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Résumé en français

Introduction. Les rats ayant été exposés à une diète faible en protéines in utero

(L?) présentent à l’âge adulte une augmentation de l’activité de la rénine

plasmatique et de la pression sanguine qui peut-être normalisée par des inhibiteurs

de l’enzyme de conversion de l’Angiotensine (MgII). L’Angll circulante peut

augmenter la pression sanguine via des mécanismes centraux et périphériques. Le

but de cette étude est de tester que la vasomotricité est exagérée en réponse à

l’MgII chez des rats présentant une programmation foetale de l’hypertension

artérielle, puis d’en explorer les mécanismes.

Matériel et Méthodes. Des rates (Wistar) reçoivent une diète isocalorique

contenant 9% (groupe LP) ou 18% (groupe CTRL) de caséine. Les artères

carotides des descendants mâles LP et CTRL (9-12 semaines) ont été étudiés ex

vivo. Des courbes doses réponses ont été générées à l’AngII (en présence ou non

d’antagonistes des récepteurs AT1 et AT2), à l’analogue du thromboxane A2

(U46619) et à l’Angiotensine (1-7). La contribution de l’endothélium a été étudiée

en le déplétant des artères carotides. L’implication de l’endothéline et des anions

superoxide a été envisagée par l’utilisation respectivement du Phosphoramidon et

du Tempol. Cette production d’anions superoxide a été mesurée par

chemiluminescence (lucigénine et hydroéthidium).

Résultats. La vasocontraction en réponse à l’AngII est augmentée dans le groupe

LP. Le Losartan (antagoniste d’ATl) inhibe pratiquement totalement la

vasocontraction, alors que le PD123319 (antagoniste d’AT2) n’a aucun effet. La

réponse au U46619 est la même entre les groupes. L’Ang(1-7) n’évoque pas de

réponse vasomotrice. La vasocontraction est augmentée après déplétion de

l’endothélium dans les deux groupes. L’utilisation du Phosphoramidon ne modifie

pas la vasocontraction dans les deux groupes. L’expression d’ATl est

significativement plus élevée dans le groupe LP. tandis que l’expression de la

superoxide dismutase ($OD) dans les artères carotides n’est pas différente entre

les deux groupes comme démontré par immunobuvardage Western. Le Tempol

normalise la réponse à l’AngII uniquement dans le groupe LP. L’AngII augmente

significativement la production d’anions superoxide uniquement chez les LP. La

co-incubation avec le diphenylene iodomum (DPI, inhibiteur des enzymes à

flavines) or apocynin et l’apocynin (inhibiteur de l’assemblage du complexe de la



iv

nicotinamide adenine dinucleofide phosphate (NADPFI) oxidase) prévient cette

augmentation et conduit à des niveaux d’anions superoxide comparables à ceux

obtenus dans le groupe CTRL.

Conclusion. La vasocontraction exagérée en réponse à l’Ang II observée dans un

modèle de programmation in utéro de l’hypertension associée à une exposition à

une diète faible en protéines, résulte de la libération d’anions superoxide suite à la

stimulation de la NAD(P)H oxydase et est associée à une expression accrue de

récepteurs AT1.

MOTS CLÉS:

Programmation foetale, hypertension, stress oxidatif Mgiotensine, vaisseaux isolés.
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Abstract

Introduction:. In aduit offspnng of dams fed a low protem (LP) diet during

gestation, plasma remn activity is increased, elevated blood pressure is normalized

by angiotensin-converting enzyme inhibitor and pressor response to infusion of

angiotensin II (Angli) is increased. Circtilating Angli increases blood pressure

through peripheral and central mechanisms. The current studies were undertaken to

verify whether peripheral vascular response to AngII is also increased in LP

offspring compared to control (CTRL).

Methods. Virgin Wistar rats (initial weight 225-250g) were mated overnight and on

the day of conception, were allocated to feed ad tïbidum on a diet containing either

18% (CTRL) or 9% (LP) casein. Cumulative concentration-response curves were

generated with Angli in presence and absence AT1R and AT2R antagonist,

phosphoramidon, tempoÏ. Cumulative concentration-response curves were also

generated with the thromboxane A2 mimetic U46619 and with angiotensin(1-7)

(Ang(1 -7)). To verifSr the contribution of endoffielium, it had been mechanicaÏly

removed. Vascular superoxide production was estimated using lucigenin-enhanced

chemiluminescence

Resuits: AngII-induced contraction of carotid rings studied in organ chambers vas

increased in LP. In both groups, contiaction to Angli was inhibited by AT1R but not

AT2R antagonists. There vas no difference between groups in the response to

increasing concentrations of tbromboxane A2 analogue U466 19 and Vasodilator

Angil-metabolite angiotensin 1-7 did flot elicit vasomotor response of the carotid

rings in either group . Removal of endothelium enhanced contraction to Angil in

both groups, and this was signiflcantly more so in L? offspnng. Blockade of

endothelin formation with phosphoramidon did flot modify cumulative dose response

cunes to Angil in either group.. AT1R expression in carotid arteries as assessed by

Western blotting was significantly increased in LP whereas SOD expression vas flot

different between groups. Superoxide dismutase (SOD) analogue Tempol normalized

LP without modifving CTRL response to Angil.

Basal levels of superoxide production, measured using lucigenin-enhanced

chemiluminescence and the oxidative fluorescent dye hydroethidine, were

significantly higher in LP offspnng. Angil markedly increased superoxide

production in L? offspring only: co-incubation of the aortic segments with
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diphenylene iodomum (DPI, inhibitor of flavin containing enzyme) or apocynin

(inhibitor of the assembly of the nicotmamide adenine dmucleotide phosphate

(NADPH) oxidase complex) prevented the increased in superoxide generation

observed in the presence of Angli and decreased the superoxide levels to values

comparable to CTRL. Conclusion: In conclusion, vasoconstriction to AnglI is

exaggerated in a model of in utero programming of hypertension associated with

exposure to a low protein diet dunng gestation, secondary to enhanced vascular

production of superoxide anion owing to the activitv of NADPH oxidase with

concomitant increase ofAT1R.

KEY WORDS:

Fetal programming, hypertension, oxidative stress, Angiotensin, isolated

vessels.
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I) Introduction.

A) Importance des maladies cardiovasculaires en santé publique.

Les maladies cardiovasculaires sont les premières causes de mortalité dans les

pays développés et sont destinées à devenir les principales causes de décès à l’échelle

planétaire en 2010. Les études épidémiologiques ont révélé que les risques de survenue

de maladies telles que l’hypertension, les accidents vasculaires cérébraux et les maladies

coronariennes à l’âge adulte pouvaient trouver leurs origines dans les évènements qui se

sont produits en période prénatale (4; 6; 85). Ces observations ont mené à l’hypothèse

selon laquelle les adaptations métaboliques et physiologiques du foetus lors d’une période

de privation conduisaient à une altération permanente dans la mise en place des

structures et des fonctions cardiovasculaires induisant alors un dysfonctionnement de ces

structures à l’âge adulte (6). Ce concept a été supporté par de nombreuses études

animales (77; 15$), cependant les mécanismes sous-tendant cette programmation

développementale ne sont pas totalement élucidés.

B) Brève revue des données humaines et animales supportant le concept de

programmation développementale de l’hypertension artérielle.

Même s’il est bien établit que l’environnement intra-utérin a un impact sur la

santé et le développement de l’enfant (89), le concept de programmation

développementale de pathologies survenant à l’âge adulte est relativement récent.

Barker et al démontrèrent qu’un petit poids de naissance ainsi que le poids à l’âge

d’un an, qui tous deux restaient inférieurs à la moyenne rencontrée à ces âges, étaient
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associés à une augmentation du risque de mortalité par maladies cardiovasculaires ou par

attaques vasculaires cérébrales, cela aussi bien chez les hommes que les femmes nés à

Hetfshire (UK) entre 1911 et 1930 (7; 110). Une autre étude d’importance ffit réalisée

aux Etats-Unis sur une cohorte de 22846 hommes et montra qu’un faible poids de

naissance était associé avec des maladies chroniques survenant à l’age adulte telles que

l’hypertension, le diabète et l’obésité (22).

Cette association entre un faible poids de naissance et la survenue de pathologies

à l’âge adulte a été observée à travers le monde dans une large variété de population

d’âge divers (4 à 84 ans) et aussi bien chez les hommes que chez les femmes (47). Bien

que cette association entre le poids de naissance et les pathologies cardiovasculaires ne

fasse pas l’unanimité, la majorité des études épidémiologiques démontre une relation

inverse entre le poids à la naissance et la survenue de pathologies telles que l’intolérance

au glucose, le dysfonctionnement endothélial et l’obésité: toutes ces pathologies ont un

impact sur l’incidence d’hypertension et de maladies cardiovasculaires (63; 84; 136).

En dépit de ces études, le concept de programmation développementale de

pathologies adultes reste controversé. La principale critique est que cette association

entre un faible poids de naissance et la survenue de pathologies à l’âge adulte est

contrefaite et qu’elle résulte de la réunion de facteurs issus des caractéristiques

parentales, tel que le faible statut socio-économique, un phénotype spécifique

déterminant ainsi le faible poids observé à la naissance ainsi que la survenue de

pathologies cardiovasculaires à l’âge adulte (119). En effet, Barker et al ont aussi

démontré (7) que l’environnement et l’hérédité pouvaient moduler ‘l’effet” d’un faible
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poids de naissance: des enfants de 10 ans qui vivaient dans une région avec un fort taux

de mortalité par maladies cardiovasculaires avaient une mère de petite taille et

présentaient également une plus petite taille ainsi qu’un rythme cardiaque au repos plus

élevé en comparaison aux enfants vivant dans des régions avec un taux de mortalité par

maladies cardiovasculaires plus faible.

En 1994, Barker et al ont proposé que la nutrition maternelle soit la principale

cause de la programmation développementale (5) et qu’un statut nutritionnel maternel

non optimal perturbait suffisamment le développement du foetus pour induire un

accroissement de la susceptibilité à développer des pathologies à l’âge adulte. En effet

Thame et al (142) ont étudié une large population de femmes Jamaïcaines et rapportèrent

que le poids observé à la naissance était corrélé aux indices de statut nutritionnel de la

mère avant la grossesse tels que la taille, le poids et l’indice de masse corporelle (ilviC).

L’impact de la diète maternelle sur la pression sanguine de l’enfant a été mis en évidence

dans des populations d’Angleterre, de Jamaique et d’Inde dans lesquelles il a été constaté

une élévation de la pression sanguine chez les enfants et les adultes nés de mères ayant

consommé peu de protéines animales durant leur grossesse (19) ou qui étaient déficitaires

en fer (36; 41; 137).

En dépit des évidences suggérant un impact de la nutrition maternelle sur la

programmation développementale, des données recueillies lors de la famine en Hollande

de l’hiver 1944 (123), du siège de Leningrad en 1942, ainsi que des enquêtes du Medical

Research Council sur la nutrition en Gambie, ont démontré que la famine et les variations

dans l’apport en nutriments peuvent n’avoir que peu d’effets sur le poids à la naissance.
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Cependant, il a été démontré que des enfants dont les mères consomment peu de

protéines par rapport aux carbohydrates durant le dernier trimestre de grossesse

présentent une pression sanguine plus élevée à l’âge adulte; cela signifie donc que la

programmation de l’hypertension n’est pas autant liée à la quantité absolue de nutriments

mais serait plutôt liée à un déséquilibre en macronutriments. Ainsi, ce déséquilibre

pouffait donc induire la programmation développementale de pathologies

cardiovasculaires à l’âge adulte sans pour autant altérer le poids de naissance.

Ce concept de programmation développementale est supporté par de nombreux

modèles animaux qui ont montré qu’une restriction de protéines ou qu’une restriction

globale en nutriments durant la gestation conduisait dans la descendance à une

augmentation de la résistance à l’insuline (19; 72; 72), de la pression artérielle (73; 112)

ainsi que du dysfonctionnement vasculaire (14; 54; 70).

C) Brève revue des mécanismes connus à ce jour sous-tendant le concept de

programmation développementale.

i) Les glucocorticoïdes.

Les glucocorticoïdes sont des hormones puissantes pour le tissu foetal ($8; 124).

Pour le développement normal du foetus, les concentrations des glucocorticoïdes

circulantes (cortisol chez l’homme; corticosterone chez le rat) sont très basses comparées

à celles retrouvées dans le système maternel, et l’isolement de la circulation foetale des

glucocorticoïdes d’origine maternelle est cruciale (21). Cette séparation est achevée grâce

à l’activité de la 1 13hydroxysteroid deshydrogénase de type 2 (11I3HSD2), enzyme
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responsable de la conversion au niveau du placenta des glucocorticoïdes actifs en forme

inactive (29). li a été démontré chez les femmes dont le foetus présente un retard de

croissance et chez la rate gestante recevant une diète faible en protéines que la 11 I3HSD2

placentaire était diminuée exposant alors les foetus à un excès de glucocorticoïdes

d’origine maternelle. L’inhibition des glucocorticoïdes d’origine maternelle par le

Metyrapone, en plus de l’administration d’une diète faible en protéines à une rate

gestante, prévient l’augmentation de la pression sanguine chez la descendance (75).

L’hypertension induite par un déséquilibre en nutriments dépend donc de la production

de glucocorticoïdes maternels et cela semble résulter d’une augmentation de

l’accessibilité des glucocorticoïdes aux tissus foetaux via le placenta.

ii) Le système rénine-angiotensine (SRA).

Les composants du SRA sont des éléments clés dans le contrôle de la pression

sanguine. Au niveau systémique et au niveau de la plupart des organes, la génération de

vasoconstricteurs comme l’angiotensine II (Angil) conduit à une augmentation de la

résistance vasculaire et de la pression sanguine.

Chez l’homme, il a été rapporté que l’activité de la rénine au niveau du sang de

cordon ainsi que le nombre de cellules contenant la rénine au niveau rénal sont

augmentées chez les nouveaux-nés présentant un retard de croissance intra-utérin (65;

66; 140). Chez les rats (foetus, nouveaux-nés et adultes), ayant été exposés à une diète

faible en protéines in utero (9% caséine (LP) versus 18% caséine (CTRL)), les niveaux

d’activité de la rénine et de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA),

transformant I’AngI en Angil, sont augmentés (74; 82). II a été démontré que
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l’hypertension est prévenue en bloquant la formation d’AngII, mais non pas par

l’utilisation de bloqueurs calciques, chez des rats LP âgés entre 2 et 4 semaines.

Cependant cet effet à long terme sur la tension artérielle n’est pas retrouvé lorsque

l’administration d’inhibiteurs de l’ECA est réalisée chez des rats adultes, indiquant ainsi

le rôle d’une activation précoce du SRA dans la programmation développementale de

l’hypertension artérielle (7$; 131).

Nous avons pour notre part ainsi que d’autres groupes démontré que

l’augmentation de la tension artérielle observée dans le groupe LP adulte pouvait être

normalisée en bloquant les effets centraux et périphériques de l’AngII (117). De plus,

nous avons démontré que l’augmentation de la tension artérielle en réponse à une

infusion d’Angll est plus importante chez les rats adultes LP que chez les rats adultes

CTRL (11$). L’AngII circulante peut augmenter la tension artérielle en se liant à des

récepteurs AT 1 centraux et/ou périphériques (vasculaires) (7$; 79). Nous avons montré

que l’expression du récepteur AT1 est significativement augmentée au niveau des

noyaux cérébraux impliqués dans le contrôle de la tension artérielle (117). Cependant, il

n’est pas connu si la réponse vasculaire périphérique à l’AngII est augmentée chez les

rats LP, et si cela est associé à une augmentation de l’expression d’ATl vasculaire; cette

question est le sujet des travaux de Maîtrise présentés dans ce mémoire (voir objectifs de

Maîtrise p18).

Cette augmentation de l’activité et de l’expression du SRA pourrait être expliquée

par les glucocorticoïdes. En effet, il a été démontré que les glucocorticoïdes augmentent

l’expression de l’ARNm d’ATl et de l’angiotensinogène (précurseur de l’AngI) au

niveau de régions spécifiques du cerveau impliquées dans le contrôle central du système
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cardiovasculaire (1; 17). De plus l’augmentation de la tension artérienne en réponse à

l’AngII, mais non pas en réponse à la noréphinéphrine, est accentuée chez foetus de

mouton après infusion de cortisol (139).

Toutes ces données démontrent le rôle majeur du SRA central et périphérique

dans le maintien de l’hypertension programmée durant la vie foetale.

iii) Les reins.

Brenner et alont les premiers suggéré qu’une perturbation dans la croissance des

reins pouvait jouer un rôle dans le développement de l’hypertension artérielle (90). Des

nouveau-nés avec retard de croissance intra utérin de même que des ratons exposés à une

diète faible en protéine durant toute la gestation semblent avoir des reins plus petits et

avec moins de néphrons (7; 36; 52; 53; 63; 68; 80; 84; 84; 93; 135; 150). Le nombre de

néphrons est diminué chez les patients avec hypertension artérielle primaire (64). Il est

intéressant de noter que les facteurs impliqués dans une néphrogenèse altérée, bien

qu’incomplètement compris, incluent une exposition à une diète faible en protéine in

utero, une exposition du foetus à des niveaux élevés de glucocorticoïdes à certaines

périodes critiques de la néphrogenèse et à un déficit en vitamine A (qui est un

antioxydant) (157).

iv) les radicaux libres.
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Dans les maladies cardiovasculaires et notamment l’hypertension, l’équilibre

entre l’oxide nitrique (NO) et les espèces réactives de l’oxygène (ERO) est perturbé, et il

a été envisagé que durant la grossesse, ce phénomène pouvait se retrouver conduisant

alors à une altération du milieu foetal.

Il a été montré chez les rats SHR, une diminution dans la disponibilité du NO et

une augmentation dans celle des ERO (69), notamment de l’anion superoxide (130).

L’ajout de glycine à une diète faible en protéines durant la gestation prévient l’apparition

d’une hypertension dans la descendance; ceci pouffait s’expliquer par une augmentation

dans la disponibilité du NO et l’élimination des ERO (61). L’arginine est le substrat

commun pour la synthèse de NO et de polyamines via la NO synthase (NOS) et

l’ornithine decarboxylase (35). Le NO est un facteur essentiel dans la régulation du flot

sanguin maternel-foetus et par conséquent dans le transfert en nutriments et oxygène de la

mère au foetus (12). Les polyamines pour leur part régulent la synthèse d’ADN et de

protéines, par conséquent ont un rôle dans la prolifération et la différenciation (60; 120).

Ces observations démontrent donc un rôle pour le NO et les polyamines dans

l’embryogenèse et la croissance placentaire et foetale. Nous pouvons donc postuler que

leur réduction —secondaire à un apport réduit en arginine par exemple- pourrait mener à

une réduction de croissance intra-utérin (RCRJ) et à des pathologies cardiovasculaires

chez l’adulte.

y) Les mécanismes moléculaires.

Il est reconnu maintenant que le statut nutritionnel maternel peut altérer le statut

épigénétique du génome foetal modifiant ainsi l’expression des gènes foetaux.
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Les altérations épigénétiques se définissent comme des altérations stables de

l’expression des gènes à travers les modifications covalentes de l’ADN ou du core des

histones. Elles se produisent très tôt chez l’embryon, et pourraient avoir des

conséquences sur les étapes du développement (155). Les deux mécanismes responsables

des effets épigénétiques sont la méthylation de l’ADN (du coté 5’ des résidus cytosine

dans les dinucleotides CpG) et la modification des histones (acétylation et méthylation)

(62).

La méthylation des dinucléotides CpG peut réguler l’expression des gènes en

modulant la liaison protéines-ADN sensible au methyl et affecter par conséquent ta

conformation de la chromatine. L’acétylation ou la méthylation des histones peuvent

altérer le positionnement des interactions histones-ADN, donc altérer la liaison des

histones à l’ADN et en final altérer l’expression des gènes (62).

Donc les modifications dans la méthylation de l’ADN et des histones pourraient

être altérées par la disponibilité en acides aminés et en nutriments. Ce concept est

supporté par de nombreuses constatations. Tout d’abord il a été démontré chez des

embryons de souris en culture que la déficience en acide aminé conduisait à une

réduction importante dans la méthylation de l’ADN et à une expression aberrante d’un

gène d’empreinte paternel qui normalement reste silencieux (27). Une insuffisance

uteroplacentaire provoque au niveau rénal une méthylation du gène P53 (114) ainsi

qu’une hypométhylation globale de l’ADN et une augmentation de l’acétylation des

histones au niveau hépatique chez le rat après la naissance (91). La méthylation des

dinucléotides CpG peut être augmentée par un supplément maternel en donneur de
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methyl tel que l’acide folique, la vitamine B12, la choline conduisant à un pattem de

méthylation restreint à l’âge adulte (155).

Ces modifications épigénétiques n’ont cependant pas encore été démontrées dans

des gènes impliqués dans le contrôle de la tension artérielle.

D) Revue des voies par lesquelles l’AngH peut exercer son effet vasomoteur ou qui

modulent son effet vasomoteur.

L’AngTI est le principal peptide effecteur du $RA. L’AngII exerce ses actions

principalement par des récepteurs spécifiques présents à la surface de la cellule et

appartenant à la super famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés

aux protéines G. Chez l’homme, deux récepteurs pour l’AngII ont été identifiés (156) et

ont été désignés Ail et Ai2 (16). La majorité des effets physiologiques de l’Angll ont

été démontrés comme étant exercés par Ail, plus précisément la vasoconstriction, la

rétention rénale d’eau et de sel et au niveau central le contrôle de la soif l’activation de

l’activité sympathique efférente, la sécrétion de vasopressine et l’inhibition du

baroreflexe artériel (23). Le récepteur AT 1 prédomine dans pratiquement tous les tissus

vasculaires de la plupart des espèces. Chez l’homme, Ail est retrouvé en quantité élevée

dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), à des taux plus faibles dans

l’adventice et au niveau de l’endothélium (2), (13; 164).

Chez les rongeurs, deux sous type du récepteur Ail ont été identifiés

genotypiquement: AT1a et AT1b; ces deux sous types cependant ne sont pas

différentiable pharmacologiquement. Chez le rat adulte, le sous type Ai la (le sous type
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AT1b n’est pas présent au niveau du tissu vasculaire) est principalement exprimé dans

les CMLV et les cellules endothéliales.

AT2 est très fortement exprimé durant la vie foetale (42) notamment au niveau du

mésenchyme (4$) et son expression diminue très rapidement après la naissance. AT2 ne

semble être que peu exprimé au niveau du lit vasculaire. Toutefois, l’expression d’AT2

augmente de nouveau après des lésions au niveau des artères carotides mais il a été

montré qu’AT2 n’était pas impliqué dans la formation néointimale après blessure

vasculaire (4$).

Voies par lesquelles l’Angll médie ses effets vasomoteurs

Mg(1-7)

ACE2 VASODILATATION

Angil AT2R Ï
NADPH oxydase AT1R FRDE/NO\ (endothélium)

I AT1R
(CMLV)

Anions superoxide

VASOCONTRACTION
dothéIi

D’après ($6, 48, 165)

i) AT1.
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Tel que déjà mentionné ci-dessus, l’AngII est responsable d’une vasoconstriction

importante par l’activation d’ATl situé sur les CMLV. AT1 active de nombreuses voies

de signalisation: l’activation de la phospholipase C (PLC) par la protéine G conduit à

l’hydrolyse du phosphatidyl inositol et à la formation du diacyl glycérol (DAG) et de

Ï’inositol trisphosphate (1P3). Ce dernier mène à une augmentation du calcium

intracellulaire et à la contraction des CMLV. Une fois activée par le DAG, la protéine

kinase C (PKC) permet la phosphorylation de protéines qui participent non seulement à

la vasoconstriction, mais également à la croissance cellulaire. Une autre voie vient

s’ajouter à celle-ci, celle des mitogen-activated protein kinase (MAPK). Elles

appartiennent à la superfamille des protéines kinases sérine/thréonine et sont impliquées

dans de nombreuses voies de régulation intracellulaires dont la contraction vasculaire. Il

a été démontré que l’AngII peut activer les trois principales MAPK (ERKs, JNKlstress

activated pfotein kinases, p38) et l’utilisation d’inhibiteurs des MAPK conduit à une

diminution de la contraction prolongée à l’Angll chez le rat SlIP. (145).

Dans le mur vasculaire, les espèces réactives de l’oxygène (ERO), notamment les

anions superoxide, peuvent être générés par l’endothélium et l’adventice mais également

au niveau des CMLV. La génération d’ERO est notamment régulée par l’AngII via le

récepteur AT1 (24). fi a été démontré que la principale source d’ERO dans la paroi

vasculaire est la NADPH oxydase non phagocytaire.

De plus il a été trouvé chez l’adulte souffrant d’hypertension artérielle que la

génération d’anions superoxide est médiée par la stimulation de la NADPH oxydase par

l’Angll (10; 43; 99; 144).
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ii) A12.

AT2 pourrait avoir un rôle physiologique dans la régulation de la pression

sanguine et dans la fonction rénale contrebalançant les actions vasocontractiles et

antinatriurétiques de 1’ AngIl. Il a été montré que ce récepteur possédait un effet indirect

sur la vasodilatation en favorisant la relâche de bradykinine, de prostaglandine et de NO

diminuant ainsi la résistance périphérique (3; 100; 132), ainsi qu’un effet direct sur la

vasodilatation comme décrit in vivo chez le rat SHR (86).

iii) Implication possible de l’angiotensine(1-7) sur la réponse vasomotrice à

1’ angiotensine II.

L’AngIT peut, sous l’action de l’enzyme de conversion 2 de l’angiotensine

(ACE2), être métabolisée en angiotensine 1-7 (Ang(1-7)). ACE2 est une

carboxypeptidase liée à la membrane (56). L’Ang(1-7) stimule la relâche de la

vasopressine, stimule la biosynthèse de prostaglandines et la relâche de NO provoquant

un effet relaxant vasculaire et hypotenseur lorsqu’injecté dans certains noyaux cérébraux

(31-33). De plus, l’Ang(1-7) possède une action natriurétique (excrétion d’eau et

d’électrolytes via une augmentation de la filtration glomémiaire) sur les reins et diminue

la résistance réno-vasculaire (25). Ainsi, l’Ang(1-7) peut contrecarrer les principales

actions de l’Angll in vivo (32).

iv) Implication possible de l’endothélium sur la réponse vasomotrice à

1’ aniotensine II.
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Il a été montré que l’endothélium était un modulateur local du tonus des CMLV

par sa capacité à libérer à la fois des substances vasoconstrictrices (comme l’endothéline)

et vasodilatatrices (NO et prostacycline (PGI2)). L’endothélium peut jouer un rôle dans

l’hypertension systémique suite à une production excessive de vasoconstricteurs et/ou un

défaut de production de vasodilatateurs (15; 40; 149).

L’endothéline (ET) est un peptide vasoconstricteur (146; 161) secrété par les

cellules endothéliales (50). ET-1 est la plus puissante et la plus abondante des

endothélines, elle est secrétée par les cellules endothéliales vers les CMLV sous jacentes

(153). ET-1 exerce ses actions vasoconstrictrices, prolifératives et hypertrophiques via

deux récepteurs ETA et ETB, avec cependant une dominance au niveau artériel dans

l’expression du récepteur ETA. Le gène de l’ET-l est tout d’abord transcrit en ARNm

pour la synthèse de pré-pro-peptide puis ensuite réduit en pro-peptide ou BIG

endothéline, immature, mais qui, sous l’action de l’enzyme de conversion de

l’endothéline (ECE) devient active (129). L’ECE est retrouvée aussi bien au niveau de la

membrane des cellules endothéliales que des CMLV. Il a été montré que l’AngII stimule

la libération d’ET-l et que le système endothéline est impliqué dans de nombreuses

pathologies parmi lesquelles l’hypertension, l’athérosclérose, les maladies coronariennes

et le diabète (128).

Le NO diffuse rapidement à travers les couches de cellules et induit la relaxation

des CMLV en activant la guanylate cyclase qui augmente les concentrations de

guanosine monophosphate cyclique (GIvWc). Le NO peut-être généré par la NOS

endothéliale après activation d’AT2 ou, principalement, de façon endogène constitutive.
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La prostacycline (PGI2) quant à elle est produite par la cyclo-oxygénase. La

prostacycline est principalement retrouvée dans les cellules endothéliales. Elle active

l’adénylate-cyclase, et en augmentant la production de la 3’, 5’ adénosine

monophosphate cyclique (AMPc) conduit à la relaxation des CMLV. Dans la plupart des

vaisseaux sanguins, la PGI2 ne joue qu’un rôle mineur dans la relaxation endothélium

dépendante, son effet venant surtout s’ajouter à celui du NO.

y) Implication possible de la nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

(NADPH) oxydase sur la réponse vasomotrice à l’angiotensine II.

Dans le système vasculaire, il existe différents systèmes enzymatiques qui

contribuent à la formation des ERO incluant la NOS endothéliale, les enzymes de la

chaine respiratoire mitochondriale, le cytoclwome P450 monoxygénase, la xanthine

oxidase et la nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase.

La NADPH oxydase est principalement exprimée au niveau des neutrophiles

nucléaires polymorphes, possède un rôle de defense contre les bactéries, est impliquée

dans le phénomène de « flambée respiratoire ».

Au niveau leucocytaire, la NADPH oxydase est un complexe enzymatique

constitué de trois sous-unités cytoplasmiques (p47 p0x, 67Phox p4oP10x) Lorsqu’elle

n’est pas stimulée, la NADPH oxydase est constituée d’une protéine G régulatrice tRac 1

ou Rac2) et d’un domaine cytochrome b55$ réductase lié à la membrane. Ce cytochrome

contient 2 protéines: une petite sous-unité Œ appelée p2210X et une sous-unité 3 appelée

gp9lPh0x (ou Nox2) qui contient les sites de liaison pour la NADPH et pour l’oxygène

ainsi que les groupements hème et flavine permettant ainsi le transport d’électrons entre

les deux substrats. Une fois stimulée, la sous-unité p470X devient phosphorilée ce qui



16

conduit à un changement de conformation dévoilant le site d’interaction à la Sous-unité

gp9 1 permettant une migration des unités cytoplasmiques au niveau membranaire où

elles s’associent au cytochrome b558. De plus, la protéine Rac qui est liée au guanosine

diphosphate (GDP) doit devenir active en devenant Rac guanosine triphosphate (GTP).

Tous ces événements conduisent à l’activation de la NADPH oxydase.

Au niveau vasculaire, chaque type cellulaire vasculaire possède une distribution

des sous-unité particulière. p22” et Nox4 sont exprimés dans toutes les cellules

vasculaires (169, 171, 174), gp9l phox prédomine au niveau de l’endothelium (169) et de

l’adventice (170), Rad et p4P0)c sont retrouvées dans tous les types cellulaires

vasculaires( 171), alors que p67b0x est retrouvée uniquement au niveau de 1’ endothélium

(172) et de l’adventice (173).

De par cette grande hétérogénéité il n’est pas bien etabli quelles sous unités sont

activées par les différents stimuli menant à l’activation de la NADPH oxidase. La

NADPH oxydase peut-être stimulée par de nombreux facteurs tels que les cytokines, des

facteurs de croissance, des agents vasoactifs (dont l’AngII), ainsi que par des facteurs

physiques parmi lesquels nous retrouvons les forces de cisaillement oscillatoires et

laminaires (13). L’activation de la NADPH oxydase génère des anions superoxide qui

influent la fonction des cellules vasculaires en modulant la constriction, la croissance

cellulaire, 1’ apoptose, la migration, l’inflammation et la fibrose (166).
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La NADPH oxydase leucocytaire: les sous-unités et son activation (www-dsv.cea.ft)
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II) Objectifs de la maîtrise.

Cette étude va donc permettre de vérifier si la réponse vasculaire périphérique des

artères carotides (ex-vivo en chambre d’organe) à 1’AngII est augmentée chez les rats

adultes ayant été exposés à une diète faible en protéines in utero (LP) comparés aux

contrôles (CTRL). Par la suite afin de définir quel est le mécanisme qui sous tend ce

phénomène, nous étudierons les voies évoquées ci dessus et qui sont susceptibles d’être

impliquées dans cette vasoconstriction exagérée soit: déterminer le rôle des sous-type de

récepteurs d’AngII, de l’endothélium, de l’endothéline, de l’angl-7, de la genèse anion

superoxide par la NADPH oxydase. Puisque, nos résultats ont montré une normalisation

de la vasoconstriction en réponse à l’AngII dans le groupe LP en présence d’un analogue

de la superoxide dismutase, le tempol, nous avons aussi mesuré la production vasculaire

d’anions superoxide.
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Exaggerated vasomotor response to angiotensin II in rats with fetal programming

of hypertension associated with exposure to a low protein diet during gestation

C Yzydorczyk, F Jr Gobeil, G Cambonie, I Lahaie, NLO Lé, S Samarani, JC Lavoie, LL

Oligny, P Pladys, P Hardy and AM Nuyt

ABSTRACT:

The renin angiotensin system (RAS) has been shown to play a key role in the

initiation and maintenance of elevated blood pressure associated with altered intra

uterine milieu. In aduit offspring of dams fed a low protein (LP) diet during gestation,

plasma renin activity is increased, elevated blood pressure is normalized by angiotensin

converting enzyme inhibitor and pressor response to infusion of angiotensin II (Angil) is

increased. Circulating Angil increases blood pressure through peripheral and central

mechanisms. In this regard, we have previously demonstrated an enhanced expression of

Angil AT1 receptor (AT1R) in brain cardiovascular regulating areas of adult LP

offspring and normalization of their blood pressure with intracerebroventricular injection

of the angiotensin-converting enzyme inhibitor enalaprilat or the AT1R antagonist

losartan. The current studies were undertaken to verify whether peripheral vascular

response to Angil is also increased in LP offspring compared to control (CTRL).

Angll-induced contraction of carotid rings studied in organ chambers was

increased in LP (Emax relative to maximal response to KC1 $0 mM: 230 ±3% LP vs. 201

±2% CTRL, p<O.O5). In both groups, contraction to Angli was inhibited by AT1R but not

AT2R antagonists. There was no difference between groups in the response to increasing

concentrations of thromboxane A2 analogue U46619 and neither to KCI 80 mM under

step increases in tension. Removal of endothelium enhanced contraction to Angil in both
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groups, and this was significantly more so in LP offspring. Blockade of endothelin

formation with phosphoramïdon did not modify cumulative dose response curves to

Angil in either group. Vasodilator Angil-metabolite angiotensin 1-7 did flot elicit

vasomotor response of the carotid rings in either group. Superoxide dismutase (SOD)

analogue Tempo! normalized LP without modifying CTRL response to Angil.

Basal levels of superoxide production (in aortic segments, measured using

lucigenin-enhanced chemiluminescence and the oxidative fluorescent dye hydroethidine)

were significantly higher in LP offspring. Angil markedly increased superoxide

production (measured by chemiluminescence) in LP offspring only; co-incubation of the

aortic segments with diphenylene iodonium (DPI, inhibitor of flavin containing enzyme)

or apocynin (inhibitor of the assembly of the nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate (NADPH) oxidase complex) prevented the increased in superoxide generation

observed in the presence of Angli and decreased the superoxide levels to values

comparable to CTRL. AT1R expression in carotid arteries as assessed by Western

blouing was significantly increased in LP whereas $OD expression was not different

between groups.

In conclusion, vasoconstriction to Angil is exaggerated in a model of in utero

programming of hypertension associated with exposure to a low protein diet during

gestation, secondary to enhanced vascular production of superoxide anion owing to the

activity of NADPH oxidase with concomitant increase of AT1R, but flot SOD,

expression.

KEY WORDS:

fetal programming, hypertension, oxidative stress, angiotensin, isolated vessels
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INTRODUCTION:

Epidemiological studies have revealed that the risk of cardiovascular diseases

such as hypertension, stroke and coronary heart disease in later life seem inverseiy

related to birth weight (24) and that this relation is independent of genetic factors ami

life style (1; 3). These observations leU to the postulate that perturbations (of nutrition

for example) at a critical period of early development could lead to permanent

alterations in the programming of the developing cardiovascular structures or functions

(2). Animal studies support the concept of developmental programming of hypertension

(1$; 20; 26; 50).

The renin-angiotensin system (RAS) has been shown to play a key role in the

initiation and maintenance of elevated blood pressure associated with altered intra

uterine milieu. Blockade of angiotensin II (Angli) formation or of AnglI AT1 receptor

subtype during the first weeks of life prevents later elevation of blood pressure; this

permanent effect is flot observed wben aduit animais are treated (43; 44). We and others

have demonstrated that in aduit offspring of dams feU a low protein (LP) diet during

gestation, plasma renin activity is increased, elevated blood pressure is normalized by

angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEi) and pressor response to infusion of

Angli is increased (21; 27; 35; 36). Circulating Angil increases blood pressure through

peripheral and centrai mechanisms. We have previously demonstrated increased

expression of Angli AT1R in brain cardiovascular regulating areas of aduit male LP

offspring and normalization oftheir blood pressure with ïntracerebroventricular injection

ofthe ACEi enalaprilat or of the AT1R antagonist Losartan (35).

The current studies were undertaken to verify whether peripheral vascular

response to Angli is also increased in aduk male LP offspring compared to control



(CTRL) and to explore potential mechanisms underlying the exaggerated

vasoconstriction to Angil. For this purpose, vasomotor responses ofcarotid arteries rings

(organ chambers) were studied. As our resuits support our hypothesis and reveal that

exaggerated constriction to Angli is normalized by superoxide dismutase ($OD)

analogue Tempo!, the vascular production of superoxide anion was also evaluated.

24
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MATERIÂLS AND METHODS

Animais

Animais were used according to a protocol approved by the Animal Care

Committee of Sainte-Justine Hospitai in accordance with the princïples of the Guide for

the Care and Use of Experimental Animais of the Canadian Council on Animal Care.

Virgin Wistar rats (initial weight 225-250g) were mated overnight and on the day of

conception (determined by the presence of a vaginal plug), were allocated to feed ad

libidum on a diet containing either 18% (control group: CTRL, n 12; n=number of

animais) or 9% (iow protein group: LP, n 11) casein (21). Ml diets contained 5glkg

methionine to avoid suiphur deficiency and were made isocaloric with starch and

sucrose supplement. Ml dams were weighed daily and had free access to food and water.

Within 12 hours of delivery, dams were returned to regular chow. Pups were weaned at

4 weeks of age to regular chow and male were studied at 9-12 weeks of age. Unless

specified otherwise, one animal per litter was used for the different studies.

Experimentai procedures

Ex vivo vascutar reactivitv studies

freshly excised carotid arteries ftom anesthetized (intraperitoneal ketamine (65

mg/kg) and xylazine (7 mg/kg)) offspring were placed in ice cold modified Krebs

bicarbonate solution (KBS) ofthe following composition (in mM): NaCi 118, KC1 4.7,

NaHCO3 25, CaCI2 2.5, MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2, and dextrose 11. They were cleaned of

adherent connective tissue and precisely cut into rings of same length (4 mm). Four to

eight rings ftom one rat were used for one experiment. In a separate series of

experiments, endothelium was removed in half the rings by gently rubbing the internai

lumen with a blunt needle (20 G, Becla Dickinson). Rings were suspended horizontaliy
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between two stainless steel wires in organ chambers that contained 20 mL of KB S

maintained at 37°C and aerated continuously with 95% oxygen and 5% carbon dioxide.

The tension of the preparations was recorded with a linear force transducer on a

computerized data acquisition system (Kent Scientific, Litchfield, CT). The rings were

progressively stretched to a preload tension of 19.0 mN and allowed to equilibrate for 30

min with frequent washing and tension adjustments. Afier stabilization, rings were

repeatedly exposed to KC1 ($0 mM) to test their viability and to determine a standard

contractile response for each of them. When response to KC1 was stable, endothelial

integrity was then assessed in ah experiments by a characteristic relaxation response to

Carbachol (100 pM) afier contraction evoked by phenylephrine (1 p.M). Rings were then

ahlowed to recover for 60 min afler which cumulative concentration-response curves

were generated with AngIl (1 pM to 1 p.M) in presence and absence (haif the rings tested

each condition for each experiment) ofPD 123319 (0.1 iiM; Angli AT2R antagonist) or

Losartan (1 iM; Angil AT1R antagonist), phosphoramidon (1 iiM, neutral

endopeptidase (NEP) 24.11 and endothehin converting enzyme inhibitor), Tempol (1

mM, SOD analogue). Ail drugs were added to the bath 30 minutes before cumulative

concentration-response curves. Cumulative concentration-response curves were also

generated with the thromboxane A2 mimetic U46619 (1 pM to 1 iM) and with

angiotensin (1-7) (Ang(1-7), 1 pM to 1 pM). for the determination of Ang(1-7)

vasorelaxant responses, rings were precontracted with U46619 (0.3 E.tM) added to the

organ chamber 15 minutes before. for the experiments in which the endothelium had

been mechanically removed, absence of vasorelaxation to Carbachol afier normal

vasoconstriction to KC1 and phenylephrine was verified prior to the generation of the



27

concentration-response curve to AnglI. To verify whether antenatal diet exposure was

associated with vascular remodeling, we also studied vasoconstriction to KC1 (80 mM)

under different tension applied to the carotid arteries rings (52).

Evaluation ofvascularproduction ofsuperoxide anion by chernihtrninescence

Vascular superoxide production was estimated using lucigenin-enhanced

chemiluminescence, as described (4; 25). Briefly, in an addïtional set of experiments,

aortas were removed from anesthetized rats and cut into segments. Aortic rings (5 mm)

were pÏaced in polypropylene tubes each containing 0,5 ml of Krebs and lucigenin (5

jiM). Chemiluminescence counts (expressed in relative light units) were measured (LS

6500 Multi-purpose Scintillation Counter, Beckman Coulter) during 15 min (one

reading!min) after preincubation for 30min with Krebs solution, Krebs solution + Angil

(1 jiM), Krebs solution + AnglI (1 jiM) + diphenylene iodonium (DPI) (100 iM,

ïnhibitor of flavin containing enzyme) or Krebs solution + Angil (1 iliVi) + apocynin (1

mM, inhibitor of the assembly of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

(NADPH) oxidase complex). Background counts tKrebs solution alone) were subtracted

from the counts obtained with vascular rings. Dry weight was obtained for each ring for

normalization of activity.

EvaÏuation ofvascularproduction ofsuperoxide anion by hydroethidine

Superoxide levels were also measured by the oxidative fluorescent dye

hydroethidine, as described previously (28). Ceils are permeable to hydroethidine

and, in the presence of superoxide anion, hydroethidine is oxidized to fluorescent

ethidium bromide, in which form it is trapped by intercalation with DNA. This

method provides detection of superoxide anion levels intra and extra cellular.
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Briefly, unflxed frozen aorta segments were cut into 12 jim thick sections with a

cryostat (Microm Cryostat, Germany) at —20 oc and thaw-mounted on microscope

siides (Superfrost, VWR Scientific, PA). Hydroethidine (2 iiM) was applied to

each tissue section and coverslipped. Then, siides were incubated in a light

protected humidified chamber at 37 °c for 30min. Images were obtained with a

laser scanning confocal microscope (LSM 510 laser scanning microscope, Zeiss)

equipped with a argon laser. Fluorescence was detected with a 514-nm long-pass

filter. The LP and CTRL offspring were processed and imaged in parallel.

Western blotting

Western blot analysis of Angli AT1 receptor subtype and of SOD enzyme was

performed on carotïd arteries of 9-12 weeks old male (LP: n 4 from 3 litters and

CTRL: n = 5 animais from 3 litters). Frozen arterial tissues were dismpted using mortar

and pestie in liquid nitrogen. Proteins were extracted with RIPA buffer supplemented

with Nonidet P40 (1%), Na3VO4 (1 mM), NaF (1 mlvi), EDTA (1 mM) and lx solution

of cocktail protease inhibitors (Roche). Samples were sonicated, centrifuged and

supernatant recovered for determination ofprotein content by Bradford assay using BSA

as standard. For each experiment, tissues were pooled and blots were performed on

equal amounts (30 tg) of total cmde extract of protein. Polycional anti-f3 actine (Santa

Crnz Biotechnology) was used as internai control. Equal loading of proteins for SDS

PAGE was also verified by Ponceau staining. The antibodies used were the polyclonal

anti-Angli AT1 receptor subtype (Santa crnz Biotechnology) and polyclonal anti-cu/Zn

SOD (calbiochem).
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Chemicals

The following agents were purchased: ketamine (Ayerst, Montreal, QC),

xylazine (Bayer); Angil, Ang( 1-7), apocynin, phosphoramidon, Carbachol,

phosphate buffer, EDTA, DPI, bovine serum albumin, PD1233 19 and U46619

(Sigma Chemical, St Louis, MO); Tempol (Fluka Chemika), Losartan was a gift

of Merck Frosst Canada and Du Pont, Kirkland, QC.

Statistical analysis

Cumulative concentration-response cuives were analyzed by computer

fitting to a four-parameter sigmoid curve using the Prism 3 program (GraphPad,

San Diego, CA) to evaluate the EC50 and Emax, the maximum asymptote of the

curve. For the comparison of superoxide levels detected by chemiluminescence

under control conditions versus in the presence of AngIl +1- DPI or apocynin,

analysis was performed using ANOVA. Comparison of superoxide levels between

groups was performed using unpaired Student’s t test. Ml values are expressed as

means +1- SE. A p value < 0.05 was considered significant.
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RESULTS

Effect of antenatai diet exposure on ex vivo vasomotor responses of aduit maie

offspring

The maximal constriction generated by Angli (Emax) was significantly increased

in LP compared to CTRL offspring; EC50 value was flot different between groups

(Figure I A). Administration of Losartan nearly totally inhibited the vasoconstriction to

Angil, whereas administration ofPD1233I9 was without effect in both groups (Figure

lB and IC).

The vasoconstriction in response to KCI at different tension was flot different

between groups, indicating that the tensional force was flot different between the groups

(Figure 2A). Vasoconstriction in response to U46619 (Figure 2B) was flot altered by the

different antenatal diet exposure

Vasomotor response to Angli was significantly enhanced after removal of the

endothelium in both groups. Percent increase in Emax for LP offspring rings in absence

versus in the presence of endothelium was significantly more than for CTRL offspring

rings (Figure 3A and B).

Phosphoramidon which blocks both endothelin converting enzyme and neutral

endopeptidase 24.11 (which converts angiotensin I to Ang(1-7)) slightly but

significantly decreased maximal constriction and increased —logEC5o of the cumulative

response curves to Angil in both group (Figure 4A and B, Table 1).

As Angli can be metabolized by angiotensin converting enzyme 2 to

vasodilator Ang(1-7), its potential role in modulating vasoconstriction to Angli

was examined. Cumulative doses of Ang( l-7) elicited no vasomotor effect in
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either group. Integrity of the vasorelaxant properties of the rings was verified at

the end ofeach experiment with Carbachol (100 p.M) (Figure 4C and D).

fffect of lempol on ex vivo vasomotor response to AnglE

In the presence of Tempol, maximal vasoconstriction to Angli of LP offspring

ring was significantly decreased and -logEC5o significantly increased to values similar to

CTRL. Tempol did flot modify vasomotor response to Angli of CTRL offspring (Figure

5A and B, Table 1).

Effect of antenatai diet exposure on vascular production of reactive oxygen species

Superoxide production in the aortic artery was measured using lucigenin-enhanced

chemiluminescence (Figure 6A). LP offspring basal levels of superoxide were

significantly higher than CTRL. Angil further increased significantly superoxide

generation in LP offspring only; co-incubation of the aortic segments with DPI or

apocynin prevented the increased in superoxide generation observed in the presence of

Angil. In the CTRL group, we did not observe differences in the levels of superoxide

between baseline conditions and in the presence of Angil +1- DPI or apocynin.

Superoxide production evaluated by the oxidative fluorescent dye hydroethidine

was also markedly increased in LP aorta (n = 6 vs. CTRL n = 4) and localized in

vascular smooth muscle celis (Figure 6 B and C).

Western blotting

AT1R expression in carotid arteries was significantly increased in LP whereas

$OD expression was flot different between groups (Figure 7).
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DISCUSSION

In the current studies we demonstrate exaggerated vascular (carotid arteries)

response to Angil in aduh male offspring of dams feU a low protein diet dunng

gestation. This enhanced vascular response to Angli seems specific as response to

another vasoconstrictor U44619, analogue of thromboxane A2, was found unaltered in

LP compared CTRL offspring. This vasomotor response is mediated by Angli AT1R

subtype, which expression is increased in LP offspring carotid arteries, and by the

production of superoxide anions. We found no difference between groups in the carotid

arteries expression of SOD. We show that production of superoxide anions is

significantly increased in baseline conditions and in response to Angli in LP offspring

aortic wall, and that this increased production of superoxide anion is mediated by

NADPH oxidase. Ouï resuits also show that the exaggerated carotid arteries

vasoconstriction to AnglI is not caused by increased tensional force ofthe LP vessels, by

a defect in endothelium released relaxing factor or by secondary release of endothelin.

finally, the current resuits show that in both dïet groups vasomotor response to Angil is

flot mediated by either AT2R or the Ang( 1-7) Mas receptor.

Many studies have demonstrated the key role of the RAS in the initiation and

maintenance of hypertension associated with intra-uterine protein restriction. In aduit LP

offspring, plasma renin activity is increased and blood pressure is normalized by ACEi

(21; 35; 36). The activity of ACE, which generates Angli from its precursor angiotensin

I, is elevated in LP offspring (although Angil levels are not consistently found

increased) (21; 22), which could suggest increased sensitivity of LP offspring to

circulating Angil. Supporting this are reports of increased blood pressure response to
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intravenously infused Angli in LP aduit offspring (27; 36), and the current data

examining carotid arteries confirm this is the case.

Vascular hyper responsiveness to Angil, more markedly so than to other

vasoconstrictor, has been reported in human and experimental animal models of

hypertension (48). However the current study is the first confirming exaggerated

vascular response specifically to Angil in an aduit hypertension associated with altered

antenatal environment. Previous studies have reported no modification in Emax response

to U46619 and to phenylephrine in pial microvessels and mesenteric arteries (7; 17)

although Brawley reported a slight increase in EC5o to U46619 in mesenteric arteries at

12 but flot 23 weeks (7).

Increased vasomotor response to Angli can be observed in the presence of

vascular remodeling and/or increase in the expression of Angil AT1R subtype, decrease

in the expression of Angil AT2R subtype which favors vasodilatation, or changes in

AngII-mediated signal transduction at or beyond the level of the ce!! membrane receptor

as k has been described in other forms of chronic hypertension (4$). Mternatively,

increased vasoconstriction can be encountered in the presence of defective vasodilation.

Vascular remode!ing (which could result in increased tensional force capacity)

seem absent in aduit LP offspring. Vasomotor response to another potent constrictor

U46619 is flot different between LP and CTRL offspring. In addition, constriction

response curves of both groups to KC1 under increasing tensions applied to the rings

were nearly identical. These ffinctional data are supported by previous reports by us and

others showing no difference between groups in lumen diameter, media cross sectional

area, media thickness and media to lumen ratio ofthe carotid and mesenteric arteries (7;

35).
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We identified the AT1R as the sole receptor implicated in the carotid artery

vasoconstriction response to Angli for the two groups (LP and CTRL). Indeed, in both

groups, we observed a nearly complete inhibition ofthe vasoconstriction to Angil when

we used Losartan whereas PD1233 19 did flot modify the response to Angli, suggesting

that AT2R is flot or functionally weak!y expressed in rat carotid arteries (31; 33).

However, from the current studies, we can not exciude a role for AT2R in the resulting

hypertension or in the Angil in vivo pressor response in this mode! of programmed

hypertension. Indeed, although not in vessels, renal AT2R mRNA expression is

decreased in 4 week old female (but flot male) LP offspring (27).

We observed increased carotid expression of AT1R in LP offspring, Based on the

Western blot analysis performed on whole vessels and the vasomotor response elicited

by Angil in the absence of endothelium, we can conclude that AT1R is present on the

vascular smooth muscle ceils. AT1R had previously been studïed in 4 week old male LP

kidneys where protein expression (Western and binding analyses) was found increased

(39)(54) but mRNA expression unchanged (27). In another mode! of fetal programming

of hypertension associated with a 50% global nutrient restriction of the dam during

gestation, AT1R mRNA expression is also reported unchanged in mesenteric arteries of

aduit offspring (11). The underlying factors leading to enhanced AT1R vascular

expression in LP offspring are unknown. One ofthe most potent element affecting Angil

receptor expression if Angil itself. In vitro and in vivo, Angil decreases vascu!ar smooth

muscle ce!! AT1R expression (14; 23). Even though ACE and plasma renin activities are

increased in aduh LP offspring, circulating Angli has been reported as unchanged or

inconsistently increased in LP aduit offspring (19). However rena! tissue Angli is

decreased in newborn (51); it could therefore be postu!ated that this decrease in neonatal
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AnglE, if it applies also to circulating Angil, could permanently program vascular AT1R

expression. The fact that others have reported unchanged mRNA allows one to consider

posttranscriptional and possibly also posttranslational changes in the regulation of AT1R

expression in LP offspring. Factors leading to enhanced expression of AT1R could also

comprise corticosteroids. Exposure of the fetus to elevated levels of corticosteroids has

been shown to play a role in programming of hypertension (26). Blood pressure

responsiveness to Angil but flot to noradrenaline is enhanced in fetal sheep afier cortisol

infusion (45). In aduit rats, glucocorticoids can increase pressor response to Angil and

AT1R expression on vascular smooth muscle ceils (41). Whether vascular AT1R

expression is increased ftom early in development is unknown.

Increased response to Angil in the absence of endothelium raises the possibility

that AnglE stimulates liberation of endothelial relaxing factor(s). Activation of AT1R

located on endothelial cells can modulate the release of other vasoactive molecules such

as nitric oxide (6), prostacyclin (12) and vasoconstrictor endothelin.

We and others reported decreased vasorelaxation to nitric oxide-dependent

mechanisms in programmed hypertension in vivo (36) and ex vivo (7; 17) which seem to

be largely attributed to decreased soluble guanylyl cyclase expression and cyclic

guanosine monophosphate levels (7; 17; 34). Vasomotor response to prostacycline was

studied in aduit LP and CTRL offspring pial microvessels and was found unaltered (17).

b test the hypothesis that the exaggerated vasoconstriction of carotid arteries could be

explained by impairment in endothelium derived relaxant factor release or effect, we

depleted the endothelium from the vascular rings of a subgroup of animais. For the two

diet groups the vasoconstriction in response to AngIl was increased in the endothelium

depleted compared to intact carotids. The fact that vasoconstriction to Angil increased in
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both groups in the absence of endothelium suggests either that Angil does stimulate the

release of vasorelaxant factors and/or that there is constitutive release of endotheliai

derived relaxing factors. If increased carotid vasomotor response to Angil had been

secondary to defective endothelium derived relaxing factors, the difference between

groups in their vasoconstriction to Angli would have been Iess in the absence of

endothelium. On the contraly, the increase in the vasoconstriction response was

significantly more in LP offspring suggesting that if some defective endothelium

mediated relaxation prevails, exaggerated response of vascular smooth muscle ceils to

Angli predominates in LP carotid arteries rings. Carotid arteries are conductance and flot

resistance vessels, and properties of the different vascular beds or vesse! type differ (30).

Therefore the observation that defective endothelium mediated vasorelaxation does not

play a (major) role in the carotid responses to Angil cannot be considered as

contradictoiy with previously pubiished studies (7; 17; 36).

AngIT can lead to the synthesis of endothelin (3$) thereby increasing

vasoconstriction. Endothelin has been shown to play a role in some experimental modeis

of hypertension (DOCA-salt hypertension, DahI sait-sensitive fats) (42).

Phosphoramidon, blocker of endothelin converting enzyme which metabolizes Big

endotheiin-1 into mature endothelin, siightly and similariy decreased maxima!

vasomotor response to AngIl in both group suggesting that endothelin does not play a

major role in the enhanced AngII-mediated vasoconstriction of the carotid arteries from

LP offspring. These data are also in agreement with the observation that vasoconstriction

was enhanced in the absence of endothelium: if endothelin had mediated part of the

response observed to Angli, vasoconstriction to Angli wouid have decreased in the

absence of endothelium.
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Phosphoramidon atso blocks NE? 24.1; which metabolizes angiotensin I to form

Ang(1-7). Ang(1-7) can also be formed ftom Angli under the action ofACE2. Ang(1-7)

through activation of the G protein-coupled Mas receptor can counteract the effects of

AT1R and resuit in vasodilatation (10; 40). Therefore concentration response curves to

Ang(L-7) were generated to examine the potential role of Ang(1-7) in modulating

response to AnglI and to verify that the absence of modification ofthe response to AngiT

in the presence of phosphoramidon was flot due to the simultaneous blockade of

endogenous Ang(I-7) formation. We observed no vasomotor effect of Ang(1-7) in both

groups. from this data, we conclude that vasoconstriction in response to Angli is flot

modulated by Ang(1-7) in carotid arteries and that Mas receptor seem absent from these

arteries. We are not aware of studies demonstrating the presence (or absence) of Mas

receptor in rat carotid arteries.

Animais and humans studies have shown that increased vascular reactive oxygen

species, especialiy superoxide anion, contributes significantly to the vascular

dysfunction present in hypertension (29). SOD mimetic can normalize blood pressure

and regional biood flow in AngII-infused rats (32). In the current studies, SOD mimetic

Tempo! normalized the enhanced vasoconstriction in response to AngIl in the LP

offspring and had no effect on the response of the CTRL group, suggesting indeed an

increased vascular production of superoxide anion afler Angil stimulation in LP but flot

in CTRL offspring. This is supported by the lucigenin-enhanced chemiluminescence

revealing a marked increase in the aortic production of superoxide anion in the presence

of Angil in the LP group only, which is inhibited by the addition of DPI. The latter

element suggests that Angli increases vascular production of superoxide anion in LP

offspring through a flavïn containing enzyme. Among ail the potential flavin-containing
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enzymatic sources of reactive oxygen species, a functional role in aduit hypertension has

been recognized for NAD(P)H oxidases, uncoupled nitric oxide synthase and xanthine

oxidase as well as for the mitochondrial electron transport chain (8; 53). The nearly

complete inhibition of superoxide production in the presence of apocynin indicates that

NADPH oxidase is the main source of superoxide in LP offspring aorta, both in baseline

conditions and afier stimulation by Angil. These resuits are supported by reports

showing that, in aduits with chronic hypertension, membrane-bound NAD(P)H oxidases

are the most significant ROS source in the vascular wall (15; 53) and that Angil

enhances the vascular production of ROS (mostly superoxide) essentially through the

activation of NAD(P)H oxidases. (5; 46; 47; 49). Furthermore, in another mode! of fetal

programming of hypertension, Angil was shown to increase superoxide production

through NAPDH oxidase in mesenteric arteries; the latter studies however did flot

examine the vasomotor response to AngIl (11) but did show that apocynin normalized

defective vasodilatation to bradykinin and acetylchoÏine.

These resuits provide a basic mechanism by which increased vascular reactivÏty

to Angil prevails in aduit LP offspring. However, it is unknown from our and previously

published data whether oxidative stress was present early in life and could have initiated

vascular dysfunction and hypertension. This can be hypothesized considering the key

role of Angil in the development of “programmed” hypertension (see introduction).

Angil can increase NADPH oxidase activity and expression of its components (9; 13;

16, 29; 37). In turn, NADH and NADPH oxidase enhance the production of ROS

through activation of xanthine oxidase, the auto-oxidation of NADH, and the

inactivation of SOD (9; 13; 16; 29; 37). Hence increased RAS activity contributes



significantly to augmented ROS and could lead to vascular dysftrnction and vascular

structural changes such as microvascular rarefaction (36).

39
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C Figure Legends:

Figure 1: Vasoconstrictor response to angiotensin II (Angli) of carotid artery rings from

9-12 week old male rats exposed during gestation to a low protein (LP) or control

(CTRL) diet (panel A) * p<O.05 compared with CTRL. Role of Angil receptor subtypes

in mediating vasoconstriction was studied in the presence of Losartan (1 iM) and

PD1233 19 (0.1 jiM), respectively AT1 and AT2R antagonists (LP in panel B and CTRL

in panel C). Data are mean ± SEM of n 6 rats per group.

Figure 2: Vasoconstrictor response ofcarotid artery rings from 9-12 week oÏd male rats

exposed during gestation to a low protein (LP) or control (CTRL) diet to KCI ($0 mM)

under increasing tension (panel A, n = 3 rats per group) and to thromboxane A2

analogue U46619 (panel B, n = 6 rats per group). Data are mean ± SEM.

Figure 3: Vasoconstrictor response to angiotensin II (Angli) ofcarotid artety rings with

(+) or without (-) endothelium from 9-12 week old male rats exposed during gestation to

a low protein (LP, panel A) or control (CTRL, panel B) diet. Constriction is expressed

relative (percent) to the response elicited by KCI (80 mM). * p<0.05 compared with the

response with intact endothelium in the same diet group. Data are mean ± SEM of n 6

rats per group.

Figure 4: Vasoconstnctor response to angiotensin II (Angil) of carotid artery rings from

9-12 week old male rats exposed during gestation to a low protein (LP, panel A, n 6

rats) or control (CTRL, panel B, n = 7 rats) diet in the presence or flot of
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phosphoramidon (1 p.M). Constriction is expressed relative (percent) to the response

eiicited by KCÏ ($0 mM). C and D: Cumulative dose response curve to angiotensin 1-7

(Ang( 1-7)) of carotid artery rings ftom 9-12 week old LP (panel C) or CTRL (panel D)

male rats (n = 3 rats per group). At the end ofeach experiment, integrity ofthe rings was

tested by the addition to Carbachol (100 iiM) to the organ chambers. Relaxation is

expressed as percent reversai of U46619 (0.3 iiM)-induced vasoconstriction. Data are

mean ± SEM.

Figure 5: Vasoconstrictor response to angiotensin II (MgII) of carotid artery rings from

9-12 week old male rats exposed during gestation to a low protein (LP, panel A) or

control (CTRL, panel B) diet in the presence (+) or not (-) of superoxide dismutase

mimetic Tempol (1 mIvi). Constriction is expressed relative (percent) to the response

eiicited by KCI ($0 mM). * p<O.O5 compared with the response without Tempol in the

same diet group. Data are mean ± SEM of n =6 rats per group.

Figure 6: A: Superoxide levels measured by lucigenin-enhanced chemiiuminescence in

aortas ftom 9-12 week oid maie rats exposed during gestation to a low protein (LP,

black columns, n = 6) or control (CTRL, white columns, n 4) diet in baseline

conditions, afier a 5 minutes preincubation with angiotensin II (Angli, I iM) or with

Angli plus diphenylene iodonium (DPI, 100 iiM) or apocynin (1 mM). RLU: relative

light units. Data are mean ± SEM. * p<O.O5 compared with baseline. ** p<O.O5

compared with CTRL in same conditions. & p<0.05 compared with response to Angli

alone for the same group. B and C: Representative sections ofaorta from 9-12 week old
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male LP (panel B) or CTRL (panel C), afier treatment with hydroethidine (2 p.M) (sec

Methods). Images were obtained with a laser scanning confocal microscope (L$M 510

laser scanning microscope, Zeiss) equipped with an argon laser. Fluorescence was

detected with a 514-nm long-pass filter. Bar scale 10 im.

Figure 7: A: Representative immunoblots of Western analysis of angiotensin II AT1

receptor subtype and of superoxide dismutase (SOD) (30 ig of protein was loaded) in

whole carotid arteries (n = 4 LP and n = 5 CTRL); the arrows point to the AT1 40-kDa

protein, the $OD 1 6-kDa protein and the beta actin 40-kDa protein. The panel B

represents compiled immunoreactive densitometry relative to that of the CTRL protein

diet set at 100%.
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Figure 5
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IV) Résultats complémentaires

Tableau 1. (-logEC5o) et Emax de différents agents sur les artères carotides des rats
CTRL et LP

Ag1s CIRL(12°4 fl9)4 C1RL(18°4 H94

ill(nN) 8,34&W-q016 8,622-0,0C 5,012-W-0,04 6,551W0,O3*

1i16619(nN 8,1174/-0,026 7,%4-W-0,037 7,895W-0,06 7,394-W-0,11

PJI+azh1iuu(°%(U 8ChtvJ) -0,0O5 J84/-0,006 1794/-0,27 16?4/-0,37

All- ih1dkm(°,’KQ 14 9,2664/-Q003 9,1114/-0,01 1%4/-O, 18 21 W-0,67

ll-irqinnichi(°,’acU 8Chivl) 8,391-W-0,006 8,3154/-0,005 2)34/-0,52 %04/-0,38

hiv!) 8,7674/-0,0O7’ 8,5%}W-0,00 1864/0,43** 1W-0,48

AI4enid (°%KQ &hÎv 8,%1-W-0,004 9,1464/-0,001 2)64/-0,35 W-0,12

Ail%trpd (°iKQ 8Chiv!) 8,8174/-0,006 8,WM,ŒW* 2)2-W-0,53 1)4/-0,28’

Les valeurs correspondent aux moyennes +1- SEM. Le (-logECso) est calculé à partir de

la courbe dose-réponse de divers agents (concentrations comprises entre 1012 M et 10

5M)*p <0.05 comparé aux valeurs obtenues dans le groupe CTRL.** p <0.05 comparé

aux valeurs obtenues dans le même groupe avec endothélium, phosphoramidon et

tempol. Test t de Student pour série appariées.
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V) Discussion.

A) La vasoréactivité à l’AngII.

Toutes les études de vasoréactivité effectuées dans ce mémoire ont été

réalisées sur des artères carotides. Ces artères ne sont pas des artères de résistances.

Des artères de résistance, conmie leur nom l’indique, exercent une résistance vis-à-vis

du flot sanguin et par conséquent une modification de leur calibre (remodelage) ou de

leur vasomotricité a une implication de premier ordre dans l’hypertension artérielle

primaire qui est associée avec une augmentation de cette résistance. De ce fait, les

observations raportées dans ce mémoire ne peuvent être généralisées à tout l’arbre

vasculaire et donc ne permettent pas de démontrer le rôle de cette réponse exagérée à

l’MgII dans l’hypertension artérielle programmée. Cependant, les données in vivo

rapportée par le laboratoire démontrant aussi une augmentation de la réponse in vivo

à l’AngII chez les LP (ceci ne pouvant résulter que d’une vasocontraction exagérée

des carotides), de même que la normalisation de la vasodilatation des artères

mésenténques (qui sont des artères de résistance) à la bradikinine en présence

d’inhibiteur de NADPH oxidase nous permettent d’émethe l’hypothèse que cette

vasocontraction exagérée à l’AngII secondaire à une genèse excessive d’anion

superoxide se retrouve aussi dans les artères de résistance périphériques.

Nous avons démontré que la vasocontraction en réponse à l’MgII était

augmentée chez des rats adultes exposés à une diète faible en protéines (LP) in utero,

en comparaison aux contrôles (CTRL).Cette vasocontraction exagérée semble être

spécifique de l’AngII, puisque nous n’avons pas observé de différence en réalisant

des courbes doses réponse à un autre vasoconstricteur, le U46619 (analogue du

Thromboxane A2) aussi bien dans le groupe LP que CTRL.
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Cette augmentatïon de vasocontraction en réponse à I’ Angli a été décrite dans

d’autre forme d’hypertension artérielle chronique (55). D’un point de vue

expérimental, il a été démontré que la réponse vasocontractile à l’AngII était

augmentée chez les rats spontanément hypertendus (SHR) en période précoce

d’hypertension comparés aux rats présentant une hypertension bien établie (30). D’un

point de vue clinique maintenant, il a été montré chez certains patients présentant une

hypertension, un polymorphisme dans le récepteur AT1 (substitution d’une base

[adénine/cytosine] en position (71) avec comme conséquence chez les patients

homozygotes pour l’allèle C (génotype CC), une augmentation dans la réponse

vasocontractile à l’AngII (148).

Pour notre part, nous démontrons une augmentation dans la réponse

vasocontractile à l’MgII chez l’adulte avec une hypertension artérielle

«programmée» soit associée à une altération du milieu intra-utérin.

B) Les mécanismes potentiellement impliqués dans ce phénomène.

Une augmentation de la réponse vasocontractile à l’MgII peut-être secondaire

à un remodelage vasculaire, à un changement au niveau des récepteurs de l’MgII

(AT1 R et AT2R) ou au niveau de la signalisation post-récepteur.

i) Le remodelage vasculaire.

Il a été démontré que l’hypertension essentielle est non seulement associée

avec une augmentation de la résistance périphérique mais également avec une

altération dans la structure des vaisseaux de résistance, on parle alors de remodelage
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vasculaire (14$). Nos données suggèrent qu’il n’existe pas de remodelage vasculaire

entre le groupe LP et CTRL puisque les courbes dose-réponse au KCL (les artères

carotides ont été soumises à des tensions croissantes) sont similaires entre les deux

groupes, traduisant que la force tensionnelle exercée par les artères carotides de

chacun des groupes est identique. Cela est supporté par nos études histologiques

antérieures qui avaient démontré une absence de remodelage vasculaire entre les

groupes LP et CTRL en étudiant différents paramètres (diamètre de la lumière, aire et

épaisseur de la média, rapport médiallumière) aussi bien au niveau des artères

mésentériques que des artères carotides (148).

ii) AT1 et AT2.

Nous avons démontré que le récepteur AT1 était responsable de cette

vasocontraction en réponse à l’AngII. L’utilisation d’un antagoniste du récepteur

AT1, le losartan, conduit dans les deux groupes à une inhibition totalement la

vasocontraction à l’AngII. Notons cependant que dans le groupe CTRL une réponse

vasodilatatrice qui est apparente à de hautes concentrations d’MgII et en présence de

losartan. Ceci suggére un effet vasodilatateur de l’ÀngII qui pourrait s’exercer par

l’activation d’AT2 our le métabolisme de l’MgII en Ang(1-7). Pour vérifier

l’implication possible du récepteur AT2 (l’implication possible de l’Mg(1-7) sera

évoquée plus loin),nous avons utilisé un antagoniste du récepteur AT2, PD123319,

qui ne modifie pas la vasocontraction à l’AngII dans les deux groupes. Ceci suggère

que le récepteur AT2 n’est pas fonctionnellement présent au niveau des artères

carotides dans notre modèle animal. Peu d’études rapportent d’ailleurs l’expression

d’AT2 au niveau des artères carotides de rat (1O3 105). Cependant nous ne pouvons

totalement exclure un rôle d’AT2 dans ce modèle de programmation foetale
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d’hypertension artérielle chez l’adulte, puisqu’au niveau rénal, il a été démontré que

l’expression de l’ARNm du récepteur AT2 était diminuée dans la descendance LP à 4

semaines, mais uniquement chez les femelles (97).

Nous avons montré par immunobuvardage Western que l’expression du

récepteur AT1 au niveau des artères carotides était significativement augmentée dans

le groupe L? comparé au groupe CTRL. Une augmentation dans l’expression d’ATl

a aussi été montrée au niveau vasculaire chez les rats $FIR comparés aux rats Wistar

(111). Nous pouvons donc envisager que cette augmentation de vasocontraction à

l’MgII dans le groupe LP pourrait s’expliquer par une augmentation de l’expression

d’ AT1R Il a déjà été étudié dans le rein de rats LP à 4 semaines et l’expression de sa

protéine (par Western et analyse de liaison) semble augmentée (125; 150) mais les

taux d’ARNm sont inchangés par rapport aux CTRL (97). Dans un autre modèle de

programmation foetale d’hypertension associé à une restriction globale de 50% de la

diète de la rate gestante, l’ARNm d’ATÏ dans les artères mésenténques d’adulte est

aussi semblable aux CTRL (37). Les facteurs sous-jacents conduisant à une

augmentation de l’expression vasculaire d’ATl dans la descendance L? à l’âge adulte

restent inconnus. Parmi les facteurs pouvant affecter l’expression du récepteur de

l’MgII, l’AngII elle-même semble être le facteur le plus puissant. A la fois in vivo et

in vitro, l’MgII diminue l’expression d’ATl au niveau des CMLV (45; 83). Même si

les niveaux d’activité d’ACE et de la rémne plasmatique sont augmentés, le niveau

d’activité de l’AngII circulante reste inchangé voire augmenté mais de façon non

consistante dans la descendance LP à l’âge adulte (76). Au niveau rénal cependant,

l’AngII est diminuée chez le nouveau-né (159); et il pourrait être envisagé que cette

diminution de l’MgII néonatale, si elle s’applique aussi pour l’AngII circulante,
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pourrait par conséquent programmer de façon permanente l’expression d’Ail.

Puisqu’il a été rapporté que l’ARNm était mchwigé, cela permet d’envisager des

changements aux niveaux post-transcriptionnels mais également post-traductionnels

dans la régulation de l’expression d’ATl chez la descendance L?. Les

corticostéroïdes pourraient conduire à une augmentation de l’expression d’Ail. En

effet, l’exposition du foetus à des niveaux élevés de corticostéroïdes joue un rôle dans

la programmation de l’hypertension (96). Il a été rapporté que la réponse de la

pression sanguine à l’AngII, mais pas à la noradrénaline, est augmentée chez les

agneaux foetaux après infusion de cortisol (139) et chez le rat adulte, il a été montré

que les glucocorticoïdes peuvent augmenter l’effet presseur de l’AngII ainsi que

l’expression d’Ail au niveau des CMLV. (127).

iii) L’ endothélium.

L’endothélium peut donc être impliqué dans l’hypertension systémique suite à

une production excessive de vasoconstricteurs et/ou un défaut de production de

vasodilatateurs ou un défaut d’action des vasodilatateurs (15; 40; 149).

Nous avons démontré ainsi que d’autres groupes que la programmation

développementale de l’hypertension artérielle était non seulement associée à une

activation à la fois centrale et périphérique du SRA (78;; 117, 118) mais également

due à un dysfonctionnement vasculaire se traduisant par un défaut de vasodilatation

NO-dépendante attribuable à une diminution de l’expression de la guanylate cyclase

soluble ainsi que des niveaux de GlvWcyclique (38; 70;)

Nous avons voulu étudier la possibilité d’un défaut de libération des facteurs

relaxant dérivés de l’endothélium pour expliquer l’observation de cette augnntation
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de vasocontraction. Pour cela, nous avons déplété les artères carotides de leur

endothélium et avons observé que la vasocontraction en réponse à 1’AngII était

augmentée pour les artères carotides dont l’endothélium avait été endommagé

comparée aux artères carotides possédant un endothélium intact comme déjà

démontré sur les artères carotides de rats Sprague Dawley (134). Cependant, dans le

groupe LP, cette vasocontraction demeure plus élevée que dans le groupe CTRL ce

qui suggère que l’exagération de la vasocontraction observée dans le groupe L? n’ est

pas une conséquence d’un défaut de libération des facteurs relaxants dérivés de

l’endothélium, sinon la différence entre les groupes dans la vasocontraction en

réponse à l’MgII en absence d’endothélium serait amoindrie. Une augmentation de la

contraction à l’MgII en absence d’endothélium suggère une libération stimulée par

l’AngII ou constitutive de facteurs relaxants dérivés de l’endothélium. Il a été montré

que l’activation du récepteur AT1 au niveau des cellules endothéliales pouvait

conduire à la libération de facteurs vasomoteurs tels que le NO (13), PGI2 (39)et

1’ endothéline.

L’ MgII stimule l’endothéline- 1 (ET- 1), c’est 1 ‘endothéline la plus puissante,

qui médie à court terme une partie des effets vasoconstricteurs de l’AngII (122). Il a

été montré qu’à long terme ET-l était impliquée dans le remodelage vasculaire des

petites et larges artères (58). Puisque l’augmentation des taux plasmatiques d’ET-l

peut être responsable de la dysfonction endothéliale observée dans les processus

pathologiques (129) nous avons envisagé que cela pouvait expliquer l’augmentation

de la vasocontraction. Pour cela, nous avons bloqué la formation d’endothéline

mature (ou Big endothéline) par l’utilisation du phosphoramidon, ceci n’a pas modifié

l’effet vasoconstricteur en réponse à l’AngII dans les deux groupes, suggérant que
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l’endothéline ne joue pas un rôle dans l’augmentation de la vasocontraction mediée

par l’Mgll. Dans les deux groupes, la sensibilité (-logEC5o) des carotides prétraitées

avec du phosphoramidon en réponse à l’AngII est légèrement mais statistiquement

significativement plus élevée que pour les carotides n’ayant pas été prétraitées, ce qui

laisse peut-être envisager un effet de l’endothéline sur la sensibilitéen réponse à

l’MgII.

iv) L’angiotensine(l -7).

Il a récemment été démontré que la vasodilatation induite par l’Ang(1-7) peut

résulter non seulement par le récepteur AT2 mais aussi par un nouveau type de

récepteur heptahélical dénommé MAS (115). Nous avons réalisé des courbes dose-

réponse à l’Ang(1-7) (après constriction par U46619). Bien que la concentration

employée de U46619 (O,3.tM) conduise à une contraction pratiquement maximale,

nous avons montré dans notre laboratoire que cette concentration n’altérait par la

réponse vasodilatatrice (au carbachol ou SNP) quand cette réponse devait se produire.

Dans cette présente étude, nous n’observons aucun effet vasodilatateur aussi bien

dans le groupe L? que dans le groupe CTRL en réponse à des doses croissantes

d’Mg(1-7), traduisant alors que la vasocontraction exagérée n’est pas secondaire à un

défaut dans l’action de l’Mg(l -7) et cela laisse suggérer que le récepteur Mas n’est

pas exprimé au niveau des artères carotides dans notre modèle d’étude. À notre

connaissance, une seule étude démontre l’expression d’Ang(1-7) au niveau des

artères carotides, chez le rat SHR (57). Afin de nous assurer que les propriétés

vasodilatatrices des artères carotides étaient toujours intactes, nous avons ajouté après

la dernière dose d’Ang(1-7) du carbachol.
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y) Les espèces réactives de l’oxygène.

Des études animales et humaines ont montré que l’augmentation des ERO, en

particulier de l’anion superoxide, contribuait à la dysfonction vasculaire retrouvée

dans l’hypertension (10; 59). Chez les adultes présentant une hypertension artérielle,

il a été montré que les niveaux de la superoxide dismutase (SOD) étaient diminués

(59). Il existe 3 principales formes de SOD: manganèse $OD (Mn)-$OD, cuivr&zinc

SOD (CuZn-SOD) et extra cellulaire SOD (EC-SOD). Le niveau basal d’anions

superoxide est dépendant à la fois des taux de production d’anions superoxide ainsi

que de l’activité de la $OD endogène qui catalyse la dismutation des anions

superoxide en peroxyde d’hydrogène.

$olzbach et al. ont montré que l’administration de vitamines antioxidantes pouvait

normaliser la vasodilatation médiée par le NO (133)

Afin de démontrer le rôle potentiel des anions superoxide produits suite à une

stimulation par AngII dans la vasocontraction exagérée à l’AngII, nous avons réalisé

des courbes dose réponse à l’AngII en présence de tempol qui est un analogue de la

SOD. Il a été montré que le tempol pouvait normaliser la pression sanguine et le flux

artériel chez des rats infusés avec de l’AngII (170). Avec l’étude actuelle, nous avons

montré que l’administration de tempol normalise la vasocontraction exagérée en

réponse à l’MgII dans le groupe LP. Cela suggère donc une production accrue

d’anions superoxide dans le groupe LP. Nous remarquons également que l’utilisation

du tempol réduit la réponse Emax du groupe L? en dessous du groupe CTRL et réduit

aussi significativement le (-logEC5o). Ceci pourrait suggérer qu’en augmentant les

défenses antioxydantes, il y aurait moins de peroxynitrites formés permettant alors au

NO d’exercer son effet vasodilatateur ce qui pourrait expliquer alors que la réactivité
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des LP est moins grande que celles observée chez les CRTL. Concernant l’expression

de la CuZn-$OD, nos résultats d’immunobuvardage (Western) ne montrent pas de

différence entre les deux groupes. Cette production accrue d’anions superoxide dans

le groupe LP pouffait être reliée à l’augmentation de l’expression d’ATl (5) comme

cela a été démontré chez les rats SHR (5).

Les anions superoxide sont les FR0 les plus importantes: de part leur électron

non apparié, ils sont très instables et très réactifs. De part leur nombre impair

d’électrons, ils possèdent une demi-vie très courte. Ainsi l’utilisation d’ approches

différentes pour les détecter dans les systèmes biologiques permet une meilleure

validation des résultats obtenus (5). Nous avons détecté la génération d’anions

superoxide par la technique de chemiluminescence en utilisant la lucigénine. Cette

technique est couramment utilisée pour détecter la production d’anions superoxide

tant au niveau d’enzymes isolées que de neutrophiles (46). La première détection

d’anions superoxide dans le tissu vasculaire a été réalisée en 1991 (109), et depuis, la

lucigénine a été utilisée pour détecter les anions superoxide dans de nombreuses

formes d’hypertensions artérielles comme par exemple celles produites par l’infusion

d’AngII (121), celles associées à un traitement sel-acétate déoxycorticostérone(1 60)

ou bien celles produites par cerclage aortique (160).

La concentration de lucigémne utilisée est importante à considérer. En effet,

Li et al. ont démontré que les fortes concentrations de lucigénine, jusqu’à 250 jiM,

pouvaient réagir avec de nombreuses enzymes contenant un groupement flavine

menant ainsi à une détection d’anions superoxide par chemiluminescence faussement

élevée par rapport à la détection obtenue par d’autres méthodes, mais cependant
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qu’aux faibles concentrations de lucigénme (<= 201.tM) cela ne se produisait

pratiquement pas (87). Similairement, Mtmzel et al ont montré que des concentrations

de lucigénine (< 5j.iM) étaient insuffisantes pour détecter la production d’anions

superoxide à partir de segments vasculaires (102). En se basant sur toutes ces

observations, nous avons utilisé une concentration de 5j.iM de lucigénine (167).

Nous avons observé une production d’anions superoxide plus importante au

niveau basal (c’est à dire sans stimulation) dans le groupe LP comparé au groupe

CTRL, et cette production d’anions superoxide augmente d’avantage après

stimulation par l’MgII uniquement dans le groupe LP; l’AngII n’induit aucun

changement dans les niveaux d’anions superoxide du groupe CTRL. Au niveau

vasculaire, il a été démontré que l’AngII pouvait stimuler la production d’anions

superoxide via 1aNAD(P)H oxydase (43; 44; 121).

Pour vérifier si cette production d’anions superoxide après stimulation par

l’MgII est générée par la NADPH oxydase, nous avons utilisé deux inhibiteurs: le

diphenylène iodonium (DPI) et l’apocynine. Le DPI est un inhibiteur des enzymes à

fiavine, dont fait partie la NADPH oxydase. Bien qu’au niveau vasculaire il a été

démontré que la principale source d’ERO est la NADPH oxydase non phagocytaire,

d’autres flavines peuvent également produire des anions superoxide et par conséquent

peuvent être inhibées par le DPI. Parmi ces enzymes, nous retrouvons la NADPH

cytochrome P450 réductase (95), la xanthine oxydase (102), la mitochondriale

NADH-ubiquinone oxydoréductase(92) et la NO synthase. L’apocyrnne pour sa part

est un inhibiteur réversible de la NADPH oxydase empêchant l’assemblage de la

p47phox au niveau de la membrane (98). 11 a été montré que l’apocynine inhibait non
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seulement la NADPH oxydase des neutrophiles mais également la NADPH oxydase

vasculaire (13$). L’apocynine diminue l’élévation de la pression sanguine,

l’altération du dysfonctionnement endothélial ainsi que le dépôt de collagène au

niveau de la media des petites artères chez des souris ayant reçu des infusions

d’AngII (152). Dans nos études, l’utilisation du DPI et d’apocynine conduit dans le

groupe LP à une inhibition significative dans les niveaux d’anions superoxide obtenus

après administration d’MgII, et ne modifie pas les niveaux détectés dans le groupe

CTRL. Nous pouvons toutefois observer que l’utilisation d’apocynine, mais non le

DPI, conduit à une inhibition quasi-totale de la production d’anions superoxide. Pour

expliquer cette légère différence, nous pouvons suspecter que 1 OOjiM de DPI (26)

n’est peut-être pas une concentration satisfaisante pour inhiber pratiquement

totalement la NADPH oxydase. Cependant d’autres groupes ont utilisé des doses

nettement plus faibles (lOj.tM) avec un temps d’action plus court (5 à 20 minutes) que

nous (30 minutes) (& 67; 154). En conclusion, nos résultats suggèrent que dans le

groupe LP la NADPH oxydase est génératrice d’anions superoxide à la fois au niveau

basal, mais également après stimulation par l’MgII.

Nous avons confirmé cette production plus importante d’anions superoxide au

niveau basal, toujours par chemiluminescence mais en utilisant cette fois le

dihydroethidium (HE) qui est perméable aux cellules. En présence d’anions

superoxide, le NE peut former du bromure d’ éthidium et ainsi s’intercaler dans le

noyau des cellules (9), Cependant, cette technique est d’avantage qualitative que

quantitative

VI) Conclusion.
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Nous avons démontré dans cette étude que la vasocontraction exagérée

observée en réponse à l’MgII chez les adultes ayant été exposés à une diète faible en

protéines in utero peut s’expliquer par une augmentation dans l’expression du

récepteur AT1 et une augmentation dans les niveaux d’anions superoxide générés via

la NÀDPH oxydase. Nous pouvons suspecter, comme il a été démontré chez le rat

$HR Ç1 30), que cette augmentation dans l’expression du récepteur AT1 est

responsable de la production plus importante d’anions superoxide.
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VII) Perspectives

Il nous reste à déterminer l’expression des sous-unités (p471)l1, 22Phox

gp91b0c) de la NADPH oxydase au niveau des artères carotides dans les groupes L?

et CTRL par immunobuvardage Western. En effet, l’implication de certaines de ces

sous-unités à été montrée dans de nombreuses pathologies: l’homologue du gp9l phox

(Noxi) joue un rôle dans la réponse pressive à Ï’AngII en diminuant la

biodispombilité du NO (94) et la sous-unité p220x est fortement exprimée dans les

lésions athérosclérotiques (162).

Nous avons mesuré la production d’anions superoxide sur les aortes de rats, la

majorité des études l’a mesurée sur ce segment vasculaire. Pour notre part, nous

avons mesuré la vasoréactivité sur les artères carotides donc il nous reste à détecter

cette production d’anions superoxide à ce niveau.

finalement, le mécanisme liant une perturbation aitté- ou péri-natale à

l’hypertension artérielle et celle génèse excessive d’anions superoxide par l’AngII

retrouvées chez l’adulte reste à déterminer. Tout d’abord l’ontogénèse des

phénomènes démonfrés dans les études actuelles permettra de préciser si la

vasomotricité augmentée à l’AngII précède ou est la conséquence de l’augmentation

de la pression artérielle.
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