively. When both channels are blocked, the
endothelium-dependent relaxation was completely inhibited. These results are consistent with
other study in which inhibition of K,2.3 channel by apamine and K,3.1 channel by several
inhibitors (TRAM-34/39, chTX and CLT) significantly reduces endothelial hyperpolarization
mediated by EDHF leading to decreased vasorelaxation, in rat carotid artery (9). This suggests
that the majority of the endothelial activity produced by hyperpolarization (K ion) comes
from the small and intermediate conductance calcium-activated potassium channels; therefore
Kea2.3 and K,3.1 channels have an important role to play in the endothelium-dependent
dilatation (1, 2).

In conclusion, all these results suggest that in a model of IUGR where the reduced volume
expansion during pregnancy lead to decrease uteroplacental perfusion, NO pathway
(production by the endothelium and / or the sensitivity of vascular smooth muscle) is activated
in radial uterine arteries, probably to compensate for the reduction in blood perfusion in the

placenta.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Contractile response curves to PE in uterine radial arteries of control (A) and [IUGR
(B) pregnant rats and the effects of preincubation with L-NAME 100uM, Ibu 10 uM and KCl
25 mM. Relative contraction (%) is defined by (dpasat — dipe]/ dbasal) Where dpasal corresponds to
the diameter at the baseline and djp.; to the one after each dose of PE. Each point is the mean
value of 10 experiments, except for KCI [n=5], while the line represents the best fit of all the

individual experimental points. * p<0.05 in presence of inhibitors vs. without inhibitors.
p p p p

Figure 2: Relaxation response curves to Cbc in uterine radial arteries of control (A) and IUGR
(B) pregnant rats and the effects of L-NAME 100puM, Ibu 10uM and KCI 25 mM. Relative
relaxation (%) is defined by (dicbe] — dpEmax] / [dmax — dipEmaxj]) Where dicwe is the diameter
measured at each concentration of Cbc, djpemax] the diameter at maximal contraction to PE and
dmax, the maximal relaxation in presence of EGTA. Each point is the mean value of 10
experiments, except for KCl [n=6]. ¥ p<0.05 control vs. IUGR; * p<0.05 in presence of

inhibitors vs. without inhibitors for the same group.

Figure 3: Relaxation response curves to SNP in uterine radial arteries of control and [IUGR
pregnant rats. Relative relaxation (%) is defined by (drsnpy — dipe 3um7/ [dmax — dipE 3.m7]) Where
drsnpy 1s the diameter measured at each concentration of SNP, dpg 3,m) the diameter at maximal
concentration to PE and dmax, the maximal relaxation in presence of EGTA. Each point is the

mean value of 10 experiments. * p<0.05 controls vs. IUGR.

Figure 4: Concentration-response curves to PE (A) and Cbc (B) in uterine radial arteries of
control and IUGR pregnant rats in the presence of L-NAME 100uM, Ibu 10 uM, Apa 100nM
and Tram-34 10uM. Relative contraction (%) is defined by (dpasal — dipE) / dbasal) Where dpasal
corresponds to the diameter at the baseline and djpg) to the one after each dose of PE. The line
represents the best fit of all the individual experimental points. Relative relaxation (%)is

defined by (djcve) — dipe 3uMm] / [dmax — dipe 3um]) Where dco) is the diameter measured at each
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concentration of Cbc, dipg 3.m) the diameter at maximal concentration of PE and dpax, the

maximal relaxation in presence of EGTA. Each point is the mean value of 10 experiments.
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Figure 4.
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Discussion

Bien que certaines causes de la restriction de croissance intra-utérine soient bien identifiées
telles que la malnutrition, la génétique, et autres, il existe des causes idiopathiques dont on
tente toujours d’identifier I’origine, par exemple, la réduction de 1'expansion du volume
circulant maternel associée a la RCIU (98, 100). Au laboratoire, nous avons développé un
modele animal pour étudier ce phénoméne en ciblant les effets sur le diamétre et la réactivité

des artéres utérines radiales dont le remodelage est essentiel a l'apport sanguin au foetus.

Nous avons démontré que le diamétre des artéres radiales utérines provenant des rates
gestantes du modele RCIU était plus petit que celui des vaisseaux des rates contrdles.
Précédemment, une observation similaire a ét¢ faite dans des artéres utérines arquées (11, 112)
suggérant que, dans ce modele, il y a une diminution du remodelage vasculaire utérin. Au
cours de la grossesse normale, on observe une élongation et un élargissement des vaisseaux
permettant ainsi d'assurer un apport sanguin suffisant au foetus (27). Dans le mode¢le de RCIU
ou I’expansion volumique est diminuée, le diametre des arteres utérines est plus petit que celui
des rates gestantes contrdles, mais plus grand que celui d’une rate non gestante (112). Cela
suggere qu’en plus des hormones qui sont, en partie, responsables de 1’augmentation du
diamétre des artéres utérines, la contribution de 1’expansion volumique est tout aussi

essentielle. Cependant, les mécanismes impliqués dans le remodelage restent a déterminer.

Puisque les vaisseaux avaient un diametre réduit, nous avons voulu déterminer s’il y avait
présence d’une dysfonction endothéliale. Pour ce faire, nous avons comparé la réponse des
artéres utérines radiales a des agents vasoactifs en présence ou en absence d'inhibiteurs
spécifiques des trois principales voies de dilatation dépendante de I'endothélium; la voie de
PGI, du NO et de 'EDHF. L'ordre dans lequel les inhibiteurs ont été ajoutés dans le milieu
¢tait toujours le méme soit: le L-NAME (inhibiteur de la eNOS), 1'lbuproféne (inhibiteur de
COX) et KCI ou Tram-34/Apamine (inhibiteur de I'EDHF). De cette fagon, chacune des

courbes était représentative et comparable.
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Nous n’avons observé aucune différence dans la contraction maximale a la PE chez les deux
groupes en présence ou non de ces inhibiteurs. Cependant, nous avons remarqué une
diminution de la réponse contractile aux faibles doses de PE chez le groupe RCIU. Par
ailleurs, lors de 1'ajout du KCI aux deux autres inhibiteurs, on observe un rétablissement de la
réponse aux faibles concentrations de PE. Ces résultats suggérent qu’en réponse a des
concentrations physiologiques de PE, la relaxation dépendante de l'endothélium est stimulée
dans les arteéres utérines radiales du modele RCIU. Puisque cet effet est observé uniquement
lorsque le KCl est ajouté aux 2 autres inhibiteurs, la voie de ’EDHF semble prédominante.
Nos résultats sont différents de ceux obtenus dans d’autres types de vaisseaux. En utilisant des
artéres utérines arquées de rate normale en fin de gestation (19-20 jours), I’ajout de L-NNA
(inhibiteur de la eNOS) dans les bains a organe isolé augmente la sensibilité de la réponse
contractile a la PE tel qu’illustré par un déplacement vers la gauche de la courbe
concentration-réponse (84, 244). Dans 1’aorte thoracique de rates gestantes, la réactivité a la
PE augmente significativement, suite a l'inhibition de la voie du NO par le L-NAME (63) ou
par le L-NNA (8). Dans le lit vasculaire mésentérique de la rate en fin de gestation, la
résistance de la réponse contractile a la PE est abolie suite a I'inhibition de la synthése de NO
par le L-NNA (8). Ces résultats suggerent donc que les vaisseaux systémiques et utérins
répondent différemment aux agents vasomoteurs au cours de la gestation. En effet, les artéres
utérines de 3e ordre, les artéres radiales, sont plus petites, plus prés des points d’insertion
placentaire et contribuent probablement de fagon plus importante a la régulation de la

perfusion placentaire.

Contrairement a la réponse maximale au vasoconstricteur qui ne présentait aucune différence
entre les vaisseaux des deux groupes de rates, nous avons observé une augmentation de la
relaxation maximale au Cbc dans les artéres radiales utérines des rates RCIU. De plus, dans ce
groupe, l'inhibition de la voie du NO par le L-NAME induit une diminution significative de la
dilatation maximale, tout en n’abolissant pas cette réponse. Ce qui suggere que le NO joue un
role dans la relaxation dépendante de I'endothélium des artéres utérines radiales des rates
RCIU, par contre, ce mécanisme n'est pas le seul impliqué. En effet, pour ces expériences,
nous avons ciblées les trois voies principales de relaxation dépendante de I'endothélium afin

de pouvoir observer leurs effets combinés sur la dilatation au Cbc. Ce résultat peut alors étre
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expliqué par I'implication d'une ou des deux autres voies de relaxation en combinaison avec le
NO. Précédemment au laboratoire, nous avons constaté que I'hématocrite des rates gestantes
RCIU ¢était plus ¢élevé que celui des rates controles (11), suggérant une plus grande viscosité
sanguine. Les forces de cisaillement exercées sur I'endothélium des artéres de gros calibre sont
proportionnelles a la viscosité sanguine (60) qui stimulent l'expression de eNOS et la synthese
endothéliale de NO (9, 121). Ainsi, nos résultats en présence de L-NAME suggérent que
I’importance accrue du NO dans la réactivité des artéres utérines des RCIU peut étre causée
par une augmentation des forces de cisaillement. Le NO tient un rdéle important dans
l'adaptation de la circulation utéro-placentaire au cours de la gestation. Il a été démontré qu'un
traitement au L-NNA sur des artéres utérines arquées de rates non gestantes n'a aucun effet
significatif sur la réponse contractile a la PE, par contre, le méme traitement sur des rates
gestantes augmente la sensibilité de la réponse. Ce qui indique qu'au cours de la gestation il y
a une augmentation de la production endothéliale de NO dans les artéres utérines arquées, qui
contribue a la diminution du tonus myogene et la sensibilit¢é aux agents vasoconstricteurs

favorisant I'augmentation de la perfusion utérine (84).

La hausse de l'activité¢ de la voie du NO lors de la réponse au Cbc dans les vaisseaux du
groupe RCIU peut suggérer une augmentation de la fonction endothéliale. En effet, la fonction
endothéliale se caractérise, entre autres, par le contrdle du tonus myogeéne grace a la sécrétion
de substances vasoactives telles que le NO, la PGI,, l'endothéline et I'angiotensine II. Afin de
spécifier et de situer le mécanisme responsable de l'activité accrue du NO, nous avons utilisé
le SNP. Cette substance permet de déterminer I’effet du NO sans activation de la NO synthase
endothéliale en agissant directement sur le muscle lisse par l'activation de la GCs et la
production de GMPc (23, 52, 53). Ce qui nous a permis de déterminer s’il s’agissait d’ une plus
grande production de NO par les cellules endothéliales ou d’une sensibilité accrue au NO des
cellules musculaires lisses. Nous avons observé une augmentation de la réponse dilatatrice au
SNP dans les vaisseaux des rates RCIU par rapport aux témoins. Cela signifie que la hausse de
l'activité de la voie du NO dans les vaisseaux des rates RICU n'est pas due a une surproduction
endothéliale mais bien a une augmentation de la sensibilit¢ du muscle lisse au NO. Ce qui
suggere qu'un ou plusieurs mécanismes reliés au NO dans la cellule musculaire lisse

pourraient étre suractivés ou sur exprimés chez les rates RCIU. Plusieurs mécanismes peuvent
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étre impliqués dans cette réponse, entre autres, une augmentation de l'expression ou de
l'activité de la GCs qui est situé¢ sur la membrane de la cellule musculaire lisse et qui produit
de la GMPc, suite a une stimulation par le NO (7, 114, 124) ou encore une hausse de l'activité
ou de l'expression des canaux BK. qui peuvent étre activés directement par le NO
(indépendemment de la voie GCs/GMPc) et qui pourraient jouer un rdle important dans la
relaxation dépendante du NO (78). De plus, une diminution de l'activité de dégradation de la
GMPc par la phosphodiestérase de type 5 (PDES) augmenterait également la réponse
dilatatrice musculaire lisse (21, 32) puisque GMPc joue un role important dans de la relaxation
du MLV et que sa production est régulée, entre autres, par la stimulation de la GCs par le NO.
Afin de mieux préciser les mécanismes intracellulaires impliqués dans l'augmentation de la
réponse au NO, 'expression protéique ou l'activité de la GCs et des canaux BK,, pourrait étre
mesurées. De plus, l'observation de la dilatation au 8-Bromo-cGMP (un agoniste non-
hydrolysable du GMPc) permettrait d'analyser la relaxation musculaire lisse reliée a ’activité

du GMPc et sa dégradation par la PDES.

Les résultats de la relaxation au Cbc obtenus lors de I'inhibition de la COX par l'ibuprofene et
de la eNOS par le L-NAME en combinaison ne démontrent aucune différence significative
comparativement a ceux obtenus lors de l'inhibition de la eNOS seule; ceci suggere que la
diminution de la relaxation maximale observée est attribuée seulement a la voie du NO et,
donc, que la voie des PG, n’est pas impliquée dans la relaxation au Cbc chez les deux
groupes. Par contre, I'addition du KCl aux deux autres inhibiteurs bloque complétement la
réponse dilatatrice au Cbc dans les vaisseaux des deux groupes. On en déduit que 'EDHF est
le plus important des mécanismes de relaxation dépendant de 1'endothélium dans les arteres
utérines radiales de rate gestante. Ceci est en accord avec différents travaux qui démontrent
l'existence d'une relation inverse entre le diameétre des vaisseaux et 1'activité de I'EDHF et du
NO. En effet, dans le lit vasculaire mésentérique, plus le diametre du vaisseau est petit plus
I'EDHF contribue a la réponse dilatatrice au détriment du NO (105). Un résultat similaire
démontrant une relation inverse entre l'activité de 'EDHF et le diamétre des vaisseaux a été
¢galement observé dans les artéres de résistance de 1'oreille de lapin (12). Chez la souris,
l'activit¢ de la eNOS est diminuée dans l'endothélium des artéres mésentériques

comparativement a l'endothélium de l'aorte (86). Par ailleurs, dans les artéres mésentériques
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supérieures, on observe une diminution de la relaxation suite a I'ajout de ADMA, un inhibiteur
de la synthése de NO, ce qui suggéere que la réponse dilatatrice est principalement médiée par
le NO dans ces vaisseaux. De plus, dans les petites artéres mésentériques, la relaxation est
majoritairement réduite par l'inhibition des canaux Kc,2.3 ou Kc¢,3.1 grace a l'addition
d'apamine ou de Tram-34/ChTX, ce qui démontre une réponse médiée principalement par

I'EDHF (113).

L'utilisation du KCI 25mM permet d'observer l'effet des ions K en général sur la relaxation au
Cbc. Plusieurs mécanismes endothéliaux et musculaires impliqués dans 'EDHF sont en lien
avec les variations de concentration d'ions K', c'est pourquoi nous avons voulu confirmer et
spécifier le role des canaux endothéliaux Kc,2.3 et K¢,3.1 dans cette voie de relaxation. Pour
ce faire, nous avons utilisé¢ I'apamine et le Tram-34 afin d'inhiber les canaux K¢,2.3 et K¢,3.1,
respectivement. Suite a l'ajout de ces deux substances aux L-NAME et a 1'Ibu, nous observons
une inhibition compléte de la réponse dilatatrice au Cbc telle qu'observée lors de 1'ajout de
KCI. Ce résultat concorde avec d'autres études dans lesquelles il est démontré que les canaux
Kca2.3 et Kca3.1 sont d'importants médiateurs de la relaxation dépendante de 1'endothélium.
En effet, chez le rat, ces canaux sont en grande partie responsables de I'hyperpolarisation de
'endothélium dans la carotide (38), 1'artére hépatique (5) et les artérioles (104). De plus, chez
la brebis, le canal K¢,2.3 fait partie des mécanismes d'adaptation du tonus myogene dans les
artéres utérines durant la gestation (126). Toutes ces études suggerent que la majorité de
l'activité endothéliale hyperpolarisante provient des canaux K¢,2.3 et K,3.1, ces canaux sont
donc d'importants régulateurs de la relaxation dépendante de 1'endothélium. Toutefois, afin de
préciser le role respectif de chacun dans la génération d'une hyperpolarisation endothéliale,
des courbes concentration-réponse au Cbc devraient étre faites en présence d’un seul
inhibiteur spécifique a chaque canal a la fois et en utilisant les mémes concentrations que
précédemment, soit 100nM d'apamine et 10uM de Tram-34. Par ailleurs, les ions K™ sont
associés a plusieurs autres mécanismes qui favorisent également la relaxation du muscle lisse
par hyperpolarisation tels que la pompe Na’"/K" ATPase, les canaux Kz (33, 45, 54, 64)
situés sur la membrane des cellules musculaires lisses qui entrainent I'hyperpolarisation de
celle-ci et les jonctions myoendothéliales (56, 57) qui facilitent le passage direct du potentiel

membranaire entre les cellules endothéliales et musculaires lisses. Afin de mieux caractériser
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l'implication de ces mécanismes dans la relaxation au Cbc, il faudrait refaire les courbes
concentration-réponse en présence d'un inhibiteur spécifique a chacun pour lequel nous aurons
préalablement établi la meilleure concentration a utiliser. Nous avons déja identifi¢ certains
inhibiteurs qui pourraient étre utilisés; soit la ouabaine pour la pompe Na*’/K™ ATPase, le

barium pour les canaux Kjr et le Gap 27 pour les jonctions myoendothéliales.

D'autres substances telles que les hormones semblent jouer un réle important dans 1'adaptation
des vaisseaux utérins durant la gestation. En effet, la relaxine favorise la compliance des
artéres utérines chez la rate gestante (123). Par ailleurs, les oestrogeénes possedent un effet
vasorelaxant sur les artéres utérines de rate (101). Chez I'humain, les oestrogénes exercent
¢galement une activité vasodilatatrice et jouent un réle dans la régulation le tonus myogene de
facon spécifique au tissu (artéres utérines ou placentaires) (24). L'analyse de la production et
de l'effet de ces hormones dans notre modele animal de diminution d'expansion volumique
nous permettrait d'identifier de nouveaux mécanismes, autres qu'endothéliaux, qui pourraient

aussi étre impliqués dans les modifications adaptatives vasculaires utérines observées.
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Conclusion

Nos travaux ont permis de démontrer que 'EDHF est impliqué dans la dilatation dépendante
de l'endothélium des arteres utérines radiales au cours de la gestation. De plus, a I’aide du
modele RCIU, caractérisé par une réduction du volume circulant maternel, nous avons observé
qu'il y a une augmentation de 1’action du NO sur le muscle lisse. Ces mécanismes sont
probablement mis en place afin de compenser la diminution du diamétre des artéres utérines
qui entraine une réduction de la perfusion placentaire. Par ailleurs, les résultats obtenus suite a
la relaxation au SNP nous permettent d'affirmer que la réponse musculaire lisse au NO est

augmentée chez les RCIU.

La poursuite de ces travaux permettrait de déterminer des cibles potentielles dans I'élaboration
d'un traitement préventif lors d’expansion volumique diminuée au cours de la grossesse. A
long terme, ceci pourrait contribuer a réduire le risque de conséquences néfastes pour la

croissance du foetus et, ainsi, préserver la santé et la qualité de vie de la progéniture.
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