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SOMMAIRE FRANCAIS
La grossesse est une condition particuliére ol I'organisme maternel subit plusieurs
changements physiologiques et moléculaires afin de s’adapter au foetus et lui fournir les
nutriments nécessaires a sa croissance. La pré-éclampsie est une pathologie hypertensive
de la grossesse dont I'étiologie est encore inconnue. Ce désordre est accompagné d’une
protéinurie et, dans certain cas, d'une restriction de croissance intra-utérine. De plus, une
augmentation des marqueurs d’oxydation ainsi qu'une diminution de la capacité anti-
oxydante sont observées tant au niveau plasmatique que placentaire chez les femmes

souffrant de cette pathologie suggérant I'implication du stress oxydatif.

Dans le laboratoire, nous avons développé un modéle animal chez la rate en donnant
un supplément sodique (0.9 ou 1.8% NaCl) dans I'eau de breuvage pendant 7 jours
consécutifs correspondant a la derniére semaine de gestation. Les rates non-gestantes
s’adaptent a une surcharge en sodium et maintiennent I'homéostasie sodée ainsi que la
pression artérielle a des valeurs normales. Toutefois, lorsque donné pendant la gestation,
le supplément 0.9% empéche la baisse de pression artérielle observée lors d'une gestation
normale tandis que le supplément sodique 1.8% éléve la pression artérielle et induit une
protéinurie ainsi qu'une restriction de croissance intra-utérine correspondant a notre
modele de pré-éclampsie expérimentale. Ces résultats démontrent le nouvel équilibre qui
se met en place pendant la grossesse peut étre facilement déstabilisé par un supplément
sodique. Nous émettons I'hypothése qu'un apport riche en sodium induit un stress
oxydatif au sein des organes cibles responsables de la nutrition feetale et de la régulation
de la pression artérielle. Ainsi, le premier objectif de cette thése était de déterminer si,
dans notre modele animal, la présence d'un déséquilibre entre les forces oxydantes et anti-
oxydantes était retrouvée dans le placenta. Le second objectif de mes travaux était
d’analyser des parameétres selon leur implication dans le stress oxydatif/nitrosatif,
'apoptose, I'inflammation, le transport du sodium et le métabolisme du glucose dans le

rein et le coeur.
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Nous avons démontré, dans les placentas de rates recevant le supplément sodique
1.8%, une augmentation du stress oxydatif tel qu'indiqué par une élévation des niveaux
de 8-is0-PGF2,, marqueur de peroxydation lipidique. De plus, nos résultats suggérent un
déséquilibre dans la production des prostanoides favorisant la vasoconstriction. Ces
résultats correélent avec les données obtenues dans des placentas de femmes pré-
éclamptiques. De plus, cette condition oxydative pourrait induire des dommages a
I'endothélium vasculaire et contribuer a I'augmentation de la résistance placentaire ainsi
qu’a la diminution de la perfusion foeto-placentaire. Ce phénomeéne pouvant mener a une

restriction de croissance intrautérine

Dans le rein, la gestation entraine une augmentation de I'expression des
nitrotyrosines, suggérant que la grossesse est, elle-méme, une condition
oxydative/nitrosative. Cependant, les adaptations de l'organisme maternel qui se
produisent permettent de maintenir un équilibre adéquat. Par contre, lors d'un
supplément sodique, la réponse maternelle est différente. Nos résultats démontrent qu’un
supplément sodique de 1.8% au cours de la gestation induit un stress oxydatif rénal, une
diminution de l'activité de la Na*,K*-ATPase ainsi qu'une augmentation de l'apoptose
comparativement aux rates gestantes témoins. Ces résultats suggérent qu’avec un
supplément sodique, les limites de I'homéostasie cellulaire sont dépassées et que le stress
oxydatif est amplifié. Puisque la réponse physiologique des rates non-gestantes est
adéquate au maintien de leur homéostasie sodée et que les marqueurs de stress oxydatif
ne sont pas changés par le supplément sodique, les travaux effectués dans le ventricule
gauche cardiaque ont été effectués seulement chez les rates gestantes. Dans le cceur, nous
avons observé, suite au supplément sodique 1.8%, la présence d'un stress oxydatif
ventriculaire. En effet, nous avons noté une augmentation des nitrotyrosines ainsi qu'une
diminution de la superoxyde dismutase, premiére enzyme de défense contre les forces
oxydantes. Nos résultats suggerent aussi une altération du meétabolisme cardiaque

puisque l'activité de I'aconitase, deuxiéme enzyme du cycle de Krebs est diminuée.
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En conclusion, I'étude des manifestations qui surviennent au cours de la grossesse et

de ses pathologies est possible gréce a I'élaboration de modéles animaux tels que celui que
nous avons développé au cours de mes études. Mes travaux, en accord avec la littérature,
démontrent que la gestation elle-méme est une condition oxydante. De plus, les résultats
présentés dans cette these indiquent qu'un nouvel équilibre physiologique et cellulaire est
mis en place au cours de la grossesse, et que celui-ci peut étre trés sensible a une insulte
maternelle. Ceci pouvant conduire & une réponse inappropriée de la grossesse et affecter
la croissance foetale. De par les résultats obtenus par ces travaux, nous considérons que
notre modele animal est un outil précieux pour I'étude des mécanismes impliqués lors de
la grossesse et de la pré-éclampsie. Ces travaux nous apportent une meilleure
compréhension des atteintes physiologiques et cellulaires rencontrées en fin de gestation
lorsque celle-ci est soumise a une insulte. De plus, ce modele nous permettra de faire un
suivi tout au long de la grossesse afin de déterminer quand l'insulte maternelle, ici le

supplément sodique, devient nuisible.

MOTS CLES : Grossesse, pré-éclampsie, stress oxydatif, rein, placenta, cceur.
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SOMMAIRE ANGLAIS
Pregnancy is a particular condition where several physiological and molecular
changes occur in the maternal body to supply fetal demand. Preeclampsia is a
hypertensive disorder of pregnancy accompanied by proteinuria and intrauterine growth
restriction. The aetiology of this disease is not totally understood. However, there is
mounting evidence that oxidative stress in circulation and placental tissues could play a

pivotal role in the development of preeclampsia.

We developed an animal model by giving high sodium supplement (0.9 or 1.8%
NaCl) to rats for 7 consecutive days corresponding to the last week of gestation. In
nonpregnant rats, these supplements induced adjustments that conserve their sodium
homeostasis and blood pressure levels at normal range. However, in pregnant rats, these
supplement lead to experimental preeclampsia. Sodium supplementation of 0.9% prevents
the decrease in blood pressure that normally occurs during gestation while 1.8% NaCl
induces a rise in blood pressure, proteinuria and intrauterine growth restriction. These
results show that the new equilibrium that takes place during pregnancy could be easily
destabilized by high sodium supplementation. To better understand cellular mechanisms
implicated in these modifications, we hypothesized that oxidative stress is present in
target organs responsible for fetal nutrition and regulation of blood pressure. Thus, the
first objective was to determine, in our animal model, if an imbalance between oxidative
and antioxidative forces in favour of oxidation occurs in placenta. The second objective
was to analyse parameters according to their role in oxidative/nitrosative stress,
apoptosis, inflammation, sodium transport and glucose metabolism in the kidney and

heart, both implicated in blood pressure regulation.

We have shown, in placenta from rats receiving 1.8% sodium supplement an increase
in oxidative stress as indicated by an elevation in 8-isoPGF2, levels, a marker of lipid
peroxidation. We also have noted an imbalance in the production of prostanoides in
support of vasoconstriction. These results suggest the presence of placental oxidative

stress and correlate with data in human preeclampsia. Moreover, this oxidative condition
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could induce vascular endothelial damage and contribute to increased placental resistance
and decreased feto-placental perfusion. This could lead to a decrease in blood supply to

the fetus and thus intrauterin growth restriction.

In the kidney, we have observed a pregnancy-induced increase in nitrotyrosine
expression, marker of nitrosative stress, suggesting that gestation per se is an
oxidative/nitrosative condition. However, maternal adaptation occurs to maintain this
new equilibrium. When high sodium supplement is given, maternal cellular response is
different. In fact, we have shown that 1.8% NaCl solution induces renal oxidative stress, as
well as decreases in Na*,K*-ATPase activity and apoptosis compared to control pregnant
rats. These results suggest that with high salt intake, the boundaries of cellular
homeostasis are exceeded and oxidative stress occurs. Since nonpregnant rats under
condition of high salt supplementation are able to conserve their sodium homeostasis and
as oxidative stress was not detected in kidneys of these rats, cardiac left ventricle studies
were done only in pregnant rats. A 1.8% NaCl solution induced an oxidative stress in the
hearts of pregnant rats. In fact, we have observed an increase in nitrotyrosine expression
and a decrease in superoxide dismutase activity, first line enzymes in oxidative stress
defence. Our results also suggest an alteration in cardiac metabolism since aconitase

activity, the second Krebs cycle enzyme, was decreased.

In conclusion, the study of manifestations which occur during pregnancy and
related pathologies is possible with the development of animal models such as the one
that we developed. My work, in agreement with the literature, shows that gestation per se
is an oxidative condition. Moreover, results presented in this thesis indicate that a new
cellular equilibrium takes place during pregnancy, that is particularly vulnerable when
maternal insult occurs. This leads to an inappropriate response of pregnancy and could
affect fetal growth. From the results obtained during my studies, we consider that our
animal model is an invaluable tool to study the mechanisms implicated during pregnancy
and pre-eclampsia. This work gives us a better understanding in physiological and

cellular adaptation implicated in an inappropriate response of pregnancy following
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maternal insult. Moreover, this model will enable us to do time course studies during
gestation in order to determine when maternal insult, in this case sodium
supplementation becomes harmful. Thus, we will able to know, at which time the cellular

mechanisms become different between pregnant rats on high salt and control ones.

KEY WORDS: pregnancy, preeclampsia, oxidative stress, kidneys, placenta, heart.
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CHAPITRE1:INTRODUCTION




La grossesse est une condition particuliére ot plusieurs systémes sont modifiés afin de
permettre la croissance et le développement adéquat du feetus. Des pathologies
hypertensives, telle que la pré-éclampsie, peuvent survenir au cours de la grossesse et
entraver son déroulement normal. Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués
lors de la grossesse et ses pathologies, une revue générale des systémes rénal et cardiaque
ainsi que des différents mécanismes physiologiques et moléculaires qui les régissent sera
faite. Par la suite, les changements survenant au cours de la grossesse et de I'hypertension

de grossesse seront revus.

1 PHYSIOLOGIE RENALE

"Les os peuvent se fracturer, les muscles s'atrophier, les glandes se dérégler. Le cerveau, quant a
lui, peut s'endormir sans menacer immédiatement la survie. Par contre, si les reins viennent
manquer...mi les os, ni les muscles, ni les glandes, ni le cerveau ne peuvent continuer d

fonctionner." — Dr. Homer Smith, spécialiste des fonctions rénales .

1.1 ARCHITECTURE ET STRUCTURES RENALES

Les reins sont les organes maitres-chimistes de I'organisme. IIs filtrent le sang et
forment l'urine contribuant ainsi 4 maintenir I'équilibre des liquides de I'organisme. Chez
I'humain, les reins sont rétropéritonéaux et paravertébraux pesant chacun
approximativement 150g. Ce sont des organes richement vascularisés qui recoivent prés
de 25 % du débit cardiaque. Le rein se divise en deux zones distinctes: le cortex et la
médullaire (Figure 1A). Le cortex est composé des corpuscules rénaux, des tubules
proximaux et distaux ainsi que d'une partie des tubules collecteurs. Chez I'homme, la
médullaire est divisée en 8 a 18 masses coniques striées, les pyramides rénales, dont les
bases sont situées a la frontiere cortico-médullaire et dont les apex s’étendent vers le
centre du rein pour former des papilles. A I'extrémité de chaque papille se trouvent 10 a
25 petites ouvertures qui représentent la fin des tubules collecteurs. Les papilles se
rejoignent pour former des calices mineurs et majeurs convergeant vers un unique

bassinet. A sa sortie du rein, le bassinet devient l'uretére qui descend jusqu'a la vessie 23.
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Figure1: Anatomie descriptive du rein et du néphron. Vue macroscopique du rein (A), du tubulure rénale
(B) et du glomérule (C).
Adaptée de Tortora et Grabowski 2001 et Mattson Porth 2005.

111 LENEPHRON
Le néphron constitue I'unité fonctionnelle du rein. A eux deux, les reins possedent
un peu plus de 2 millions de néphrons chez 'humain et environ 60 000 chez le rat 4 IlIs
accomplissent trois grandes taches : la filtration du sang, la réabsorption dans le sang de
substances utiles et I'excrétion de substances nuisibles pour I'organisme. Les néphrons
sont formés de deux parties, le corpuscule rénal ot le sang est filtré et une partie tubulaire

ot les fonctions de réabsorption et d’excrétion s’accomplissent.

1.1.1.1 LE CORPUSCULE RENAL

Le corpuscule comprend le glomérule et la capsule glomérulaire ou de Bowman.
Le corpuscule rénal est un ensemble de capillaires sanguins favorisant la filtration du

sang. Chez I'homme, les glomérules mesurent 150 & 250 pm de diameétre alors que chez le
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rat, ils ont de 100 a 150 pm de diamétre. Ils possedent un pole vasculaire, correspondant a
la zone de connexion des artérioles afférente et efférente avec le glomérule, et un péle
urinaire qui correspond a la zone ou débute le tube associé. La paroi capillaire du
glomérule se comporte comme une membrane d'ultrafiltration de haute capacité. Le
glomérule permet donc la formation d'un ultrafiltrat de plasma aussi nommé urine
primitive. De grandes quantités de sodium (Na*), de chlore (Cl), de calcium (Ca?), de
magnésium (Mg?*), de phosphate (PO4%), de potassium (K*), de glucose, de créatinine et
d’urée sont ainsi filtrées. En dépit d'une résistance trés basse au passage de I'eau, la paroi
capillaire glomérulaire constitue une barriére trés efficace au passage des protéines. En
fait, elle restreint le passage des protéines de masse supérieure a 'albumine. La portion
tubulaire étant capable que d’une trés faible réabsorption de protéines, une élévation de la

quantité de protéines filtrées entraine conséquemment une protéinurie 23.

1.1.1.1.1 BARRIERE DE FILTRATION

Le sang pénétre dans le glomérule par l'artériole afférente et traverse la membrane
filtrante du corpuscule rénal. Cette membrane posséde aussi le nom de barriére de
filtration et se compose de trois couches distinctes. Le premier obstacle au passage des
constituants sanguins de la lumiére des capillaires vers I'espace de Bowman est
I'endothélium fenestré des capillaires glomérulaires. Ensuite, une lame basale
glomérulaire constituée de glycoprotéines sécrétées par les cellules épithéliales fait aussi
office de filtre. Elle apparait sous trois couches : une centrale et épaisse nommée la lamina
densa et deux autres qui sont périphériques et peu denses appelées les lamina rara externa
et interna. Finalement, les podocytes forment des fentes de filtration (25 nm) recouvertent
par un mince diaphragme (4nm) ce qui permet la rétention de protéines de faible poids

moléculaire.

En condition normale, les éléments figurés du sang, incluant les érytrocytes, les
leucocytes et les plaquettes, ne traversent pas la barriere de filtration. Malgré la force
considérable qui s’exerce sur la paroi des capillaires glomérulaires lors de 'ultrafiltration,

ce processus possede toutefois une sélectivité de taille, de charge et de configuration
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stérique. La flexibilité et la déformabilité des molécules influencent également leur
filtration. La sélectivité par la taille s’effectue grace a la largeur des différents filtres qui,
ensemble, laissent une ouverture de 7,5 a 10 nm de diametre. Cette ouverture est assurée
par les pores endothéliaux, qui forment un filtre plutot grossier et surtout utile pour
empécher le passage des cellules sanguines; la lame basale, un filtre fin et sélectif ; et les

diaphragmes des fentes des podocytes, un filtre ultrafin.

Les capillaires glomérulaires sont trés peu perméables aux protéines. Généralement,
seules celles qui possedent un diametre inférieur a 30 A et un poids moléculaire inférieur
a 40 kDa sont filtrées librement. Ainsi, I'albumine (36 A et 69 kDa) est trés peu filtrée et les
immunoglobulines de type G (55 A et 150 kDa) ne le sont pas du tout. Les protéines qui
ont passé la barriére de filtration se trouvent ensuite en compétition pour des sites de

réabsorption sur les cellules épithéliales du tubule proximal.

1.1.1.1.2 APPAREIL JUXTAGLOMERULAIRE

L'appareil juxtaglomérulaire est une structure endocrine hautement spécialisée de
I'artériole afférente et du tubule droit distal. Il est situé au pole vasculaire du corpuscule
rénal et est constitué de la macula densa, des cellules juxtaglomérulaires et des cellules

meésangiales extraglomérulaires (Figure 1C).

La macula densa est une région cellulaire située face a I'artériole afférente et qui se
différencie du reste de la paroi du tubule droit distal. Les cellules qui la composent sont
prismatiques et ont un noyau arrondi situé au pole apical. Ces cellules épithéliales sont
des senseurs pour la concentration en NaCl de la lumiére tubulaire et sont directement
impliquées dans la régulation de la filtration glomérulaire par lintermédiaire du
rétrocontrole tubulo-glomérulaire. Les cellules juxtaglomérulaires ou «cellules
granuleuses» sont des cellules musculaires lisses spécialisées situées dans la partie
terminale de l'artériole afférente. Elles sont cubiques et possédent des propriétés
contractiles. Elles jouent un role de barorécepteur, c'est a dire qu'elles sont sensibles a la

pression sanguine. Les cellules juxtaglomérulaires sont innervées uniquement par des
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fibres sympathiques (pas d'innervation parasympathique). Elles ont aussi une fonction
sécrétrice endocrine. En effet, elles liberent la rénine contenue dans ses granulations. Cette
sécrétion augmente lors de libération par les fibres adrénergiques de norépinéphrine et
dopamine induisant une vasoconstriction des artérioles efférentes. Enfin, les cellules
mésangiales extraglomérulaires forment une masse conique entre I'artériole afférente et
Y'artériole efférente dont la base repose sur la macula densa. La fonction de ces cellules est

encore mal connue.

1.1.1.2 LE TUBULE RENAL

Le pole urinaire de chaque glomérule donne naissance a un tube rénal. Chaque
tube rénal est constitué d'un enchainement de plusieurs tubules que I'on nomme : tubule
proximal, anse de Henlé, tubule distal et tubule collecteur (Figure 1B). Les caractéristiques
morphologiques des différents tubules d'un méme tube rénal sont distinctes et
dépendantes de la fonction du segment étudié. Le tubule rénal est tapissé d’une unique
couche de cellules épithéliales comprenant une membrane apicale du c6té de la lumiere
tubulaire et une membrane basolatérale bordant le coté plasmatique. La majeure partie de
I'eau et des nombreux solutés (Na+, glucose, acides aminés, etc.) est réabsorbée et
retourne a la circulation sanguine (Figure 2). La plupart des petites protéines et peptides
sont également réabsorbés et n’apparaissent qu’en faible concentration dans l'urine en
condition physiologique. Le processus de réabsorption tubulaire implique une panoplie

de transporteurs, de canaux et de pompes dépendantes de I’ATP.

La réabsorption tubulaire dépend grandement de la manipulation du sodium tout
au long du tubule rénal. En fait, la réabsorption basolatérale de sodium s’effectue de fagon
active puisqu’elle doit lutter contre deux gradients : le gradient électrique (d'un potentiel
légerement négatif a l'intérieur de la cellule vers un potentiel extracellulaire positif) et le
gradient chimique vers une concentration en sodium beaucoup plus importante (de 10 a
20 mmol intracellulaire & 140mmol dans le milieu extracellulaire). La Na*-K*-ATPase est
responsable de I'expulsion de 3 ions sodium et de 'entrée de 2 ions potassium dans la

cellule. La réabsorption de sodium nécessite donc de grande quantité d’énergie (ATP).
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L’activité de cette pompe est nécessaire a la réabsorption des autres solutés puisqu’elle
crée et maintient une concentration intracellulaire plus faible de sodium permettant la
création d'un gradient chimique nécessaire au transport actif secondaire des transporteurs
du coté apical de la cellule. On retrouve la Na*-K*-ATPase dans tous les segments du
néphron: tubule proximal, anse de henlé, distal et collecteur. Cette pompe est
principalement inhibée par la ouabaine et par une diminution de la formation d’ATP et du

métabolisme cellulaire 5.

Tubule contourné proximal
Réabsorption dans le sang des
substances filtrées suivantes: ]
Ea 65;% Tubule contourné distal
o bty Reéabsorption :
e ok ‘r_‘ L\ Eau 10a15%
Glucose 100% A
Acides aminés 100% S ZM :;‘:
o Bl Ca2+ variable
HCO3- 80 a 90%
Urée 50% T
Ca2+, Mg2+  variable
l Fin du tubule distal et
Anse du néphron ‘ —| tubule collecteur
Réabsorption : Réabsorption :
Eau 15% Eau 5a9%
Na+ 202 30% Na+ 1a4%
K+ 20 a30%
Ci- 35%
HCO3- 10a20%

Ca2+, Mg2+ variable

Figure 2: Résumé de la filtration et de la réabsorption dans le néphron et le
tubule collecteur.
Adaptée de Tortora et Grabowski 2001.

1.1.1.2.1 TUBULE PROXIMAL

Le tubule proximal est constitué d'une portion suivant un parcours sinueux au
niveau du cortex lui donnant le nom de tubule contourné et d'une partie droite cortico-
médullaire que I'on nomme le tubule droit. Chez I'humain tout comme chez le rat et
d’autres espéces, le tubule proximal est subdivisé en trois segments distincts (51, S2 et S3)

6. Le segment S1 correspond au 2/3 du tubule contourné et est la portion initiale du tubule



8
proximal. Le segment S2 est formé de la fin du tubule contourné et de la portion initiale
du tubule droit. Le segment S3 quant a lui, représente le reste du tubule droit proximal.
Les cellules du tubule contourné proximal sont trés riches en vésicules d'endocytose et en
lysosomes, deux composants impliqués dans le processus de réabsorption et de
dégradation des macromolécules telles que les protéines plasmatiques de faible poids
moléculaire. Le tubule contourné proximal joue un réle majeur dans la réabsorption de
plusieurs ions. Au début du tubule proximal (Figure 3A), a la membrane apicale, la
réabsorption de sodium s'effectue passivement et est favorisée par le gradient
électrochimique. L'entrée passive de sodium dans la cellule est aussi couplée au transport
actif secondaire impliquant d’autres substances soit par cotransport ou par contre-
transport. La majorité de la réabsorption du sodium survient grace a I'échangeur Na*-H*
de type 3 (NHE3). Plusieurs autres cotransporteurs sont aussi présents assurant la
réabsorption sodique (cotransporteur Na*- glucose; cotransporteur Na*- acides aminés;

cotransporteur Na*- phosphate; cotransporteur Na*- bicarbonate) 235.

Dans la portion terminale du tubule proximal (Figure 3B), la réabsorption de
sodium s’effectue passivement conjointement avec celle du chlore par voie paracellulaire.
Cependant, certaines études suggeérent l'implication du canal sodique sensible a
I'amiloride (ENaC) et de I'échangeur NHE3 au niveau de la membrane apicale 78. La
manipulation des ions au niveau du tubule proximal fait en sorte que le sodium est
réabsorbé a 65% par les pompes a sodium, les antiporteurs et les symporteurs, le
bicarbonate & 90% par diffusion facilitée, le Cl- a 50% par diffusion et le K* a 65% par
diffusion. D’autres ions tels que le Ca?*, le phosphate, I'eau et des solutés organiques
(glucose et acides aminés) sont aussi réabsorbés massivement. Approximativement la

moitié de l'ultrafiltrat glomérulaire est réabsorbée dans le tubule proximal.

1.1.1.2.2 ANSE DE HENLE
Partie descendante

A la fin du tubule proximal, les cellules épithéliales deviennent plus minces et le

tubule descend dans la médullaire. Etant difficile a disséquer et a isoler, cette portion du
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néphron est mal connue. Ce segment est perméable a 1'eau mais peu perméable aux ions

Na* et CI. De plus, il ne semble pas avoir de transport actif.

Partie ascendante

Ce segment du néphron est trés imperméable a 1'eau mais fortement perméable
aux ions Na* et aux CI- ce qui permet la réabsorbtion d’environ 25% du sodium. Dans la
portion ascendante fine, la réabsorption de sodium s’effectue de facon passive. Cette
portion joue un réle important dans le processus de multiplication a contre-courant qui est
responsable de la dilution et de la concentration de I'urine. D’autre part, la portion
ascendante large contribue a la réabsorption active de sodium nécessitant I'activité de la
Na*-K*-ATPase du coté basolatérale. Le co-transporteur Na*-K*-2Cl- (NKCC) et
I'échangeur Na*-H* exprimés du c6té apical assurent la réabsorption du sodium (Figure
3C). Une réabsorption passive du sodium et d’autres ions s’effectue aussi au niveau de ce
segment du néphron et ce, de facon paracellulaire. Puisque la partie ascendante de I'anse
de Henlé est imperméable a I'eau, elle est considérée comme le segment diluteur. Ainsi,
I'eau reste dans la lumiére du tubule et le liquide tubulaire devient hypotonique. Le site
d’action des diurétiques tel que le furosémide, inhibant le co-transporteur NKCC et

bloquant ainsi la réabsorption de CI- est situé au niveau de I'anse large 5.

1.1.1.2.3 TUBULE DISTAL

Le tubule distal contourné est uniquement retrouvé dans le cortex et posséde de
grandes cellules épithéliales contenant peu de microvillosités et beaucoup de
mitochondries assurant un grande production d’ATP nécessaire au fonctionnement de la
Na*-K*-ATPase. Ce segment du tubule est responsable de la réabsorption active d’environ
8% du sodium filtré qui s’effectue principalement par le cotransporteur apical Na*-Cl-
sensible au thiazide (Figure 3D). La réabsoption de sodium, par ce cotransporteur,
s’effectue selon son gradient électrochimique tandis que celle du Cl- se fait contre son
gradient électrochimique. Le tubule distal est formé par un épithélium serré ce qui lui
permet I'établissement d'un fort gradient de concentration chimique entre le milieu

tubulaire et interstitiel 5.



10
1.1.1.24 TUBULE COLLECTEUR

Environ 2% du sodium filtré est réabsorbé au niveau du tubule collecteur. Ce
segment du néphron est constitué de cellules principales et de cellules intercalaires a et f.
Les cellules principales assurent la réabsorption du sodium par I'expression de canaux
sélectifs ENaC (a-B-y) qui permettent I'entrée de sodium suivant son gradient de
concentration (Figure 3E) ° L’échangeur NHE1 est aussi exprimé dans les cellules
principales et est impliqué dans la régulation du pH intracellulaire ainsi que pour I'action
des minéralocorticoides tels que l'aldostérone. Il est généralement accepté que le sodium
peut étre seulement réabsorbé par le néphron et non excrété. Toutefois, il a été démontré
que I'excrétion du sodium peut aussi étre possible dans ce segment du néphron. En effet,
la présence d'un cotransporteur NKCC au niveau de la membrane basolatérale

permettrait I'excrétion du sodium via une l'excrétion de I'ion CI-510,

Apical Basolatéral Apical Basolatéral

Apical Basolatéral

Nat 3INa*——» ENaC
Na*
Glucose 2K
Acide ami
Phosphate
Anions Portion initiale du tubule proximal Portion finale du tubule proximal I'anse ascendante large de Henlé
organiques
.
D E
Apical Basolatéral Apical Basolatéral

Na*
HE!

Na* ENaC H*
N .

3N

&,

Tubule distal Tubule collecteur

2K*

Figure 3: Principales protéines de transport dans la portion initiale (A) et finale (B) du tubule proximal, l'anse de
henlé (C), le tubule distal (D) et le tubule collecteur (E).
Adaptée de Féraille et Doucet, 2001.
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1.1.2 FONCTIONS ENDOCRINES DU REIN

Les paragraphes précédents décrivent les reins comme étant des organes responsables

de la régulation de I'équilibre volumique. Une attention particuliere a été portée sur la
régulation de I'homéostasie sodée puisqu’au cours de la grossesse, une augmentation de
la rétention sodique est observée et que nous utilisons un supplément sodique afin de
développer notre modéle animal. Le rein est un organe multifonctionnel faisant beaucoup
plus que réguler 'homéostasie du volume et de la composition ionique des fluides de
I'organisme. En fait, le rein posséde une fonction endocrine et est capable de synthése et
de sécrétion d’hormones. Par exemple, il est responsable de la sécrétion de la rénine,
hormone limitante du systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Ce systéme
entraine la production d'un puissant vasoconstricteur 1'angiotensine II (ANGII) qui joue
r0le essentiel dans la régulation de la pression artérielle. Une diminution de la pression
artérielle ou de la concentration plasmatique de sodium est responsable de synthése et de
la relache de la rénine par les cellules granuleuses de l'appareil juxtaglomérulaire. Le rein
est aussi responsable de la production de prostaglandines (PG), notamment la PGl et la
PGE, 23 Les prostaglandines sont synthétisées suite au métabolisme de I'acide
arachidonique, sous l'action des enzymes cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) (discuté
dans la section 3.2). L'expression de la COX-2 a été démontré dans plusieurs segments du
néphron, notamment au niveau de la macula densa, de I'appareil juxtaglomérulaire et des
cellules épithéliales de I'anse de henlé 1. Lors d'une hypovolémie, les prostaglandines
sont sécrétées afin de favoriser la rétention d’eau et de sodium. Elles peuvent agir de facon

autocrine et paracrine et sont aussi impliquées dans la croissance glomérulaire et tubulaire

12

1.2 SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE-ALDOSTERONE
En 1898, Tigerstedt et Bergman obtenaient des extraits d'une substance provenant
du cortex rénal de lapins. Cette substance avait des effets presseurs lorsqu'elle était
injectée a d'autres lapins. Ils donnérent le nom de "rénine" a cette substance (pour une
revue : 13). Il fut montré plus tard que la rénine est une enzyme protéolytique et est
synthétisée et emmagasinée par les cellules myoépithélioides de l'artériole afférente du

glomérule rénal. La rénine est le facteur limitant du SRA. Sa sécrétion peut étre induite
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par une stimulation p-adrénergique, la baisse de pression dans I'artériole et la diminution
de NaCl dans la macula densa. En contrepartie, I'augmentation du NaCl dans la macula
densa, de méme que I’ANGII, diminue la production et la sécrétion de la rénine. La rénine
sécrétée diffuse dans les compartiments plasmatique, lymphatique et interstitiel. Son
substrat principal est 1’angiotensinogeéne, une glycoprotéine synthétisée et sécrétée par le
foie, qu’elle clivera en angiotensine I (ANGI). L'ANGI est ensuite clivée par l'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ECA) pour produire ' ANGII, composant le plus actif du
systeme rénine-angiotensine (Figure 4). L'ECA est aussi responsable de la dégradation de
la bradikinine, vasodilatateur et natriurétique, en métabolites inactifs. De cette facon,

I'ECA favorise la vasoconstriction 14.

— Angiotensinogeéne
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réabsorption d’eau et de sodium apoptose
sécrétion d’aldostérone différenciation
activation sympathique vasodilatation
croissance et prolifération cellulaire

Figure 4: Cascade bioenzymatique du systéme rénine-angiotensine.
Adaptée de Dinh et al, 2001; Bottari et al, 1993; Lavoie et Sigmund 2003.
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1.2.1 ACTIONS DE L’ANGIOTENSINE II
L'ANGII est 'hormone effectrice centrale du SRA, dont le r6le physiologique dans la

régulation de I'homéostasie hydrosodée, de la fonction rénale et de la pression artérielle
est bien démontré. Les actions de ' ANGII sont assurées par des récepteurs hautement
spécifiques : AT et ATa. Ces récepteurs font partie de la grande famille des récepteurs a
sept passages transmembranaires couplés aux protéines G. Le récepteur AT est présent
dans différents organes incluant les vaisseaux sanguins, le rein, le cceur, le foie, la
surrénale, le placenta et le cerveau. Le récepteur ATz est présent de facon ubiquitaire lors
du développement fcetal. Chez I'adulte, ce sous-type de récepteur est exprimé dans le
rein, la médullosurrénale, le cceur, 'endothélium des vaisseaux ainsi que faiblement dans
le placenta 15. En se liant aux récepteurs ATi, 'ANGII induit la relache de diverses
hormones telles que les minéralocorticoides par la corticosurrénale, les cathécolamines par
la médullosurrénale, I'hormone antidiurétique, I'adrénocorticotrophine (ACTH) et la
prolactine par I'hypophyse ainsi que I'hormone lactogene placentaire (hPL) par le
placenta 1618 En gérénal, on peut dire que les récepteurs AT: rendent compte de la
majorité des effets physiologiques et physiopathologiques de I'angiotensine II, alors que
les récepteurs AT> semblent s'opposer en miroir aux effets des ATi. Par exemple, la
lisaison de I'ANGII aux récepteurs AT: permet, au niveau du systéme nerveux central, la
relache de la noradrénaline par les terminaisons nerveuses périphériques. L'ANGII
stimule aussi le centre de la soif augmentant ainsi I'apport hydrique. Au niveau du rein,
I’ANGII induit une vasoconstriction de I'artériole efférente entrainant une diminution du
débit de filtration glomérulaire. Elle entraine la réabsorption de sodium dans les
glomérules et les cellules du tubule proximal 18 Dans la zone glomérulée de la surrénale,
I’ANGII stimule la production de I'aldostérone 1°. Le role du récepteur AT, est encore
incertain et certaines études ont démontré que sa liaison & 'ANGII serait responsable

d’effets anti-hypertrophiques au niveau du systeme cardiovasculaire 20,

Des études ont mis en évidence qu'une partie ou la totalité des éléments du SRA
peuvent étre présents dans de nombreux tissus faisant du SRA un systéme quasi-

ubiquitaire et impliqué dans des régulations paracrines. L'enzyme de conversion est
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retrouvée a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux et la rénine peut étre
séquestrée dans la paroi vasculaire. Une multitude de tissus expriment les ARN
messagers de I'angiotensinogene, de la rénine et de l'enzyme de conversion tels que les
vaisseaux, le cerveau, les reins, le coeur et le placenta 2. Il a aussi été démontré que les
autres peptides dérivés du SRA tels que I'angiotensine-(1-7) et I'angiotensine IV possédent
des actions physiologiques. Par exemple, I'angiotensine IV induit une vasodilatation au
niveau de I'artére pulmonaire porcine 2 et une augmentation du débit sanguin rénal chez

le rat 2. Ces actions seraient assurées par des récepteurs spécifiques a ces peptides.

1.2.2 L’ALDOSTERONE

L'aldostérone est un stéroide dérivé du cholestérol et est le principal
minéralocorticoide synthétisé par la zone glomérulée de la corticosurrénale. La
stéroidogénese est assurée par une série de réactions enzymatiques o le cytochrome
P450scc (side-chaine clivage) ou CYP11Al est 'enzyme limitante et le P450aldo (ou
CYP11B2) est I'enzyme finale et spécifique responsable de la biosynthese de I'aldostérone.
Le gene de la P450aldo a été cloné chez 'humain en 1989 par le groupe de Mornet 2.
Jusqu’a tout récemment, on croyait que I'aldostérone était produite exclusivement par la
corticosurrénale et libérée au niveau plasmatique. Cependant, ' ARNm de la P450aldo a
aussi été caractérisée dans les cellules endothéliales humaines et les vaisseaux
mésentériques de rats 2 de méme que dans plusieurs zones du cerveau 228, L’expression
du cytochrome P450aldo ainsi que des récepteurs au minéralocorticoides (MR) au niveau

de ces régions suggerent une action locale de I'aldostérone.

L’aldostérone agit principalement au niveau du néphron via sa liaison sur les MR et
induit une augmentation de la réabsorption de sodium et une excrétion de potassium par
le rein. Elle augmente la synthése et 1'expression de la sous-unité a du canal sodique
épithéliale (eNAC-a) au niveau de la membrane apicale du tubule rénal distal 2. Elle
assure aussi un changement de localisation des sous-unités ENaC-o, B et y a partir des
compartiments intracellulaires vers la membrane apicale. De plus, I'aldostérone favorise la

synthese et l'expression de la pompe Na*,K*-ATPase a la membrane basolatérale du
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tubule collecteur (pour une revue: >%). L’action de celle-ci sur ces transporteurs et
pompes fait partie de ses effets génomiques classiques qui survienent généralement au-
dela de 30 minutes. Cependant, des effets rapides, non-génomiques et non-classiques de
I'aldostérone ont été caractérisés depuis une dizaine d’années. Certains groupes ont
rapporté que cette hormone était capable d’induire rapidement le recrutement de seconds
messagers et la phosphorylation de protéines kinases. Par exemple, il a été démontré que
I'aldostérone induit une activation de I'échangeur NHE par la voie de I'inositol 1,4,5
triphosphate (IP3)-calcium dans les lymphocytes humains et ce, dans un laps de temps de
1 a 2 minutes 31. L'aldostérone serait aussi responsable d'un effet rapide inotropique
positif sur des myocytes isolés de rats 32. Des sites de liaison membranaires spécifiques
pour l'aldostérone ont été identifiés au niveau de différents types cellulaires tels qu’au
niveau du rein de rat et des lymphocytes humains 33. Cependant, ces récepteurs seraient
différents des récepteurs classiques nucléaires. Ces effets non-génomiques de
I'aldostérone ont été associés au développement des résistances périphériques et par le fait

méme pourraient contribuer a I’hypertension et aux maladies cardiovasculaires .

2 PHYSIOLOGIE CARDIOVASCULAIRE

Du moment ot il commence & battre au moment ou il s’arréte, le ceeur fournit un
travail inlassable. En effet, au cours d'une vie, le coeur peut battre pres de 2,5 billions de
fois sans la moindre pause. Le cceur est la pompe qui conduit le sang dans le systéme
cardiovasculaire par contractions et relaxations périodiques du muscle cardiaque.
Anatomiquement, le cceur repose sur le diaphragme pres du centre de la cavité

thoracique. Sauf sur précision, les références utilisées pour cette section sont les suivantes :

334,

2.1 ANATOMIE
Le cceur est formé de quatre chambres (Figure 5): deux atriums (oreillette) et deux
ventricules. Le ventricule gauche est séparé du ventricule droit par une cloison appelée
septum interventriculaire et chaque ventricule connecte avec son atrium respectif. Le

systéme cardiovasculaire est composé de deux circuits dont un systémique et I'autre
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pulmonaire. Ces circuits sont liés par l'intermédiaire des cavités gauches et droites du
coeur. L’atrium droit recoit de la veine cave supérieure et de la veine cave inférieure le
sang veineux périphérique. Par la suite, le sang passe au ventricule droit, qui, en se
contractant chasse celui-ci dans I'artére pulmonaire. Le vestibule de l'artéere pulmonaire
est doté d'un "systéme anti-reflux " qui est composé de trois valvules sigmoides. Par son
passage au niveau des poumons, le sang est réoxygéné et débarrassé du CO>. La valve
tricuspide, située entre le ventricule droit et I'atrium droit empéche le reflux du sang au
niveau de I'atrium droit. Le sang provenant des poumons, par les veines pulmonaires, est
ensuite projeté dans l'atrium gauche et se déverse ensuite dans le ventricule gauche en
empruntant la valve bicuspide. Le ventricule gauche cardiaque forme I'apex du cceur. A
I'instar du ventricule droit, sa paroi est beaucoup plus dense. Le sang éjecté du ventricule
gauche passe par la valve aortique pour aboutir ensuite dans I'aorte, la plus grosse artere

du corps qui distribue le sang vers I'organisme.

Arc aortique

Veine cave
supérieure Tronc pulmonaire

Atrium gauche

Atrium droit Valve bicuspide

Valve tricuspide Septum

interventriculaire

) . Ventricule gauche
Ventricule droit

Figure 5: Anatomie descriptive du cceur.
Adaptée de Tortora et Grabowski 2001.

Les parois cardiaques sont composées de trois couches tissulaires. L'endocarde est

une mince membrane qui revét la face interne des quatre cavités cardiaques. Son
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prolongement est l'intima des gros vaisseaux. Le myocarde est le tissu musculaire
cardiaque oit I'épaisseur dépend de la fonction des cavités. Il est plutét mince au niveau
des atriums et particulierement épais dans les ventricules. Le myocarde constitue
I'essentiel de la masse du cceur. Il est formé de fibres musculaires striées que I'on nomme
myocytes. Bien que ces fibres soient striées comme les fibres musculaires squelettiques, le
muscle cardiaque est involontaire tout comme les fibres musculaires lisses. Le péricarde
est une enveloppe séreuse externe constituée de deux feuillets: I'un viscéral, adhérant au
myocarde ; l'autre pariétal que I'on nomme I'épicarde. L'espace péricardique, située entre
les deux feuillets, contient une faible quantité de liquide (50 & 75 ml) ce qui facilite les

mouvements du coeur.

2.2 METABOLISME CARDIAQUE

Le métabolisme est 1'ensemble des réactions chimiques qui surviennent dans les
cellules d'un organisme afin de produire et d’utiliser 1'énergie pour maintenir leur
intégrité. Chacune de ces réactions est déclenchée, controlée ou arrétée par des enzymes.

Sauf lorsque indiqué, les références utilisées pour cette section sont les suivantes 3536,

L’ATP formée lors de ces réactions métaboliques constitue I'énergie chimique de la
cellule. L’hydrolyse des liaisons phosphates de I'ATP lui permet de céder cette énergie
transformant ainsi 1’adénosine-triphosphate (ATP) en adénosine-diphosphate (ADP) ou
en adénosine-monophosphate (AMP). La dégradation des macromolécules en molécules
simples est la premiére étape du métabolisme. Cette étape s'éffectue par les voies
métaboliques distinctes ol1 les sucres sont dégradés en glucose et en autres « oses », les
lipides sont transformés en glycérol et acides gras et les protéines en acides aminés. Ces
différentes voies métaboliques ménent a la synthése de composés carbonés communs tels
que l'acétylcoenzyme A (acétyl CoA). L'acétyl CoA est utilisé dans le cycle de I'acide
citrique aussi nommé cycle de Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques. Ce cycle est
responsable d'une mince partie de la production de I'ATP. Toutefois, ce cycle produit des
cofacteurs (NADH+ et FADH) qui seront ensuite acheminés vers la chaine de transport

d’électrons mitochondriale en vue d"une synthese massive d’ATP.
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2.2,1 LECYCLE DE L’ACIDE CITRIQUE

En 1937, Sir Hans Krebs a fait la description du cycle de I'acide citrique 37.38. Ce

cycle implique des enzymes situés sur la membrane interne de la mitochondrie, et d'autres
qui se retrouvent dans la matrice mitochondriale. Le cycle de I'acide citrique 3 (figure 6)
fait intervenir plusieurs enzymes dont la citrate synthase et 1'aconitase. Cette premiére
enzyme est limitante et critique dans l'initialisation du cycle et sa fonction doit étre
irréversible pour permettre la poursuite du cycle. Elle permet la réaction entre I'acétyl
CoA et I'oxaloacétate pour former le citrate. L'aconitase, deuxiéme enzyme du cycle, aussi
connue sous le nom d’aconitate hydratase, catalyse la conversion du citrate en isocitrate
de fagon réversible. L'aconitase est une enzyme particuliére puisque sa fonction est
directement modulée par des variations du statut oxydant tel que démontré dans des
cultures cellulaires de carcinomes pulmonaires et dans la bactérie E.coli 3942, L'aconitase
est une enzyme contenant un groupe central fer-souffre sensible a I'oxydation par les
radicaux libres. Une attaque radicalaire induit la relaiche du fer (Fe?*) et provoque
I'inhibition de I'enzyme 4. L'attaque oxydative de I'aconitase peut avoir des conséquences
majeures sur le statut oxydant cellulaire ainsi que sur le que métabolisme cardiaque. Tout
d'abord, la relache du Fe?* entraine avec lui la production de peroxyde d’hydrogene
(H20;) étant lui-méme considéré comme un agent oxydant #. Ainsi, une perte de I'activité
de I'aconitase, induite par les radicaux libres est souvent interprétée comme un index des
dommages oxydatifs. De plus, 'aconitase étant une enzyme clé du cycle de l'acide
citrique, son inhibition peut mener a une perte importante de la production d’ATP par la
chaine de transport d’électrons et par conséquent, a des déréglements importants de la

fonction cardiaque.
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3 SIGNALISATION CELLULAIRE

3.1 MONOXYDE D’AZOTE

En 1980, le groupe de Furchgott et Zawadski démontrait qu'un endothélium intact
produisait une substance capable de diffuser et d’agir sur les cellules musculaires lisses
avoisinantes : le facteur relaxant dérivé de I'endothélium (EDRF; endothelial derived relaxing
factor)®>. En 1987, le groupe de Palmer a démontré qu'il s'agissait du monoxyde d’azote
(NO) %. Le NO est une molécule ubiquitaire, étant capable de franchir toutes les
membranes biologiques faisant de lui un messager trés important dans la signalisation

cellulaire 4748,
3.1.1 SYNTHESEDUNO

Le NO est produit par les synthases du monoxyde d'azote (NOS). A ce jour, trois

principaux isoformes ont été identifiés selon l'ordre et les types cellulaires ou ils ont été
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premiérement retrouvés : I'isoforme neuronal nNOS (NOS1), inductible iNOS (NOS2) et
endothélial eNOS (NOS3). La production du NO nécessite une multitude de cofacteurs
tels que l'oxygéne, le NADPH, le fer, la tétrahydrobioptérine (BHg), la flavine
mononucléotide (FMN) et la flavine adénine nucléotide (FAD) (figure 7).

L-citruline

02
N Nos /J
T € BH4; FAD; FMN; NO-
Ca2+; Calmoduline

A 4

02 GCs O, *
NO, + NO, ONOO

(métabolites inactifs) {peroxydation et cytotoxicité)

GMPc

Remodelage  Vasodilatation Hémodynamique Excrétion d’eau
cardiovasculaire rénale et de sodium

Figure 7: Synthése, dégradation et principales actions physiologiques du NO. (BH4)
tetrahydrobioptérine, (FAD) Flavine adénine dinucléotide, (FMN) Flavine
mononucléotide, (GCs) Guanylate cyclase soluble, (ONOO-) peroxynitrite.

Adaptée de: McDonald et Murad, 1996; Gryglewski, 1986; Schmidt et Walter, 1994.

La eNOS est constitutive et associée a la membrane cellulaire par des
microdomaines : les calvéolae #°. Elle est retrouvée au sein de plusieurs types cellulaires
incluant les cellules endothéliales, les cellules tubulaires et glomérulaires rénales 5051, la
macula densa 2 ainsi que dans les cardiomyocytes 3. La eNOS est aussi exprimée dans les
cytotrophoblastes villeux et les syncytiotrophoblastes du placenta 5. La cascade
d’activation de la eNOS implique le complexe Ca?/calmoduline ainsi que sa
phosphorylation sur le résidu sérine 1179 5%, De plus, il a été aussi démontré dans des

cellules endothéliales que la protéine Hsp90 stimule I'activité de la eNOSY”.

L'enzyme nNOS, aussi dépendante du calcium, est exprimée au niveau du systéme
nerveux central et des muscles cardiaques et squelettiques. On retrouve également cet

isoforme dans les poumons, I'utérus, I'estomac et le pancréas %. Concernant la présence
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de cet isoforme dans le placenta, celle-ci demeure controversée 5260, Quatre sous-types ont
été caractérisés : nNNOSb, nNOSg, nNOSm et nNOS-2. La phosphorylation de la nNOS par
une kinase dépendante de la calmoduline (CAM-K) inhibe son activité. Par contre, elle est

activée par une interaction avec la protéine Hsp90 61.62,

La iNOS est le seul isoforme inductible. La iNOS est présente dans certaines
conditions pathologiques telles que I'obésité et le diabete de type 2 6. Son expression est
stimulée par certaines molécules du systéme immunitaire et de I'inflammation comme les
cytokines TNF-a, IL-1 et IL-6, interféron-y ® et par l'endotoxine LPS des bactéries ¢5.
L’ARN et la protéine de I'enzyme iNOS sont aussi exprimés dans le placenta de rats et au
niveau des cytotrophoblastes villeux et extravilleux chez la femme 3&. De plus,
I'expression de la iNOS diminue graduellement jusqu’a terme chez la rate ot elle demeure

toutefois présente 6667,

3.1.2 ACTIONS PHYSIOLOGIQUES DU NO

On confére au NO de nombreuses fonctions physiologiques assurées par I'activation
de la guanylate cyclase soluble (GCs) ce qui entraine une augmentation de la
concentration de GMP cyclique (cGMP) dans les cellules cibles 68°. Au niveau du rein, le
NO s’oppose a I'effet vasoconstricteur de I'’ANGII et est impliqué dans le controle du
débit sanguin rénal 7. De plus, il régule la natriurése et le débit sanguin dans la
médullaire et prévient l'infiltration de leucocytes et la formation de thrombi au niveau des
vaisseaux sanguins rénaux ’l. Le NO pourrait aussi étre responsable de la relache de la
rénine par la macula densa en réponse a une diminution de la concentration de sodium 72.
Au niveau du systéme vasculaire, le NO est responsable du maintien d'un tonus
vasodilatateur impliqué dans le controle de la pression artérielle. Le NO possede aussi des
propriétés inhibant I'agrégation et I'adhésion des plaquettes et des leucocytes. Le NO agit

aussi comme neuromédiateur impliqué dans la mémoire et la douleur 7.

Lors des réactions immunitaires, le NO est produit en quantité importante par les

macrophages. Cette hausse de NO est associée a la défense de I'organisme face a des
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cellules tumorales, des virus et des bactéries ainsi que dans plusieurs pathologies

inflammatoires aigué ou chronique.

Il a également été démontré que le NO est capable de réguler I'activité des protéines
en induisant une réaction de S-nitrosylation des résidus cystéines 47.48. Son interaction avec
I'anion superoxyde (Oz*) induit la formation de peroxynitrite (ONOO-) favorisant ainsi la
nitration des protéines 7. La formation du NO est représentée a la figure 7. De plus, cette

figure montre d’autres voies découlant du NO, incluant le peroxynitrite.

3.2 EICOSANOIDES

Les eicosanoides font partie d'une famille de lipides biologiquement actifs dérivés
des acides gras essentiels de 20 carbones. Cette classe comprend les prostaglandines (PG),
les prostacyclines, les thromboxanes (Tx) et les leucotrienes. Ces molécules sont

impliquées dans les systémes immunitaire, rénal, gastro-intestinal et placentaire.

3.2.1 BIOSYNTHESE DES EICOSANOIDES

Les eicosanoides dérivent de I'acide arachidonique (AA), un acide gras polyinsaturé
essentiel estérifié et intégré dans les phospholipides membranaires. L'AA se trouve en
permanence transféré entre les différents compartiments cellulaires et lipidiques
membranaires 7. De ce fait, il n'est que trés faiblement présent a I'état libre dans le
cytoplasme des cellules. La principale voie de libération de 'AA des phospholipides
membranaires est assurée par les phospholipases A2 cytosoliques (cPLA») 7. L'AA libre
est ensuite pris en charge par une des deux enzymes: la cyclooxygenase-1 ou la
cyclooxygenase-2 (COX-1; constitutif et COX-2; inductible) 76. Sous I'action des COX, ' AA
est converti en prostaglandine G2 (PGG2) et cette derniére est ensuite réduite par une
peroxydase pour former la prostaglandine H2 (PGHz). La PGH: est un intermédiaire trés
instable duquel dérive les autres eicosanoides par une variété de réactions enzymatiques

résumeées a la figure 8.
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Figure 8: Biosynthése des prostaglandines et des thromboxanes.
Adaptée de:Dannhardt et Keifer, 2000.

Ainsi, la prostacycline (PGI2) et les thromboxanes (TxA:z et TxB2) sont synthétisées
directement de la PGH> 7. La PGl est désactivée en 6-keto-PGF14 via une hydrolyse non-

enzymatique. D'une maniére similaire, la TxA> est désactivée en TxBo.

3.2.2 ACTIONS PHYSIOLOGIQUES DES EICOSANOIDES

L’action des eicosanoides est assurée via une liaison a des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G 76. Ces composés sont considérés comme des
hormones a action locale. Dans des conditions physiologiques normales, ils ont des
fonctions essentielles au niveau du systéme gastro-entérique et rénal aussi bien que dans
des conditions physiologiques particulieres telles que la grossesse et I'accouchement 11,78
8. Cependant, ils peuvent aussi étre impliqués dans un grand nombre de conditions
pathologiques telles que I'inflammation, les maladies cardiovasculaires et 'hypertension

de grossesse 81-84,
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La PGI: est I'eicosanoide le plus abondant au niveau des vaisseaux sanguins. Elle est
synthétisée dans les cellules du muscle lisse ainsi que dans I'endothélium des vaisseaux.
Sa synthese a aussi été démontrée au niveau des cellules throphoblastiques placentaires .
La PGl est un puissant vasodilatateur et empéche I'agrégation et I'activation plaquettaire
8. De plus, elle est un composé instable et sa transformation en 6-kéto-PGFq s’effectue en
moins d'une minute de fagon spontannée in vivo &. C'est d’ailleurs ce composé inactif qui
sert de mesure de la PGI2 tissulaire. Contrairement a la PG, la prostaglandine F2q (PGFaq)
et la prostaglandine E> (PGE2) sont des composés vasoconstricteurs 8. La PGE; est
synthétisée par la plupart des cellules et est impliquée dans les processus inflammatoire.
Elle est le prostanoide le plus retrouvé au niveau du rein et participe a la régulation de la
pression artérielle. En fait, il a été démontré qu’'une inhibition du récepteur de la PGE>

(EP2) des souris entraine le développement d'une hypertension sensible au sel #.

Le TxA2 est un puissant vasoconstricteur et un inducteur de l'agrégation
plaquettaire 76. Il est aussi impliqué lors de la mitose et de I'hypertrophie des cellules
musculaires lisses vasculaires 091, Un déséquilibre dans la production du TxA2, ou des
mutations dans son gene induit une altération du systeme de coagulation 92%. 11 est aussi
associé a certaines maladies telles que la pré-éclampsie %, I'hypertension % et les
glomérulonéphrites %. De fagon similaire a la PGI, le TxA2 est trés instable et dégradé
rapidement %. En conséquent, le produit de dégradation du TxA, le TxBy, est stable,
inactif et utilisé comme mesure du TxA2 9. Le TxA: est l'antagoniste naturel de la PGI, %

et le ratio de leurs métabolites inactifs (TxB2/6-kéto-PGF1q) est souvent utilisé lors de

conditions hypertensives comme la pré-éclampsie %.

3.3 CYTOKINES ET CHEMOKINES

Les cytokines sont des glycoprotéines de faible poids moléculaire (5-50kDa)
responsables de la réponse inflaimmatoire et immunitaire ainsi que de la réparation
tissulaire 1®. La famille de ces molécules englobe les chémokines (action chimiotactique),
les interleukines (synthétisée par les leucocytes), les monokines (synthétisée par les

monocytes) et les lymphokines (synthétisée par les lymphocytes). Elles sont produites par
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une variété de cellules appartenant ou non au systéme immunitaire et possédant des
fonctions pro- ou anti-inflammatoires. Ces médiateurs forment un réseau complexe de
molécules synthétisées transitoirement et ayant généralement un faible rayon d’action de
fagon autocrine et paracrine. Certaines de ces cytokines telles que le TNF-a (tumor necrosis
factor-alpha), la protéine chimiotactique des monocytes (MCP-1 : monocyte chemoattractant
protein) et le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF : connective tissus growth factor)

ont attiré mon attention di a leur role dans I'apoptose et le stress oxydatif.

3.3.1 FACTEUR DE NECROSE TUMORAL

Le TNF-a appartient & une famille de ligands capable d’activer une variété de
récepteurs structurellement reliés 101102, Le TNF-a est produit par une multitude de
cellules pro-inflammatoires telles que les macrophages, les monocytes et les fibroblastes.
Sa synthese est aussi observée au niveau des trophoblastes, des cellules de la décidua 193 et
des cardiomyocytes 104, Généralement, le TNF-a est synthétisé en réponse a une infection
bactérienne ou parasitaire. Cependant, tous stimuli potentiellement déléteres (stress
chimique, oxydatif et physique) peuvent en augmenter sa production. Cette cytokine
stimule la production de NO par les cellules endothéliales 1% et via sa liaison au récepteur
TNE-R1, induit I'apoptose in vivo et in vitro 196107, De plus, il semble que le TNF-a. est au
ceeur d'une boucle de rétroaction positive impliquant le stress oxydatif. En fait, il a été
démontré qu'il est capable d'induire la génération de radicaux libres, ces derniers étant
aussi suceptibles d'induire la production du TNF-a 1. De plus, sa synthése peut aussi

étre une conséquence de la stimulation par des cytokines incluant le TNF-a lui-méme.

3.3.2 FACTEUR DE CROISSANCE DU TISSUS CONJONCTIF
Le CTGF est une chémokine faisant partie de la famille des IGFPB-rp (insuline growth

factor binding protein-related proteins). Elle a tout d’abord été caractérisée dans une culture
de cellules endothéliales vasculaires provenant du cordon ombilical 1%, Depuis, le CTGF a
été identifié au niveau de plusieurs tissus incluant le placenta humain 1%, le rein de rats et
de femmes 11011 ainsi que les cardiomyocytes murins 112 Cette molécule fait partie

intégrante d"une cascade complexe de différenciation et de réparation tissulaire. Le CTGF
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est induit par plusieurs facteurs de croissances tels que le TGF-B1 (transforning growth
factor-1) et 'EGF (epidermal growth factor) 113. Cette cytokine est impliquée dans plusieurs
effets biologiques tels que la stimulation de la mitose, la prolifération cellulaire, la
production de matrice extracellulaire et I'adhésion cellulaire 114115, Sa participation dans
'apoptose a aussi été rapportée in vitro dans des cellules musculaires lisses aortiques 116
La détection du CTGF au sein d'un organe est une indication d'un remodelage tissulaire
ou l'expression de ce facteur de croissance est proportionnellement liée au degré de

fibrose d’un tissu 117.

3.3.3 CHEMOKINE CHIMIOTACTIQUE DES MONOCYTES

Le MCP-1 est une chémokine (Chemotactic cytokine) dont le role est crucial pour le
recrutement des monocytes et des macrophages au cours de processus inflammatoire tels
que l'athérosclérose et autres maladies du systéme cardiovasculaire 118. Généralement, le
MCP-1 n'est pas exprimé dans les tissus sains. Cependant, le TNF-a et d’autres cytokines
peuvent induire sa formation dans les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses, les cardiomyocytes et dans les différentes cellules présentes au niveau du rein
entrainant ainsi 'accumulation de cellules immunitaires et le développement possible
d'une inflaimmation chronique 119120, Dans le rein, sa concentration corréle
proportionnellement avec le degré de protéinurie et donc, des dommages glomérulaires
121, Le MCP-1 semble aussi jouer un roéle dans l'induction de l'apoptose des
cardiomyocytes et des cellules endothéliales par 1'activation de la caspase 3 122. La voie de
signalisation pro-apoptotique que déclenche cette chémokine peut étre dommageable tant

au niveau des cardiomyocytes que dans les vaisseaux.

3.4 STRESS OXYDATIF ET NITROSATIF

Afin de définir le stress oxydatif, il faut avant atout décrire ce que sont les radicaux
libres. Ce sont des composés chimiques possédant un ou plusieurs électrons célibataires.
Cette caractéristique rend les radicaux trés instables et leur confére une haute réactivité
vis-a-vis d’autres composés 2. La plupart des radicaux libres sont des molécules qui

découlent de I'oxygene ou de I'azote et sont classés sous I'appelation d’espéce réactives de
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I'oxygéne (ROS; reactive oxygen species) ou espeéces réactives de I'azote (RNOS; reactive
nitrated oxygen species). Ils sont beaucoup plus toxiques que l'oxygene ou le NO lui-méme.
Le stress oxydant ou nitrosatif est défini comme étant un déséquilibre en faveur de la
production de ROS ou RNOS conduisant donc a une oxydation ou nitration accrue des
composants cellulaires essentiels. La figure 9 constitue une représentation schématique

des principaux systemes oxydants et antioxydants de la cellule.
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Figure9: Principaux systémes oxydants et antioxydants de la cellule.
Inspirée de McDonald et Murad, 1996; Gryglewski, 1986; Schmidt et Walter, 1994; Halliwell, 1994.

3.4.1 DERIVES REACTIFS DE L’OXYGENE

Les ROS englobent les dérivés de I'oxygene qui peuvent étre radicalaires ou non-
radicalaires et agissent sans apport énergétique. De fagon endogene, les ROS peuvent étre
produites via une panoplie de voies et regroupent, entre autre, I'anion superoxyde (Oz*),

le peroxyde d’hydrogene (H20,) et le radical hydroxyle (OH*-).

L’ANION SUPEROXYDE
L’anion superoxyde est un radical libre trés instable. La principale source non-

enzymatique de Oz est la chaine respiratoire mitochondriale oit un électron est transféré
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a I'oxygeéne moléculaire. Sa production est aussi assurée par des enzymes comme la
NADPH oxydase'?, la xantine oxydase, les COXs et les NOS. Le Ox* peut servir de

précurseur pour des ROS trés réactifs comme le H>O».

LE PEROXYDE D’"HYDROGENE

Le H2O: est produit a partir du O2° par une action catalytique de la superoxyde
dismutase (SOD). Quoique non radicalaire, le H2O» fait partie de la famille des ROS car sa
capacité a traverser les membranes (lipophile) peut I'amener loin de son lieu de synthese

ou il peut participer a la biosynthése du radical hydroxyle.

LE RADICAL HYDROXYLE

Le OHe- constitue le ROS le plus instable et le plus réactif, sa demi-vie étant de
I'ordre de la nanoseconde. Il est capable de réagir avec une multitude de molécules
avoisinantes comme les protéines, les lipides et I'acide désoxyribonucléique (ADN). De
plus, il semble avoir une grande responsabilité au niveau de la toxicité cellulaire des
radicaux libres 12, Le radical hydroxyle peut étre formé par la dégradation du H2O> en
présence de métaux de transition réduits, par exemple, le fer ferreux. Le OH*- peut aussi

étre formé par la réaction du H>O; et de I'anion superoxyde.

Outre la formation des dérivés réactifs de I'oxygene par des inducteurs endogenes,
ces composés peuvent étre générés par des facteurs environnementaux. La pollution,
I'alcool, les médicaments, le tabagisme et I'exposition prolongée au soleil sont des
situations qui peuvent induire une production excessive de ROS dans I'organisme. De
plus, des études récentes suggeérent que le sodium semble aussi intervenir dans cette
production. Par exemple, chez les rats Dahl résistant au sel, un supplément sodique (8%
dans la nourriture) pendant 3 semaines induit une augmentation de la concentration
plasmatique ainsi que de I'excrétion des Fr-isoprostanes 1%. Une augmentation de la
production de I'anion superoxyde est aussi observée au niveau du cortex et de la
médullaire rénale. Le groupe de Lenda on montré, dans des bains a organe sous

perfusion, une augmentation de la synthese de O»* dans l'artériole du muscle
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spinotrapéze chez des rats Spraque-Dawley qui ont recu un supplément sodique (7% dans
la nourriture) pendant 4 a4 5 semaines. De plus, ces auteurs ont démontré que I'addition
d’antioxydants (2,2,6,6-tetamethylpiperidine-N-oxyl; tempo, catalase ou SOD) dans le
milieu de perfusion réduit les niveaux de 1'anion superoxyde 127 produit dans l'artériole. Il
a aussi été démontré que le sodium pourrait induire une production accrue de ROS par
I'entremise d"une augmentation de I'activité de la NADPH oxydase 2. En effet, le groupe
de Kitiyakara a démontré que la prise d'une diéte riche en sodium (6g/kg) chez des rats
Sprague-Dawley, induit au niveau du cortex rénal, une augmentation de I'expression de
gp91prhox and p47phox, deux flavoprotéines impliquées dans la composition du NADPH. De

plus, cette étude montre une diminution de I'activité de la SOD mitochondriale.

3.4.2 DERIVES REACTIFS DE L’AZOTE

Le NO* est un gaz qui réagit trés rapidement avec les doublets et triplets moléculaires
et, en conséquent, ne peut en aucun cas coexister avec I'oxygéne ou ses dérivées tels que
I'anion superoxyde; un doublet. Sa colocalisation avec Oz* induit la formation d'un
composé trés instable, le peroxynitrite (ONOO) 12°. Le ONOO- est un oxydant versatile
dont la demi-vie est d’environ 1 seconde. Il a le pouvoir de réagir avec I'ADN, les
protéines et les lipides menant ainsi 4 des dommages cellulaires et une cytotoxicité. Sa
réaction avec ' ADN meéne a une oxydation ou une nitration initiant ainsi une série de
transformations menant a un bris des brins d’ADN. La réaction du ONOO- avec les

protéines induit la formation des nitrotyrosines 1%,

3.4.3 CIBLES DES ROS ET RNOS

Les ROS et RNOS s'attaquent aux constituants cellulaires et provoquent une
peroxydation lipidique, une inactivation des enzymes et protéines, des mutations de
I'ADN et I'oxydation des sucres 13.. Dans des conditions physiologiques, les systémes
antioxydants endogénes captent les ROS et RNOS pour les éliminer. Cependant, il a été
démontré que les radicaux peuvent contréler un grand nombre de processus

physiologiques normaux. Par exemple, lorsqu’ils sont présents a faible concentration, ils
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peuvent agir comme seconds messagers dans la régulation de l'apoptose de cellules
cancéreuses 132, De méme, il a été démontré que les ROS jouaient un réle important dans le
fonctionnement des cellules cardiaques et vasculaires 133, Les ROS seraient responsables
de l'activation de plusieurs génes incluant des molécules d’adhésion, des enzymes
antioxydantes, des substances vasoactives et des molécules chimiotactiques. Cependant, il
semble que ces réponses ne soient que compensatoires a I'augmentation des ROS. Ainsi,
les ROS ne sont pas toujours les éléments déclencheurs de situations pathologiques mais
ils contribuent aussi aux mécanismes physiologiques normaux de 1'organisme. De plus,
I'organisme est en constante bataille afin de conserver un équilibre fragile entre la

production de ROS et RNOS et leur élimination.

3.4.3.1 PEROXYDATION LIPIDIQUE

Les lipides sont des molécules énergétiques, des molécules de signalisation et font
partie intégrante des membranes cellulaires. Ils sont constitués de longues chaines
comprenant entre 14 et 22 carbones que I'on nomme les acides gras. Ceux-ci peuvent étre
saturés, monoinsaturés ou polyinsaturés (PUFA; polyinsaturated fatty acids). Ils sont
présents, entre autre, dans la portion hydrophobe des phosphoglycérolipides, composés
les plus abondant de la membrane cellulaire. Les PUFA contenu au sein des
phospholipides, sont libérés par la phospholipase A,. Généralement, 1'attaque radicalaire
se produit sur le -CH2- central de ces PUFA, induit une déhydrogénation et par
conséquent, une peroxydation lipidique. Ainsi, le OH* est capable d’éliminer un atome
d'hydrogene de la chaine carbonée, ce qui rend I'acide gras radicalaire. Telle que montré a
la figure 10, la peroxydation non-enzymatique de ces acides gras, par exemple 'acide
arachidonique, induit la production d’eicosanoides biologiquement trés actifs incluant les

isoprostanes, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) 134135,

La 8-iso-isoprostane-Fz,, (8-iso-PGFq) fait partie de la famille des isoprostanes et est
considérée comme étant un des marqueurs de stress oxydatif et de peroxydation lipidique
endogene 1%, Elle est un puissant vasoconstricteur au niveau du rein, du poumon, du

cceur, du cerveau et du placenta 8135137 Les isoprostanes peuvent aussi avoir un effet
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mitogénique sur les cellules musculaires lisses vasculaires et induire la relache de

I'endothéline par I'endothélium vasculaire 138,
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Figure 10 : Formation de la 8-isoPGF,,
adapté de: www.caymanchem.com

3.4.3.2 OXYDATION ET NITRATION PROTEIQUE

Les réactions oxydatives des protéines sont généralement classées en deux catégories. Il
peut s’agir d'une réaction ou les liaisons peptidiques sont cassées ou bien d’une
introduction de produits de peroxidation lipidique, tel que le 4-HNE, au sein méme de la
protéine. Les RNOS formés par la cellule peuvent entrainer la nitration des tyrosines,
acides aminés présents dans la structure des protéines!39140, Tel que décrit a la figure 11, ce
processus implique la formation de peroxynitrite (ONOO") par la combinaison du NO et
du Oz et I'oxydation de la tyrosine en radical tyrosine par le radical hydroxyl (OH). Par
la suite, un lien est créé entre le radical tyrosine et le peroxynitrite formant ainsi le 3-

nitrotyrosine 141,
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0, NO
Anion superoxyde Monoxyde d’azote
Tyrosine OH-
Radical hydroxyl
ONOO- ) .
Peroxynitrite Radical Tyrosine

3-Nitrotyrosine

Figure 11: Formation de la 3-nitrotyrosine par linteraction du
peroxinitrite.
Adaptée de Koppenol, 1992.

Le peroxynitrite n’est pas la seule voie de formation des nitrotyrosines cependant, il est
le mécanisme le plus susceptible de se produire in vivo. Cela conduit généralement & une
perte des fonctions catalytiques ou structurelles des protéines oxydées affectant ainsi leur
fonction cellulaire 142, Le tableau 1 présente les principales protéines sujettes a la nitration.
D'autres protéines peuvent aussi subir ce phénomeéne cependant, la pertinence

physiologique de ces découvertes faites in vitro reste a éclaircir.

Tableau 1: Principales protéines affectées par la nitration.
Adapté de Hanafy et coll. 2001.

Cibles Effet de la nitration
Prostacycline Synthase Inhibition
Superoxyde dismutase (MnSOD) Inhibition
Neurofilament Agrégation

Prostaglandine H Synthase Activation
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3.4.4 SYSTEMES ANTIOXYDANTS
Afin de maintenir un niveau non cytotoxique de ROS et de RNOS, la cellule possede

une multitude de molécules et enzymes que 1'on nomme anti-oxydants. Par définition, un
anti-oxydant est toute substance capable de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I'organisme 43. Les systémes anti-oxydants cellulaires
se regroupent en deux classes soient les anti-oxydants enzymatiques et non enzymatiques.

On retrouve en figure 9 les principales voies antioxydantes de la cellule.

Les flavonoides, la béta-caroténe et le lycopéne constituent une part de la défense
anti-oxydante non-enzymatique. Ils sont des chélateurs du fer, inhibent la peroxydation
lipidique, abaissent le taux des molécules d’adhésion et trappent les radicaux libres tels
que le peroxynitrite (pour une revue ). Toutefois, la voie des antioxydants non-
enzymatiques la plus commune implique I'acide ascorbique (vitamine C), I'a-tocophérol

(vitamine E) et le glutathion (GSH).

3.4.4.1 LES VITAMINES
Le terme « vitamine E » englobe 4 tocophérol (o, B, y et ) dont la forme alpha est la
plus abondante et posséde les propriétés antioxydantes les plus intéressantes (pour une
revue 145). Le caractére hydrophobe de cette vitamine lui permet de s'introduire & méme
les acides gras de la membrane cellulaire ainsi qu’au niveau des lipoprotéines ou, en se
liant au radical peroxyl (ROO"), elle brise la chaine de peroxydation lipidique 1. Au
cours de cette réaction, la vitamine E devient elle-méme un radical libre réactif (radical o-

tocophérol) qui sera ensuite regénéré en anti-oxydant par la vitamine C (figure 9).

La vitamine C, un réducteur potentiel et piégeur des ROS, est un micronutriment
hydrosoluble dont certaines espéces, dont I'humain et le cobaye, n'assurent pas la
synthése. L'apport alimentaire ainsi que le métabolisme hépatique sont donc des
déterminants importants de sa concentration plasmatique qui normalement est d’envrion
60uM 146, A ces concentrations, elle intervient dans la peroxydation lipidique. Suite a son

action détoxifiante des ROS, la vitamine C passe par un meétabolite radicalaire
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intermédiaire, le radical ascorbyl avant de devenir I'acide dehydroascorbique (DHA). Le
radical ascorbyl est toutefois beaucoup moins réactif que le radical a-tocophérol et que
tous les autres radicaux libres présents dans I'organisme. Le DHA est recyclé en vitamine

C par une réductase dépendante du NADPH ou par le glutathion 12146,

3.4.4.2 LE GLUTATHION ET LA GLUTATHION PEROXYDASE

Le glutathion est le thiol non-protéique le plus abondant au niveau cellulaire. 11 est
présent a des concentrations de I'ordre du millimolaire ce qui en fait I'anti-oxydant le plus
concentré dans l'organisme 147148, Le glutathion est synthétisé a partir de trois acides
aminés : I'acide glutamique, la cystéine et la glycine. La y-glutamylcysteine ligase est
I'enzyme limitante de la production du glutathion. Elle assure la combinaison de I'acide
glutamique et de la cystéine en L-y-glutamyl-L-cystéine. Par la suite, la glutathion
synthase induit la réaction de ce composé avec la glycine produisant ainsi le glutathion. Le
glutathion peut exister sous une forme réduite (GSH) ou sous une forme oxydée dans
laquelle un pont disulfure relie deux molécules de glutathion (GSSG). Le cycle du
glutathion englobe le GSH, la glutathion peroxydase (GPx), le GSSG et la glutathion
réductase (GR) 4°. En combinaison avec la GPx, le GSH agit comme un donneur
d’électron et détoxifie la cellule, entre autre, du H>O; et des lipides peroxydés. Le GSSG
ainsi produit est a nouveau réduit par la GR utilisant le NADPH comme donneur

d’électron refermant ainsi la boucle du glutathion.

Au niveau cellulaire, le rapport GSH/GSSG représente un indice de I'état
d’oxydation. De plus, la mesure du glutathion total (GSH+GSSG) est aussi utilisée.
D'ailleurs, une déplétion des thiols tels que le glutathion induit un stress oxydatif pouvant
jouer un role dans la pathogénése des maladies cardiovasculaires En effet, il a été
démontré qu'une inhibition de la synthése du glutathion chez le rat provoque une
augmentation de la pression artérielle et de la production d’anion superoxyde et de TxA2
plasmatique. Une diminution de la prostacycline et du NO au niveau plasmatique est

aussi observée chez ces rats 150,151,
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3.4.4.3 LA SUPEROXYDE DISMUTASE ET LA CATALASE

Les superoxydes dismutases (SOD) font partie d'un groupe de métalloenzymes. Les
SODs sont responsables de la dismutation du O2°- en H2O: et en Oy 152. Ce processus est
une réaction d’oxydoréduction entre deux molécules de méme nature (O*- + Ox*- + 2H* >
HxO2 + Oz).La SOD est présente sous trois formes: la CuZnSOD cytosolique et
extracellulaire ainsi que la MnSOD, retrouvée dans les mitochondries 152, Puisque la
chaine respiratoire consomme environ 90% de l'oxygeéne et est le site majeur de
production d’anion superoxyde, la MnSOD est de grande importance 5. Le H>O> formé
par la SOD sera pris en charge par la catalase (CAT). Cette enzyme est un tétramere
omniprésent exprimé au niveau du foie, des reins et des érythrocytes 5. Elle est
responsable de la réduction du H202 en Oz et en H,O 152, Son action permet de limiter les
effets indésirables du H2O2 au niveau cellulaire. Conjointement, la catalase, la SOD et la
GPx représentent les enzymes anti-oxydantes de premiere ligne de défense lors de la

présence d’un stress oxydatif.

3.5 MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE

La description de la mort cellulaire programmée remonte en 1972, par le groupe de
Kerr. Ces auteurs ont montré que les cellules qui entraient dans ce processus avaient des
caractéristiques morphologiques similaires qui étaient différentes de celles retrouvées lors
de la nécrose > IIs ont alors nommé cette mort cellulaire « apoptose » qui signifie, en
grec, la chute des pétales ou des feuilles a I'automne. L’apoptose est un phénomene
généralisé, qui est conservé a travers toutes les espéces 15515, Ce processus est utilisé pour
éliminer les cellules altérées, infectées ou en exceés. Lors de ce phénomene, la cellule elle-

méme dirige et programme sa propre mort.

L'apoptose est impliquée dés la formation de l'embryon. En fait, lors de la
morphogenese des doigts, les cellules de l'espace interdigital subissent le processus
apoptotique 1%. L’apoptose intervient aussi lors du développement placentaire normal. Le

placenta subit un remodelage constant caractérisé par le renouvellement des
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syncytiotrophoblastes. Ce phénomeéne est assuré par une balance apoptotique des
cytotrophoblastes villeux. Ces derniers se différencient, jouant donc le role de cellules
souches au sein des villosités placentaire. Ainsi, apres la prolifération et la différenciation
en sous-types cellulaires spécifiques, les cellules agées sont sélectivement enlevées et
remplacées par une population plus jeune de trophoblastes sans affecter les cellules
environnantes. De plus, la mort cellulaire programmeée semble aussi jouer un role dans la
tolérance immunitaire maternelle aux antigénes paternels qui sont exprimés sur les
trophoblastes (pour une revue 138). En fait, le placenta étant d’origine maternelle et foetale
est aussi, par conséquent, sous linfluence des geénes paternels. Lors de son
développement, les trophoblastes acquiérent a leur surface des antigénes provenant du
pére pouvant étre reconnus comme du non-soi par le systéme immunitaire maternel. Elles
expriment aussi a leur surface le « Fas-ligand » (FasL) 1. Cette molécule appartient a la
famille du TNF. L'expression du FasL a la surface des cellules est retrouvée au niveau de
sites immunoprilivégiés tel que les testicules ot des barrieres physiologiques diminue les
actions du systéme immunitaire 19, Le FasL induit I'apoptose de la cellule porteuse de son
récepteur (FasR). Le FasR est exprimé abondamment a la surface des lymphocytes T,
cellules actives du systéme immunitaire. L’apoptose de ces cellules est alors enclenchée de
facon a prévenir la réaction immunitaire subséquente aux antigénes paternels. L’apoptose
est aussi présente chez I'adulte afin de maintenir 'homéostasie cellulaire résultat d’un
équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire permettant le controle de la taille des

tissus par exemple, lors du renouvellement des kératinocytes de la peau 61.

L’apoptose est donc un mécanisme physiologique déterminant puisque, des
déréglements de son processus ou de son contrdle peuvent engendrer une mort cellulaire
exagérée ou insuffisante pouvant étre a I'origine de certaines pathologies et de quelques

anomalies développementales?2.

3.5.1 CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES

Un des premiers changements est la réduction du volume cellulaire 163 induite par

la déshydratation de la cellule. Pendant cette étape, le contact avec les cellules



37
avoisinantes est perdu. Au cours de cette déshydratation, les organites cellulaires
demeurent intacts et ce, jusqu’a la derniére étape de I'apoptose. Le matériel nucléaire subit
aussi quelques modifications. Premiérement, la chromatine se condense et se fragmente en
petites masses. Par la suite, sur la surface de la cellule apoptotique de petites vésicules se
forment, composées de membranes plasmatiques et comprenant la chromatine condensée
et des composantes du cytoplasme. Ces vésicules, en se détachant de la cellule, sont
responsables de la formation des corps apoptotiques. Les cellules avoisinantes ou les
macrophages phagocytent les corps apoptotiques sans induction du processus
inflammatoire puisque le contenu intracellulaire n’est pas relaché. Ceci permet de
différencier 'apoptose de la nécrose out 1'éclatement de la cellule meéne a une réaction
inflammatoire 164 En plus des changements morphologiques cellulaires qui surviennent
dans le processus apoptotique, des altérations biochimiques sont aussi présentes. Tout
d’abord, une fragmentation de 'ADN ainsi qu'une perte de la fonction de la cellule
survient. Par la suite, une perte de I'asymétrie des phospholipides de la membrane
cellulaire est observée au cours de laquelle les phospholipides présents exclusivement
dans la couche interne de la membrane, migrent au niveau de la couche externe. Ce
processus externalise les lipides et permet aux macrophages de reconnaitre les cellules en

apoptose 165,

3.5.2 EFFECTEURS DE L’APOPTOSE

L’étude des geénes impliqués au cours de ces processus ont été caractérisés chez le
nématode Cnenorhabditis elegans, (c. elegans) oil, au cours de son développement, une partie
des cellules est éliminée par apoptose. Les génes suivants ont été mis en évidence et sont
directement impliqués dans le processus apoptotique : CED-3, CED-4 et CED-9 (CED; C.
elegans death) 1%. Des homologues des protéines codés par ces génes ont été identifiés chez
les mammiféres. Ainsi, la protéine codée par CED-3 posséde une homologie avec
I'enzyme de conversion de I'interleukine-1p 167. Cette enzyme ne semble pas jouer de role
primordial dans I'apoptose, son réle chez les mammiféres étant plutot réservé au systéme

immunitaire. Toutefois, elle a permis d'identifier la famille des caspases. Les génes CED-9
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et CED-4 ont conduit respectivement a I'identification de la famille Bcl-2 et Apaf-1. Cette

derniére intervenant dans I'initiation des caspases 168169,

3.5.2.1 LA FAMILLE BCL-2

Tout d’abord, la protéine Bcl-2 était considérée comme un proto-oncogene. Par la
suite, le groupe de Adams a démontré que Bcl-2 inhibait I'apoptose plutot que d’activer la
prolifération cellulaire 170. L'importance de cette protéine comme régulateur de la mort
cellulaire a été confirmée par les souris déficientes en Bcl-2 qui sont caractérisées par une
mort programmée massive des lymphocytes, des cellules rénales et des mélanocytes 171.
La découverte de protéines homologues de Bcl-2 a permis I'identification d"une famille de
protéines pro- ou anti-apoptotiques 172 Cette famille compte prés de vingt membres
possédant au moins un des quatre domaines BH : BH1 a BH4 (BCL-2 Homology domain). La
sous-famille nommée Bcl-2 comprend les protéines anti-apoptotiques tandis que les sous-
familles Bax et BH3 contiennent les protéines pro-apoptotiques. Le ratio entre les
membres pro et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 régule la réponse cellulaire suite a un

stimulus apoptotique.

La sous-famille Bcl-2 est formée, entre autre, de : Bcl-2, Bcl-W et Bcl-XL. Les protéines
de cette famille possedent un domaine transmembranaire qui permet leur ancrage au
niveau de la membrane externe des mitochondries, du réticulum endoplasmique ou de la
membrane nucléaire. Alors que Bcl-2 est liée en permanence a la membrane, Bcl-W et Bcl-
XL s’y associent seulement lorsque I'apoptose est enclenchée. Ces protéines interviennent
dans le processus apoptotique de facon spécifique a un type cellulaire 173. Par exemple,
Bcl-2 est exprimé au niveau des lymphocytes, des cardiomyocytes, des cellules rénales et
placentaires 158171174 tandis que Bcl-W et Bcl-XL sont respectivement retrouvées dans les
cellules germinales et neuronales 175176, La protéine Bcl-2 est la plus connue de nos jours.
Elle contrdle négativement I'initiation de la caspase-2, premiére caspase impliquée dans la
cascade apoptotique. Par son effet anti-apoptotique, Bcl-2 participe au maintien de
l'intégrité de la mitochondrie en empéchant I'association des protéines pro-apoptotiques

Bax et Bak.
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La sous-famille Bax est composée de trois membres pro-apoptotique : Bax, Bak et
Mtd/Bok 177. Les protéines Bax et Bak sont retrouvées au niveau de plusieurs organes
alors que l'expression de Bok est limitée dans certains tissus reproducteurs tels que
l'ovaire, I'utérus et les testicules 178. En condition non-apoptotique, Bax est un monomere
librement exprimé au niveau du cytoplasme de la cellule. Lors d'un signal d’apoptose,
plusieurs molécules de Bax forment un complexe et s'insérent au niveau de la membrane
externe des mitochondries 17°. Agissant de concert, Bax et Bak participent a la
perméabilisation de la membrane mitochondriale amenant la relache du cytochrome c,
molécule impliquée dans l'activation des caspases (Figure 12). Elles sont aussi
responsables de la perte du potentiel mitochondrial . De plus, ces deux protéines pro-
apoptotiques permettent I'induction des caspases par la libération du calcium intra-

réticulum endoplasmique 181.

La sous-famille BH3 est constituée de plus de huit membres dont les plus connues sont
Bid, Bad, Bik, Brk et Bim. Ces protéines, comme celles de la sous-famille BAX, ont une
fonction pro-apoptotique. Certaines de ces protéines sont impliquées pendant le
développement embryonnaire et au cours des maladies dégénératives 182, Les protéines de
la sous-famille BH3 s’opposent aux effets anti-apoptotiques de Bcl-2. Par exemple, Bcl-2
assure la survie cellulaire dans les cellules épithéliales du rein, les myélocytes et les
mélanocytes. En son absence, la protéine pro-apoptotique Bim induit I'apoptose de ces

cellules 183,

3.5.2.2 LES CASPASES

Les caspases font partie d'une famille de protéases a cystéines et sont essentiellement
retrouvées au sein de plusieurs voies menant a I'apoptose. Cette famille de protéines
compte, a ce jour, 14 membres qui sont constitutivement présents dans la cellule et trés
conservés a travers les especes 8. Les caspases-1 a -10 de méme que la caspase-14 ont été
identifiées chez les mammiféres. Les caspases-11 et -12 exprimées chez la souris sont des
homologues des caspases-4 et -5 de 'homme, tandis que la caspase-13 bovine est un

homologue de la caspase-4 humaine 8. La présence d'une pseudo caspase-12 a aussi été
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identifiée chez I'humain 1%. Selon leur fonction apoptotique ou non, les caspases sont
réparties en trois groupes. Le premier groupe inclut des protéines pouvant étre ou non
impliquées dans la cascade apoptotique. Par exemple, chez I'humain, les caspases -1, -4 et
-5 jouent aussi un role dans I'activation de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'interleukine-1 et -18 tandis que la caspase-14 est une protéine non-apoptotique
participant a la différenciation des kératinocytes 187189, Les caspases impliquées dans les
processus apoptotiques se subdivisent en deux catégories, initiatrices (caspases-8, -9 et 10)
ou effectrices (caspases-3, -4 et -7). En condition non-apoptotique, toutes les caspases
présentes dans la cellule sont inactives. Suite a un signal apoptotique, les caspases
initiatrices sont auto-activées. Par exemple, I'activation de la caspase-8 se produit lorsque
FasL se lie a son récepteur et celle de la caspase-9 est facilitée par la relache du cytochrome
¢ mitochondrial et de Apafl (figure 12). Ensuite, les caspases initiatrices activées clivent
les Ca;pases effectrices sur les résidus aspartate (Asp), les rendant a leur tour active. Ainsi,
la caspase-9 sera responsable de I'activation des caspases-3 ou -7. Une fois activées, les
caspases effectrices agissent de fagon protéolytique sur une variété de cible cellulaire telles
que I'actine et les protéines régulatrices de l'intégrité de ' ADN. Ce processus induit sa

fragmentation et, par conséquent, conduit a la mort cellulaire (pour une revue 188).
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4 LA GROSSESSE

La grossesse est une condition particuliere ott la morphologie et physiologie de la
femme se transforment afin de permettre le développement d'un feetus normal. La
grossesse est unique puisque les altérations des différents systémes tel qu’endocrinien,
cardiovasculaire et 7rénal reviennent a la normale aprés I'accouchement.
Malheureusement, plusieurs pathologies peuvent survenir au cours de la grossesse et
entraver le développement et la croissance feetale ainsi que le bien-étre maternel. Une
revue des changements et mécanismes de la grossesse normale nous permettra de mieux
comprendre les altérations et le comportement de I'organisme qui surviennent lors de

pathologies obstétricales.
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4.1 SYSTEME CARDIOVASCULAIRE

Au cours de la grossesse, le volume circulant hausse progressivement a partir de la

6ieme semaine pour atteindre un maximum vers la 30éme semaine de grossesse. A ce stade,
le volume circulant a augmenté de 40% comparativement & une nullipare et restera stable
jusqu’a terme 19, Cette élévation du volume plasmatique est relativement plus importante
que l'augmentation de la masse d’érythrocytes résultant en une hémodilution et une
diminution de la concentration en hémoglobine 191192, Cette hausse de volume facilite
I'échange foeto-maternel en nutriments, métabolites et gaz et aide a palier a I'importante
perte de sang lors de I'accouchement. Le débit cardiaque augmente & un degré similaire
au volume circulant. Au cours du premier trimestre, le débit cardiaque est 30-40% plus
important que chez la femme non-enceinte 1%. Par échographie Doppler, le débit
cardiaque passe d'une moyenne de 6.7 litres/minute a 8-11 semaines & environ
8.7 litres/minute a 36-39 semaines. Cette hausse est due principalement a une
augmentation du volume systolique (35%) et, & un moindre degré, une élévation de la
fréquence cardiaque (15%) 1%4. Chez la rate gestante, prés de 50% de I'augmentation du
volume est atteinte durant la derniére semaine de gestation 191%, Cette hausse est
également accompagnée d'une hémodilution ainsi que d'une élévation du débit cardiaque
197.198, Une diminution de la réactivité aux agents vasoconstricteurs tels que 1'angiotensine
I, la vasopressine et la norépinéphrine est aussi observée au cours de la grossesse
normale. Cette baisse de réactivité est observée au niveau des artéres de résistance tels que
dans les arteres mésentériques et les artéres de conduit comme l'aorte 19921 Cette
diminution de réactivité semble importante au déroulement de la grossesse normale
puisque dans des cas d"hypertension de grossesse et de pré-éclampsie, elle ne se manifeste

pas 202,

La grossesse améne aussi des changements au niveau de la pression artérielle. Bien
que le volume circulant et I'activité du SRAA soient augmentés, une diminution de
pression artérielle est observée vers la 20i¢me semaine chez la femme et vers le jour 18 chez
la rate 203204, La courbe de pression artérielle dans le temps est différente entre les especes.

Chez la femme, la baisse de pression artérielle survient au premier trimestre et atteint son
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seuil le plus bas pendant le second trimestre pour ensuite revenir a des valeurs pré-
gestationnelles a la fin de la grossesse 205. Chez la rate gestante, la baisse de pression
artérielle est amorcée vers le 17-18@me jour et diminue jusqu’a terme soit au jour 23 204,
Plusieurs hypothéses ont été proposées pour tenter d’expliquer cette baisse paradoxale de
pression artérielle au cours de la grossesse. Par exemple, un changement de la réponse
aux agents vasoconstricteurs tels que 'ANGII 202206, yne diminution fonctionnelle de
l'activité des canaux calciques dépendants du voltage 27 ainsi qu'une augmentation des
vasodilatateurs endogénes comme le NO 202208, Certaines études suggerent aussi que la
pression pourrait étre régulée sous I'action des hormones stéroidiennes placentaires et
ovariennes. Chez la rate gestante, la baisse de pression artérielle coincide avec
'augmentation de la concentration plasmatique de I'estradiol 2. Il semble aussi que la
relaxine, hormone présente a la mi-gestation 219, pourrait aussi étre impliquée dans la
régulation de la pression artérielle chez la rate puisqu’elle induit une baisse de pression
artérielle lorsque donnée a des rates non-gestantes 2. La régulation de la pression
artérielle au cours de la grossesse semble étre soumise a plusieurs mécanismes et d’autres

études sont nécessaires afin de bien les comprendre.

4.2 SYSTEME RENAL

D'importants changements ont lieu au niveau de 'homéostasie des liquides et du
sodium corporel afin de maintenir un flot utéro-placentaire adéquat. Pour ce faire, le rein
maintient 'équilibre hydrique et retient le sodium. Pendant la gestation, une
augmentation du débit de filtration glomérulaire (DFG) ainsi que du débit sanguin rénal a
lieu tant chez la femme que chez la rate 211212, En fait, chez la femme, a la fin du premier
trimestre, le DFG augmente de prés de 40 a 50% au dessus des valeurs pré-gestationnelles
23, Chez la rate gestante, une augmentation de 20 a 30% du DFG a lieu 24, Cependant, le
moment ou cette hausse survient reste encore controversé entre la mi-gestation et la fin de
celle-ci 212215, Au cours de la grossesse normale chez la femme, cette augmentation de la
filtration glomérulaire meéne a une élévation de la fraction d’excrétion de I'albumine. Cette
protéinurie physiologique ne dépasse que rarement 250mg d’albumine/24h et est

considérée non dommageable pour I'équilibre rénal de la meére. Une valeur supérieure a
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500mg d’albumine/24h est considérée pathologique. Chez la rate gestante, les valeurs
normales de protéinurie sont controversées 216218, Cette différence entre les études semble
étre dte a la méthode de prélevement et de mesure des protéines dans les urines.
Cependant, avec des augmentations entre 40 et 80% de la quantité de protéines dans les
urines, comparativement aux groupes témoins, les auteurs ont conclu a une protéinurie

pathologique.

Le débit de filtration glomérulaire est le principal facteur régulant 1'équilibre du
sodium. Afin de prévenir une trop grande perte d’eau et de solutés, la réabsorption rénale
est aussi modifiée au cours de la grossesse 21° La grossesse induit une augmentation de la
rétention de 900mmol de sodium et de 7,5litres d’eau 220. Puisque la rétention d’eau et
proportionnellement plus importante que celle du Na*, sa concentration plasmatique s’en
trouve diminuée. En fait, chez la femme non-enceinte, cette concentration est de
140mEq/L et diminue & des valeurs de 137mEq/L lors de la grossesse. Elle est ainsi
maintenue rigoureusement par les reins. Cette dilution constitue la plus importante
modification rénale. Cette augmentation de la rétention sodique se produit aussi pendant

la derniére semaine de gestation chez la rate 221,

421 SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE

Au cours de la grossesse humaine et murine, on observe une activation du SRAA, tel
que démontré par l'augmentation de l'activité rénine (PRA) et de la concentration
d’aldostérone plasmatique 19216222, Le SRAA est régulé différemment au cours de la
grossesse puisque la concentration d’ANGII plasmatique ne corréle pas avec celle de
I'aldostérone 22, Chez I'humain non-enceinte, une augmentation de l'axe rénine-
angiotensine-aldostérone méne généralement & une hausse de pression artérielle. La
relation pression artérielle-SRAA au cours de la grossesse est paradoxale puisque une
hausse du SRAA est accompagnée d'une diminution de la pression artérielle. Cette
relation paradoxale est aussi présente chez les femmes souffrant de pré-éclamspie ou
I'activation du SRAA est beaucoup plus faible et la pression artérielle est augmentée

comparativement a la grossesse normale. On observe aussi ce phénomene chez la rate
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gestante ot une augmentation de la PRA précede la diminution de la pression artérielle

24

Le groupe de Bird, a démontré une augmentation de l'expression de ' ARNm du
récepteur AT au niveau de I'endothélium et des muscles lisses des arteres utérines chez la
brebis gestante. Cependant, aucun changement n’a été observé dans les muscles lisses des
vaisseaux systémiques 22. La gestation chez la rate entraine une diminution de
I'expression des AT: dans le lit vasculaire utérin 26. Au niveau de la surrénale, I'affinité, le
nombre et la transcription de ' ARNm des AT: ne semblent pas modifiés par la gestation
chez la rate 7. Toutefois, il a été démontré récemment que 1'expression de ' ARNm et de
la protéine du récepteur AT> était diminuée pendant la gestation chez la rate. Lorsque
I'expression des ATz diminue, le ratio AT1/AT> augmente favorisant ainsi les récepteurs

ATy 228,

4.3 SYSTEME ENDOCRINIEN

Chez I'humain, au cours du premier trimestre, le corps jaune est responsable de la
sécrétion de progestérone jusqu'a la 10ime semaine de grossesse. A la fin du premier
trimestre, la sécrétion de progestérone est prise en charge par les cellules du
syncytiotrophoblaste placentaire jusqu'a la fin de la grossesse 229. Les concentrations
plasmatiques de progestérone continue d’augmenter tout au long de la grossesse.
Cependant, certaines études ont démontré que ces concentrations diminuaient a
I'approche de l'accouchement afin de favoriser les contractions utérines. L'enzyme
responsable de la conversion de la prégnénolone (3f-hydroxystéroide déhydrogénase) en
progestérone n’est pas exprimée par la surrénale foetale 20, la progestérone placentaire
constitue donc le substrat nécessaire a la production de glucocorticoides et de
minéralocorticoides par la surrénale feetale. Chez la rate gestante, le corps jaune assure la

production de la progestérone tout au long de la gestation 1.

Les cestrogenes participent a l'implantation, au développement de la glande

mammaire ainsi qu’a la production de prolactine lors de I'accouchement. La production
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d’oestrogeénes est assurée par le corps jaune jusqu’a la 6¢me semaine de grossesse chez
I'humain. Par la suite, tout comme pour la progestérone, le placenta prend la reléve. Le
placenta humain n’exprime pas I'enzyme requise (17-a hydroxylase) pour la synthése des
androgenes (DHEA : Dehydroepiandrosterone), précurseurs des oestrogénes. Les surrénales
et le foie feetaux fournissent les précurseurs (DHEA et DHEA-Sulfate) nécessaires pour la
synthese d’cestriol, d’cestradiol et d’cestrone 22. Cette interaction foeto-maternel est
essentielle pour accomplir la stéroidogénese. Chez la rate gestante, le placenta exprime la
17-a hydroxylase au niveau des trophoblastes géants assurant ainsi sa propre production

d’androgenes.

4.4 ADAPTATIONS METABOLIQUES

La grossesse est caractérisée par des changements au niveau du métabolisme des
carbohydrates et des lipides afin d’assurer un apport continuel en nutriments au foetus 23,
Il existe deux étapes importantes pendant la grossesse ou le métabolisme s’adapte a la
croissance fcetale. Ainsi, la premiére correspond au 6 premiers mois. Cette période est
caractérisée par une croissance limitée du feetus. Au cours de cette phase, une
augmentation de I'emmagasinage des lipides se produit. Ce phénomeéne est observé chez
la femme 2 et chez la rate 2 et semble étre favorisé par 'augmentation des oestrogénes,
de la progestérone et de l'insuline lors de la grossesse 26. Dans le dernier tiers de la
grossesse, la demande énergétique du feetus se fait de plus en plus grande. Ainsi, le
métabolisme de la meére devient catabolique et induit la dégradation des graisses par
lipolyse 27. Vers la fin de la grossesse, on observe une hypoglycémie conséquente a
l'utilisation grandissante du glucose par I'unité foeto-placentaire et 4 une diminution de la
gluconéogénese. Bien que durant cette période la lipolyse soit augmentée, le transfert
placentaire des acides gras est relativement faible. Ces acides gras sont utilisés comme
combustible alternatif de premier choix dans la p-oxydation pour produire des corps
cétoniques, directement acheminés vers le foetus et de 1'acétyl-CoA, substrat du cycle de
Krebs 28 Le métabolisme des lipides par la P-oxydation peut générer, de fagon

négligeable, la production de ROS suite a la respiration cellulaire.
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4.5 LE PLACENTA
Le placenta est un organe complexe, fonctionnellement diversifié et autonome. II
fournit, pour le feetus en développement, le systéme respiratoire, rénal, intestinal et
endocrinien. La section suivante sera axée sur la formation du placenta chez I'humain et
chez la rate ainsi que sur 'endocrinologie du placenta dans le déroulement normal de la

grossesse.

451 LEDEVELOPPEMENT DU PLACENTA
CHEZ LA FEMME

La formation du placenta débute par I'implantation du blastocyste, embryon agé de 5
a 10 jours, dans la paroi utérine. La forme définitive du placenta humain est établie dés le
21i¢me jour de grossesse. A la suite de la fécondation, le blastocyste adheére donc a la paroi
utérine afin de s’y implanter et le développement des villosités choriales, unités
fonctionnelles du placenta, est amorcé. Ce processus implique la participation des
cytotrophoblastes. Ces cellules se différencient en suivant deux voies: les
cytotrophoblastes villeux et extravilleux. D'abord, les cytotrophoblastes villeux, cellules
qui entourent le blastocyste, s’accolent a I'épithélium utérin. La prolifération rapide et la
fusion de ces cytotrophoblastes induisent la formation d'un syncytium multinuclé, le
syncytiotrophoblaste. Celui-ci, au caractére trés envahissant va permettre I'intégration
compléte du blastocyte dans la paroi utérine. Des colonnes de trophoblastes en
prolifération vont par la suite pénétrées a l'intérieur du stroma utérin pour induire la
formation des villosités placentaires. Ces villosités se divisent en deux types : les villosités
flottantes, situées dans I'espace intervilleuse et les villosités crampons, ancrées au sein de
I'utérus. Ces villositées sont complétement entourées par le syncytiotrophoblaste (Figure
13). Ce dernier possede de multiples propriétés dont une fonction hormonale et des

fonctions d’échanges et d’absorption 239243,
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Figure 13: Développement du placenta humain.
Adaptée de Malassiné et al, 2003.

Les cytotrophoblastes extravilleux sont situés au niveau des villosités crampons,
villosités directement en contact avec la paroi utérine (Figure 13). Ces cytotrophoblastes
forment des colonnes cellulaires et possedent des propriétés envahissantes. Ces cellules
sont ainsi responsables de l'invasion trophoblastique. Cette invasion implique deux
processus. D’abord, les cytotrophoblastes extravilleux proliferent et migrent dans
I'endométre maternel ot ils se différencient en cellules géantes multinucléées. Toutefois,
les cytotrophoblastes extravilleux vont surtout envahir I'utérus jusqu’au myometre utérin.
Lors de cet envahissement, ceux-ci érodent les artéres utéro-placentaires maternelles et se
substituent, & quelques endroits, aux cellules endothéliales 29. Ce processus confére a ces
vaisseaux une faible impédance et les rend insensibles aux différentes stimulations
vasomotrices 244, Cette nouvelle condition vasculaire permet l'augmentation du flux
sanguin afin de répondre aux demandes métaboliques feetales. De plus, elle permet
l'irrigation constante des espaces intervilleuses, réservoir de sang maternel. Ainsi, au
début du deuxiéme trimestre, le placenta est constitué de plusieurs villosités choriales,
chacune d’elle étant composée d’un vaste et profond réseau de vaisseaux fcetaux au sein
méme du tissu maternel. Ces villosités sont le lieu des échanges foeto-maternels. Au fur et
a mesure que le terme de la grossesse approche, le nombre des cytotrophoblastes décroit
tandis que celui des syncytiotrophoblastes augmente favorisant la formation des villosités
choriales (Figure 14). Le placenta humain est dit hémomonochorial puisqu'une seule

couche de syncytiotrophoblastes sépare la circulation maternelle des vaisseaux feetaux 0.
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Figure 14: Structure définitive du placenta
Tirée de: Tortora et Grabowski, 2001.

CHEZ LES RONGEURS

Le placenta des rongeurs differe du placenta humain au niveau de sa morphologie
et de son role endocrinien. Cependant, le placenta des rongeurs se développe de facon
discoide et invasive tout comme chez la femme. Chez la rate, les embryons sont distribués
dans la corne utérine par des contractions de I'utérus et sont implantés sur le coté anti-
mésométrial 1%. Cependant, la structure placentaire est formée du coté mésométrial
(Figure 15-A). Suite a l'implantation du blastocyste a la paroi utérine, un cone pré-
placentaire constitué de petits trophoblastes se crée. C'est a partir de cette structure que le
placenta est formé. Tout comme chez la femme, I'invasion trophoblastique est présente et
survient en deux voies: une invasion interstitielle et une invasion endovasculaire.
Toutefois, chez 'humain, I'invasion interstitielle précede I'invasion endovasculaire tandis

que chez la rate ces deux phénoménes semblent survenir dans un méme temps 245. Chez la

rate, I'invasion trophoblastique débute entre les jours 15 et 17 pour se terminer au jour
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feetaux sont entrelacés par les capillaires maternels. Au pourtour de ces labyrinthes, une
derniere couche de cellules est présente faisant face au myometre utérin. Ces cellules
comprennent des trophospongium et des trophoblastes géants. Ces derniéres, qui sont
responsables de l'invasion trophoblastique au début de la formation du placenta,

possédent des caractéristiques nécrotiques a la fin de la gestation. 1%.

Vaisseaux foetaux
Artéres utérines

A "N \\\‘\ Labyrinthe

Arteres spiralées N N T N7 o \.\,\\
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Trophoblaste Trophospongium
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Artére maternelle centrale

Figure 16: Structure définitive du placenta chez la rate gestante.
Adaptée de: http.//medicine.ucsd.edu/cpafrat.html

4.5.2 CIRCULATION FOETO-MATERNELLE

La formation du placenta tant chez la femme que chez les rongeurs induit la mise en
place de la circulation foeto-maternelle. La circulation utérine subit un remodelage
important au cours de la grossesse afin de faire face a I'importante augmentation du débit
sanguin. Cette élévation du flot sanguin permet d'une part I'apport en nutriment
nécessaire au foetus et d’autre part, I'élimination des déchets métaboliques foetaux. Des
études menées chez la rate gestante ont montré que la vascularisation utérine subit une
hypertrophie et une hyperplasie 8. De plus, il a été démontré que le diametre ainsi que la
résistance a I'étirement des vaisseaux utérins augmentent de prés du double au cours de
la gestation chez le rat 2. Ce remodelage s’effectue aussi au niveau des veines. En effet,

une augmentation du diametre des veines utérines est aussi observée 20,
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4,5.3 FONCTIONS ENDOCRINES DU PLACENTA

Outre les fonctions stéroidogéniques discutées dans la section 4.3, le placenta est

capable de synthese de diverses autres hormones ayant des propriétés vasoactives ou non.

HORMONES VASOACTIVES

Le placenta humain posséde toute la machinerie cellulaire nécessaire a I'élaboration
d’un systéme rénine-angiotensine local. La rénine et I'angiotensinogéne sont exprimés au
niveau du chorion, de la décidua et des villosités choriales 21.252, De plus, la rénine semble
présente en plus grande quantité pendant le premier trimestre 2. L'enzyme de
conversion de 'ANG est aussi présent dans le placenta assurant la synthése d’ANGII
placentaire et ainsi une mécanique cellulaire du SRA compléte. Des cytokines et
I'endothéline sont aussi produites dans le placenta et sont capables de moduler la relache
de rénine 254255, L’ ANGII placentaire est capable d’'induire la relache de précurseurs dans
la synthése des oestrogenes 2. Chez la rate, peu d’études ont été effectuées concernant la
présence d'un SRA locale. Cependant, il a été démontré que les placentas expriment peu

ou pas de rénine 257 .

Au cours de la grossesse, les prostaglandines, la thromboxane et les isoprostanes
sont impliquées lors de Ilimplantation. De plus ces hormones participent au
développement et a la fonction vasculaire placentaire ainsi qu'aux contractions utérines
lors de I'accouchement. La cascade de I'acide arachidonique semble étre présente au sein
de placenta. Dés le premier trimestre, la PLA; est exprimée dans les cytotrophoblastes
villeux. La synthase de la PGH (PGHS) est aussi exprimée dans ces cellules ainsi que dans
les syncytiotrophoblastes et les cytotrophoblastes extra-villeux. La synthase de la PGE;
(PGES) a été, tant qu’a elle, localisée par immunohistochimie dans les cytotrophoblastes
villeux et extra-villeux 8. Il a été démontré que le placenta produit et sécréte de la
prostacycline, de la thromboxane et des isoprostanes 8185259 Chez la rate, le placenta
produit aussi des prostanoides 20. Au cours de la grossesse normale, une balance est
maintenue entre ces différents agents vasoactifs de sorte que I'environnement placentaire

demeure dans un état d’homéostasie. En cas pathologique, il arrive que 1'équilibre des
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prostanoides soit compromis et ils peuvent étre utilisés comme marqueurs de stress

oxydatif et de dysfonctionnement placentaire 82261,

HORMONES DE CROISSANCES ET HORMONE LACTOGENE PLACENTAIRE

L’hormone lactogéne placentaire (hPL) et 'hormone de croissance humaine (hGH) sont
toutes deux, au cours de la grossesse, des régulateurs importants du métabolisme de la
meére et du feetus (pour une revue 262). De plus, ils participent activement a la croissance
de ce dernier. L’axe hypophysaire maternel, responsable de la synthése du hGH, est
progressivement inhibé pendant la grossesse. En fait, le placenta produit un variant
moléculaire, le hGH-V, qui remplace peu a peu le hGH et devient 'hormone de croissance
prédominante chez la mere. La production du hGH-V est assurée par les
syncytiotrophoblastes. Cette hormone est détectée dans le sang maternel vers la 21ieme
semaine et sa production augmente jusqu'a la semaine 36 pour ensuite rester stable
jusqu’au terme 293, Le hPL est principalement synthétisé dans les syncytiotrophoblastes
apres la 5me semaine de grossesse et augmente jusqu’au terme 2%, Conjointement, le hPL
et le hGH stimulent la production du facteur de croissance de l'insuline (IGF ; insulin-like
growth factor) 263, L'IGF augmente la disponibilité du glucose et des acides aminés pour le

foetus répondant ainsi sa demande métabolique.

HORMONE ADRENOCORTICOTROPHINE

Au niveau systémique, la corticolibérine ou CRH (corticotrophine releasing hormone) est
une hormone produite par I'hypothalamus et agit sur I'hypophyse afin d’induire la
synthése de I'adrénocorticotrophine (ACTH). L’ACTH intervient au niveau du cortex
surrénalien et provoque la relache du cortisol dans la circulation sanguine. Au sein du
placenta, le CRH est exprimé dans les cellules cytrophoblastiques et selon une action
paracrine sur le syncytiotrophoblaste, il induit la production de I'ACTH placentaire.
L’ACTH ainsi formée pourrait contribuer a l'augmentation du cortisol plasmatique
observé pendant la grossesse. De plus, il semble que le CRH posséde une propriété

vasodilatatrice utéroplacentaire 264,
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HORMONES GONADOTROPHINE CHORIONIQUE
Le GnRH (Gonadotrophin releasing hormone) retrouvé dans les cytotrophoblastes
stimule la synthése de la gonadotrophine chorionique (CG) par le syncytiotrophoblaste 265.
Le hCG est détecté dans le plasma maternel vers le 8i¢me jour de grossesse pour atteindre
un maximum a 16 semaines 264. Puis, sa concentration diminue et reste & de bas niveaux
jusqu’a terme. Le hCG jouerait un réle dans le maintien du corps jaune en début de la
grossesse par une action luthéotrope. II est aussi impliqué dans la stéroidogénese fcetale
ainsi que dans la croissance du placenta. L'inhibine et I'activine produite par le placenta
semble agir de fagon paracrine et induisent respectivement une diminution et une

augmentation de la production du hCG 264

Chez la rate, la présence du CG reste controversée. Certain n'ont pas détecté sa
présence 266, Cependant, il a été suggéré que le placenta murin possédait une activité
similaire & cette hormone. En fait, dans les années 1980, la présence d'une protéine ayant
des propriétés structurelles ou conformationnelles semblables au CG a été auggérée %7. De
plus, le groupe de Tepper a observé une activité comparable au CG dans les placentas de
rates 268, Plus récemment, la littérature semble appuyer 1'absence de cette hormone chez

les rongeurs 240,

5 CONDITIONS HYPERTENSIVES DE LA GROSSESSE

Généralement, on considére la grossesse comme une condition anti-hypertensive
puisque chez la femme gravide normotendue ou souffrant d’hypertension chronique, la
pression artérielle diminue 23. Toutefois, il existe des cas ot la grossesse induit une
hypertension chez les femmes normotendues, ou aggrave l'hypertension chronique.
Méme avec des décénnies de recherches intensives, les mécanismes inducteurs impliqués
dans I'étiologie des pathologies hypertensives de la grossesse demeurent encore, a ce jour,

non résolues.
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5.1 CLASSIFICATION

Les pathologies hypertensives de la grossesse représentent une cause majeure de
morbidité et mortalité foetale et maternelle. Entre 7 & 10% des femmes enceintes en
souffrent 2. La classification des pathologies hypertensive de la grossesse a été
déterminée dans les années 90 par le « Working Group on High Blood Pressure in
Pregnancy » 20. Cette classification regroupe cinq types d’hypertension comprenant
I'hypertension gestationnelle, la pré-éclampsie, I'éclampsie, la pré-éclampsie superposée a
I'hypertension chronique et '’hypertension chronique. L'hypertension gestationnelle est
définie par une pression artérielle est supérieure ou égale a 140/90mmHg en absence de
protéinurie. Le diagnostique de pré-éclampsie est déterminé lorsque la femme présente
des critéres minima soit une pression artérielle > a 140/90mmHg apres la 20iéme semaine
de grossesse ainsi qu'une protéinurie. La pré-éclampsie est diagnostiquée de facon plus
efficace lorsque la femme présente, en plus des critéres minimum, une augmentation de la
créatinine plasmatique, une diminution du nombre de plaquettes, une augmentation de
I’hémolyse microangiopathique et des maux de téte persistants. L’éclampsie correspond a
la pré-éclampsie mais accompagnée de convulsions qui ne peuvent pas étre conférées a
autre chose que la pré-éclampsie. L’hypertension chronique est définie par une pression
artérielle > a 140/90mmHg apres la 20#me semaine de grossesse qui persiste environ 12
semaines aprées I'accouchement. La pré-éclampsie superposée est ainsi appelée lorsqu’elle

survient chez des femmes souffrant déja d"hypertension chronique.

5.1.1 PRE-ECLAMPSIE : HYPOTHESES POSTULEES

En plus des caractéristiques mentionnées ci-haut décrivant la pré-éclampsie, cette
maladie se caractérise aussi par plusieurs changements physiologiques et moléculaires.
On observe, entre autre, au niveau maternel, une diminution de 1l'activité rénine et des
concentrations d’ANGII et d’aldostérone plasmatique 271, une augmentation de la réponse
aux vasoconstricteurs tels que I'ANGII 272, une diminution du volume circulant et du débit
sanguin cérébrale et utéro-placentaire ainsi qu'une diminution de la filtration
glomérulaire comparativement a une grossesse normale. Au niveau fecetal, une restriction

de croissance intra-utérine est parfois observée 273. Les différents symptomes maternels
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présents au cours de la pré-éclampsie suggérent que les adaptations physiologiques et
moléculaires a la grossesse normale ne surviennent pas chez les femmes souffrant de ce
désordre. L’étiologie de la pré-éclampsie n'est pas encore connue et sur le plan
physiopathologique, de nombreuses hypothéses ont été proposées. Par exemple, un
défaut de la placentation et une ischémie placentaire, la toxicité des radicaux libres ou une
mauvaise réponse immunologique. La section suivante portera sur les différentes

hypothéses et théories proposées au fil des ans.

5.1.1.1 DEFAUT DE PLACENTATION

L’hypothése d'un défaut de la placentation est fondée, d'une part, par le fait que le
seul traitement véritablement efficace pour la pré-éclampsie est 1'accouchement, soit
I'expulsion du placenta. Cette supposition est appuyée par une incidence élevée de pré-
éclampsie chez des patientes présentant une mole hydatiforme compléete, probléeme
correspondant au développement d'un placenta sans la présence d'un feetus 274, Selon
cette hypothése, un défaut de I'invasion trophoblastique serait la cause de la maladie. Au
cours de la grossesse normale, les cytotrophoblastes extra-villeux envahissent I'endomeétre
maternel en un premier temps et atteignent les arteres spiralées en un deuxiéme temps.
Cet envahissement induit un remodelage de ces arteres, ce qui les rend insensibles aux
agents vasoconstricteurs 2%, Lors d'une invasion absente ou incompléte, les vaisseaux
restent sensibles aux hormones vasoconstrictrices conduisant & un débit sanguin
insuffisant et en conséquence, une ischémie placentaire 2. Ce phénomene est retrouvé
lors de la pré-éclampsie. En effet, I'invasion trophoblastique est peu profonde et la
vascularisation maternelle est pauvre 276. Les mécanismes normaux qui assurent la
vasodilatation ne sont pas présents, I'endothélium de ces vaisseaux étant 1ésé. En
conséquence, la résistance vasculaire utéro-placentaire est plus élevée et est associée a une
diminution de la perfusion utéro-placentaire menant a une ischémie placentaire 25, Cette
ischémie, bien que localisée dans le placenta, aurait un impact sur I'organisme maternel et

feetal, dont une dysfonction endothéliale secondaire.
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5.1.1.2 REPONSE INFLAMMATOIRE NON CONTROLEE

Une hypothése conjointe a la dysfonction endothéliale a été proposée. La grossesse
normale est caractérisée par une réaction inflammatoire généralisée non dommageable
pour la meére et le foetus en développement. Au cours de la pré-éclampsie, cette réponse
serait exagérée et pourrait participer aux multiples symptomes 27. Plusieurs théories ont
été proposées pour expliquer cette réponse inflammatoire. Tout d’abord, des cytokines
telle que le TNF-a, le facteur de croissance de I'endothélium (VEGF; vascular endothelial
growth factor) et l'interleukine-6 sont synthétisées en plus grande quantité dans la
circulation maternelle et dans le placenta 278279 De plus, une plus grande activation des
différents leucocytes est observée 27. Une autre alternative suggere la présence de
microfragments provenant des syncytiotrophoblastes dans la circulation maternelle 2.
Ces fragments sont observés lors de la grossesse normale mais en quantité moindre que
dans la pré-éclampsie. Ces microfragments, relachés dés le début de la grossesse, seraient

pro-inflammatoires et porteraient atteinte a 'endothélium des vaisseaux 2.

5.1.1.3 HYPOTHESE DE NATURE GENETIQUE

Une composante génétique semble étre impliquée dans le développement de la pré-
éclampsie. L'étude familliale incluant 600 participantes sceurs, filles et petites filles de
femmes ayant souffert de pré-éclampsie a démontré que le risque d’étre atteint de cette
maladie est augmenté, suggérant ainsi un caractére héréditaire 282. Le groupe de Salonen
a, quant a lui, démontré une augmentation de l'incidende de la maladie chez des jumelles
monozygotiques. Dans un groupe de 916 patientes, 63 ont développés la pré-éclampsie et
32 d’entre elles étaient des jumelles 2. Plusieurs genes ont été proposés pour expliquer le
développement de la pré-éclampsie. Par exemple, la fréquence de I'expression d'un
variant moléculaire de I'angiotensinogene est augmentée chez les femmes souffrant de ce
désordre 24, Ce gene a aussi été caractérisé lors de I'hypertension essentielle 2%. Plusieurs
autres études ont démontré une association entre cette pathologie et le polymorphisme
d'un certain nombre de genes tels que le TNF-o 2%, la méthylenetétrahydrofolate
réductase 27 et les synthases du NO 288289, Cependant, ces études ont été effectuées sur un

nombre limité de patientes. La complexité de la pré-éclampsie ainsi que les différents
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phénotypes présents nécessitent donc une approche plus large afin de valider ces

informations.

5.1.1.4 HYPOTHESE A CARACTERE IMMUNOLOGIQUE

Le risque de développer une pré-éclampsie est particulierement important lors d'une
premiére grossesse. Ce concept met en cause la participation des antigénes paternels.
Plusieurs études épidémiologiques ont donc été entreprises. En utilisant prés de 5000
patients nullipares et multipares, le groupe de Trupin démontre qu'une grossesse
précédente avec le méme pére diminue le risque de développer la pré-éclampsie chez les
multipares 2%. Ceci serait expliqué par une reconnaissance maternelle des antigénes
paternels. De plus, le groupe de Robillard montre qu'une plus longue période de
cohabitation sexuelle avec le peére et ce, avant la conception, protége contre le
développement de la maladie 1. Ces auteurs suggerent que la pré-éclampsie serait, en
fait, une pathologie de primiparternité plutdt que de primigravidité. Dans le méme sens,
Uzan et ses collaborateurs ont démontré que l'incidence de la pré-éclampsie est plus
élevée chez des femmes multipares ayant changé de conjoint ainsi que lors d’utilisation de

contraceptions mécaniques empéchant le contact avec les antigénes paternels 2%2,

5.1.1.5 DESEQUILIBRE ENTRE LES FORCES OXYDANTES ET ANTI-OXYDANTES

Les ROS et RNOS, en particulier I'anion superoxyde, le NO et ses dérivés peuvent étre
responsables de I'activation des cellules endothéliales, du désordre hypertensif ainsi que
I'atteinte des organes tels que les reins et le coeur survenant au cours de la pré-éclampsie
293 Bien que le stress oxydatif peut étre considéré comme étant la cause ou la conséquence
de I'hypertension de grossesse, il n’en demeure pas moins que I'étude de ce phénoméne
est tres vaste et implique une multitude de cascades, mécanismes et molécules. Les études
sont donc concentrées sur certains marqueurs lipidiques et protéiques présents au niveau
de la cellule, du sang ou des organes. Au niveau plasmatique et placentaire, plusieurs
marqueurs suggerent un déséquilibre entre les forces anti-oxydantes et oxydantes. Par
exemple, une augmentation de la production du 8-iso-PGFz, est détectée dans des

placentas a terme de femmes pré-éclamptiques 8 ainsi qu'une élévation du
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malondyaldéhyde des fractions mitochondriales placentaires de femmes pré-éclamptiques
comparativement a celles de femmes ayant une grossesse normale 2. Ces résultats
suggerent la présence d'une peroxydation lipidique placentaire. La présence des résidus
nitrotyrosines dans le tissu placentaire est élevée au cours de la pré-éclampsie comparé a
la grossesse normale suggérant aussi la présence d'un stress nitrosatif 2%. De plus, le
groupe de Hubel a démontré une augmentation de prés de 50% de la concentration
plasmatique du malondyaldéhyde chez les femmes pré-éclamptiques ?%. Concernant les
antioxydants, il a été démontré récemment qu'une diminution des concentrations de
vitamine C et E, de superoxyde dismutase ainsi que de glutathion peroxydase est présente
dans le plasma de femmes souffrant de ce désordre 272% On a rapporté une
augmentation des vitamines radicalaires plasmatiques telles que le radical ascorbyl au
cours de la pré-éclampsie 2. La présence d'un environnement oxydant lors de cette
maladie semble aussi jouer un role dans la production des eicosanoides. Au cours de la
grossesse normale, le placenta produit des quantités équivalentes de TxA: et de PGl Lors
de la pré-éclampsie, le placenta produit environ 7 fois plus de tromboxane que de PGI..
Ceci engendre un débalancement entre la production de la prostacycline et de la TxA2 en
faveur de la vasoconstriction, de l'agrégation plaquettaire ainsi que d'un état
inflammatoire (Figure 17) (pour une revue 3¥). La cause de ce phénomene n’est pas
connue. Cependant, ce déséquilibre pourrait étre modulé par le stress oxydatif. En fait, il a
été démontré que les lipides peroxydés entrainent une augmentation de la production in
vitro de TxA2 placentaire par stimulation des COXs 2. De plus, il a été démontré que le
plasma de femmes pré-éclamptiques, contenant des lipides peroxydés, est capable
d’inhiber l'activité de la prostacycline synthase dans des cellules endothéliales 301. Ces
mécanismes pourraient étre, en partie, responsables de la dysfonction endothéliale, la

réponse inflammatoire exagérée et la coagulation observée lors de la pré-éclampsie.
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Figure17: Influence d'un stress oxydatif sur la
production de prostacycline et thromboxane.
Adaptée de Walsh et al, 2004.

6 MODELE ANIMAL DE PREECLAMPSIE

Tout comme la plupart des maladies qui surviennent chez I’humain, la pré-éclampsie
demeure difficile & étudier sur le plan organique pour en comprendre les mécanismes qui
dictent son étiologie. Plusieurs modéles animaux de pré-éclampsie ont été élaborés au fil
des ans. Toutefois, certains de ces modeles sont invasifs ou ne représentent que quelques
caractéristiques de la maladie. Au cours de ma maitrise en Sciences Biomédicales, un
modeéle animal de pré-éclampsie expérimentale a été créé au sein du laboratoire d’accueil
216, Ce modele a été élaboré, discuté et décrit au niveau physiologique dans mon mémoire
de maitrise. En bref, un supplément sodique 0.9% donné a des rates gestantes pendant la
derniére semaine de gestation induit une diminution du SRAA et empéche la baisse de
pression qui survient au cours de la gestation normale. La pression reste similaire a celle
des rates non-gestantes témoins. La quantité de protéines urinaires et les concentrations
des électrolytes urinaires et plasmatiques ne différent pas de celles des rates gestantes
témoins. Par contre, si un supplément de 1.8% NaCl est donné, les rates gestantes
développent une hausse de pression artérielle, une diminution de l'activité du SRAA qui
rejoint les valeurs des rates non-gestantes témoins, une protéinurie, une diminution du

volume circulant ainsi qu'une restriction de croissance fcetale. De plus, ces rates
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démontrent une diminution du diamétre des artéres utérines 302 et une augmentation de la
réactivité vasculaire 303. Les caractéristiques observées dans ce modéle représentent les
signes cliniques retrouvés lors des cas de pré-éclampsie chez la femme. Les rates non-
gestantes recevant le supplément sodique 0.9% ou 1.8% ne montrent aucun changement
au niveau de la pression artérielle et au niveau des concentrations plasmatiques et
urinaires de sodium et potassium suggérant que 1'homéostasie générale est conservée
chez ces rates. Ainsi, le modele animal de pré-éclampsie décrit ci-haut est a I'origine de

mes travaux de doctorat et de la présente thése.
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7 HYPOTHESE

La pré-éclampsie est une maladie multisystémique hypertensive dont I'étiologie n’est
pas encore élucidée. Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer son
développement dont une étant liée a la présence d'un stress oxydatif/nitrosatif au niveau
plasmatique et placentaire chez la femme 8130430 Dans le laboratoire, nous avons
développé un modeéle animal de pré-éclampsie expérimentale en donnant un supplément
sodique pendant la derniére semaine de gestation chez la rate. Au cours de la grossesse
normale, l'organisme maternel subit plusieurs changements physiologiques et
moléculaires afin de s’adapter au feetus et lui fournir les nutriments nécessaires a sa
croissance. Cependant, nous avons démontré que le nouvel équilibre qui se met en place
pendant cette condition peut étre fragile. En effet, un apport riche en sodium empéche la
baisse normale de pression artérielle et induit une restriction de croissance intrautérine.
Nous émettons I'hypothése qu'un supplément sodique induit un stress oxydatif au sein
des organes cibles responsables de la nutrition fcetale et de la régulation de la pression
artérielle. Ainsi, le premier objectif de cette thése était de déterminer si, dans notre modele
animal, la présence d'un déséquilibre entre les forces oxydantes et anti-oxydantes était
retrouvée dans le placenta. Le second objectif de mes travaux était d’analyser des
parametres selon leur implication dans le stress oxydatif/nitrosatif, l'apoptose,
lI'inflammation, le transport du sodium et le métabolisme du glucose dans le rein et le
ceeur. Ces travaux nous apporteront une meilleure compréhension des mécanismes
cellulaires impliqués dans la réponse inappropriée de la grossesse suivant une
perturbation maternelle. De plus, ceci nous donnera une image précise de I'atteinte

cellulaire qui peut étre présente a la fin de la gestation, au sein des organes ciblés.

Les chapitres suivants comportent les deux manuscrits qui ont été écrits suite a la

réalisation de mes études de doctorat.



CHAPITRE 2

PLACENTAL OXIDATIVE STRESS IN A RAT MODEL OF
PREECLAMPSIA

Annie Beauséjour, Karine Bibeau, Jean-Claude Lavoie, Jean St-Louis et Michele Brochu
Placenta. 2007 Jan;28(1):52-8. Epub 2006 Feb 8.
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PLACENTAL OXIDATIVE STRESS IN A RAT MODEL OF PREECLAMPSIA

Le développement de la pré-éclampsie est associé a une insulte maternelle pouvant
étre lié & un défaut de la fonction placentaire. En donnant un supplément sodique (0.9%
ou 1.8% NaCl dans I'eau de breuvage) pendant la derniére semaine de gestation chez la
rate, nous avons développé un modéle animal ou plusieurs caractéristiques de la pré-
éclampsie sont rencontrées telles qu'une augmentation de la pression artérielle, une
diminution du volume circulant et de l'activité du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone. Le but de la présente était de déterminer, dans ce modele, si une
perturbation maternelle méne a un stress oxydatif placentaire. Pour ce faire, des rates
gestantes Sprague-Dawley recevant I'eau salée ont été comparées a des rates gestantes
recevant I'eau du robinet. Des marqueurs de stress oxydatif, d’apoptose, la production
d’hormones vasoactives (thromboxane, TxB2; et prostacyclin, PGFi,) ainsi que
I'expression d’une cytokine pro-inflammatoire (tumour necrosis factor-alpha; TNF-a)
ont été mesurés dans les placentas. Chez les rates recevant le supplément 1.8% NaCl,
les niveaux de 8-i50-PGFa,, le ratio TxB2/6-keto-PGFi,, I'expression de I’ ARN total du
TNF-o, ainsi que I'index apoptotique (ratio Bax/Bcl-2) et I'expression de la synthase du
NO endothéliale (eNOS) sont augmentées alors que le contenu total du glutathion est
diminué. Chez les rates recevant le supplément sodique de 1.8%, ces résultats
démontrent qu'une insulte au niveau maternel pendant la gestation induit un
déséquilibre au sein de l'environnement oxydatif du placenta favorisant 1'oxydation.
De plus, cet état d’oxydation est accompagné d'une augmentation de la synthese de

substances vasoconstrictrices, du TNF-a ainsi du taux d’apoptose placentaire.
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CONDENSATION
Maternal insult by sodium supplement given to pregnant rats for the last week of

gestation induced placental oxidative stress which is similar to preeclampsia in

pregnant women.
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ABSTRACT
The onset of preeclampsia is associated with increased maternal insult that could

affect placental function. By increasing sodium intake (0.9% or 1.8% NaCl in drinking
water) during the last week of gestation in the rat, we developed an animal model that
shows many characteristics of preeclampsia such as increased blood pressure,
decreased circulatory volume and diminished activity of the renin-angiotensin-
aldosterone system. The aim of the present study was to determine in this model
whether maternal perturbations in pregnancy lead to placental oxidative stress.
Sprague-Dawley pregnant rats receiving salted-water were compared to not-
supplemented pregnant rat. Markers of oxidative stress, ensuing cell death, and
changes in the production of vasoactive substances (prostanoids: thromboxane, TxB2;
and prostacyclin, PGF1,) and the pro-inflammatory cytokine tumour necrosis factor-
alpha (TNF-a) were measured in the placenta. In tissue from pregnant rats on 1.8%
NaCl supplement, 8-iso-PGF», levels, TxB2/6-keto-PGF1, ratios, total TNF-o RNA
expression, as well as the apoptotic index (Bax/Bcl-2 ratio) and endothelial nitric oxide
synthase protein expression increase while total glutathione content decreases. These
findings demonstrate that maternal insult during gestation induced an imbalance in the
oxidative environment in the placenta favouring oxidation. This was accompanied by
an increased synthesis of vasoconstrictive substances and TNF-a by the placenta as

well as the increased rate of placental cell apoptosis.
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INTRODUCTION
During the second trimester of human pregnancy and the last week of gestation
in the rat, arterial blood pressure decreases despite the marked expansion of plasma
volume and the persistent activation of the renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS) 4, As the cardiovascular changes noted during the last week of gestation in the
rat correlate well with those noted during the second trimester in human pregnancy 45,
the pregnant rat appears to represent a reliable animal model to study hemodynamic
alterations of midpregnancy in humans. Along this line of reasoning, midpregnancy
manifestations of hypertensive disorders may also be studied in comparable rat models
in which disruptions of cardiovascular homeostasis are produced experimentally
during the last gestational week. In support of this, we recently reported that pregnant
rats given sodium supplements (0.9 or 1.8% NaCl) during the last week of gestation,
exhibit many of the clinical features of human preeclampsia > such as decreased RAAS
activity, obliteration of end-pregnancy decrease in blood pressure, and proteinuria. We
also observed a significant decrease in circulating volume. Moreover, in pregnant rats
receiving 1.8% NaCl, the diameter of uterine arcuate artery segment ¢ and placental
weights® are reduced suggesting a decrease in placental perfusion. Finally, pregnant
rats on 0.9 and 1.8% NaCl supplements, like pregnant women with preeclampsia 7, do

not exhibit vascular resistance to vasoconstrictors 8.

Preeclampsia is a frequent and serious complication of human pregnancy,
affecting close to 5% of all pregnancies worldwide. This disorder is associated with
high rates of maternal and fetal mortality and morbidity and is characterized by de novo
onset of hypertension after the 20th week of gestation accompanied by proteinuria °.
During preeclampsia, maternal circulating volume and RAAS activity are decreased
compared to normal pregnancy, organ and tissue blood flow are compromised, and
endothelial cell dysfunction occurs 0. Although the aetiology of preeclampsia is still
unknown, a placental origin is postulated and amply supported by the rapid resolution
of symptoms following parturition. In normal pregnancy, the process of implantation

and trophoblast invasion as well as spiral arteries remodelling take place until the 20-
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22nd week of pregnancy 1! This corresponds to the beginning of the last week of

gestation in rats 12.

Increasing evidence suggests that placental oxidative stress, as a result of
increased superoxide generation, plays an important role in the pathogenesis of
preeclampsia 3. In this regard, superoxides and free radicals generated during
maternal oxidative stress could attack lipids, proteins and nucleic acids, resulting in
placental cell, tissue and organ damage. In addition, maternal oxidative stress could
initiate maternal vascular endothelial dysfunction and induce leukocyte activation 1314,
Alterations in maternal uterine vasculature and placental blood flow could
compromise fetal growth. Leukocyte activation is linked to both haematological
alterations that favour ischemia and thrombosis, as well as increased production of

proteolytic enzymes, free radicals and inflammatory cytokines 1°.

Isoprostanes are considered markers of oxidative stress and lipid peroxidation 16
while glutathione (GSH) is an important endogenous antioxidant that serves to
neutralize reactive oxygen species and lipid peroxides V. Thus, the oxidative status of a
system or tissue is assessed in part by comparing isoprostane and GSH levels.
Normally, the pro-aggregatory and vasoconstrictive activities of thromboxane A2
(TxA2) are opposed by the vasodilatory and platelet dissociating effects of prostacyclin
to maintain vascular haemostasis 8. Oxidative stress has been shown to disrupt this
balance in favour of vasoconstriction and platelet aggregation 1°. A positive feedback
loop has been shown to exist between inflammation and oxidative stress. In this regard,
cytokine synthesis and release from maternal vascular endothelium has been shown to
be upregulated by free radicals 2. Conversely, free radical synthesis is increased by
cytokines like tumour necrosis factor-alpha (TNF-a), a multifunctional cytokine
produced by macrophages, as well as placental decidual and trophoblast cells 2!. It was
suggested that TNF-a is involved in limiting trophoblast invasion 1. This hypothesis
on the role of TNF-a is supported by the increased plasma concentrations of TNF-a. in

women with preeclampsia®. In fact, in these women, a reduced trophoblastic invasion
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have been observed 2. More recently, TNF-a has been shown to promote endothelial

nitric oxide synthase (eNOS) activation and induce endothelial cell apoptosis 4.

In view of the above, we propose that the onset of experimental preeclampsia in
our pregnant rats maintained on NaCl-supplemented diets is noted concomitant with
increased placental oxidative stress and dysfunction. The aim of this study was to
determine whether maternal insult in pregnancy results in placental oxidative stress as
well. Therefore, changes consistent with increased oxidative stress in the placenta as
well as placental cell dysfunction and death will be reflected by changes in placental 8-
isoprostane F2, (8-iso-PGF2,) levels, total GSH content, prostanoid content (TxA2 and
prostacyclin), as well as TNF-oo mRNA expression and eNOS protein expression and

apoptotic index.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Experiments were performed using a total of 18 pregnant female Sprague-Dawley
rats (Charles River Canada, St-Constant, QC) bred and housed as previously described
5. Animals were randomly assigned to 3 equal groups. They were fed a normal diet
containing 0.23% NaCl (Teklad global 18% protein rodent diet, Harlan Teklad;
Montreal, Québec, Canada). The pregnant not-supplemented group (control group)
received tap water throughout the treatment period while the 2 experimental pregnant
groups received 0.9 or 1.8% NaCl solution ad libitum for the last week of gestation
corresponding to day 15 -22 (term = day 23). On day 22 of gestation, animals were
sacrificed by decapitation (0900-0930 AM) and placentas were removed and snap
frozen in liquid nitrogen. This study was approved by the local Animal Care
Committee, which is accredited by the Canadian Council on Animal Care.

Total GSH Determination

Placental samples (100 mg) were homogenized in a 100mM Tris buffer (pH 7.6)
containing ImM EDTA, 10mM L-serine and 10mM borate. After centrifugation at 9500g
x 1 min, supernatant proteins were precipitated with 10% sulfosalicilic acid, pelleted by
centrifugation at 9500g x 1 min and then discarded. Glutathione was assayed in these
final supernatants by an enzymatic colorimetric method 2. Results are expressed as

GSH nmol/mg protein.

Prostanoids and 8-iso-PGF2, measurements

Placental samples (100 mg) were homogenized in 100mM phosphate buffer (pH
7.4) containing 1.5mM NaNs, 04M NaCl, ImM EDTA, and 10uM indomethacin.
Prostanoids and 8-Iso-PGF», were eluted from octadecylsilyl silica columns with
methyl formate and evaporated under vacuum to dryness. Thromboxane B, (TxB;
stable metabolite of TxA>) and 6-ketoprostaglandin Fi, (6-keto-PGFi; stable metabolite
of prostacyclin) levels were measured by radioimmunoassay (Advanced Magnetics,

Boston, MA). Cross-reactivity of the antibodies with other prostanoids is <2%. An
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enzyme immunoassay was used to measure 8-Iso-PGF2, (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI). The specificity of the assay is 100% for 8-isoprostanes and 85 + 3% for 8-iso-
PGFy,; cross-reactivity of the antibody with TxB,, PGEz, and PGFa, is < 0.1%. Results

are expressed as pg/mg protein.

TNF-a gene expression

Total cellular RNA from frozen placentas was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) as described previously 5 before proceeding to Reverse
Transcriptase-PCR analysis. PCR primers specific for TNF-o. and GAPDH (internal

standard) were designed with PRIMER3 (www.genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3 www.cgi) using sequence data from the NCBI database (Table 1).

Single-stranded ¢cDNA was generated by reverse transcription (SuperScriptTM II
RNase H-Reverse Transcriptase, Invitrogen). PCR (Taq DNA Polymerase, Invitrogen)
was performed according to the procedure detailed by the manufacturer. The
annealing step was carried out for 1 min at either 52°C for TNF-a. or 51°C for GAPDH.
The extension step was performed for 1 min at 72°C. PCR results were taken during the
exponential phase. The number of cycles needed for amplification was determined for
each gene (32 for TNF-o; 20 for GAPDH). Water was used as negative control. PCR
products were electrophoresed on 1% agarose gels containing ethidium bromide.
Amplification products (a 112-bp fragment for TNF-a and a 369-bp fragment for
GAPDH) were quantified using Alpha Imager software (Alpha Innotech Corporation,

San Leandro, CA). Results are expressed as densitometric units relative to GAPDH.

eNOS expression and apoptosis

These parameters were measured by western blot. One hundred mg of frozen
powder from each placenta were homogenized in either 20 mmol/L HEPES buffer (pH
7.5) containing 5uM pepstatin A, 5uM leupeptin, 1uM aprotinin (for eNOS) or lysis
buffer containing 10mM Tris-HCl, 4mMp-glycerophosphate, 4mM NaF, 1ImM EDTA,
2mM EGTA, 0.2mM Na3VOy, 1% Triton X-100, 0.5mM PMSF, 5uM leupeptin, 5mM
dithiotreitol (DTT), 1uM microcystine, 5uM benzamidine (for Bax or Bcl-2) and
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centrifuged at either 850g x 15 min (for eNOS) or 16,000g x 15 min (for Bax or Bcl-2).
Supernatants collected were then resuspended in Laemmli buffer. For comparative
purposes, equal amounts of placental protein (60 pug /lane for eNOS or 65ug /lane for
Bax or Bcl-2) were separated by SDS polyacrylamide (7.5% for eNOS or 5-15% for Bax
or Bcl-2) gel electrophoresis and then transferred electrophoretically to nitrocellulose
membranes (Hybond ECL, Amersham Bioscience inc, Baie d'Urfé, QC). Membranes
were blocked for 1 hr at room temperature in 5% skim milk in Tris-buffered saline
/01% Tween 20 (TBST) and then incubated with either mouse anti-eNOS (BD
Transduction Laboratories, Mississauga, ON), mouse anti-Bax (BD Transduction
Laboratories) or mouse anti-Bcl-2 antibodies (Santacruz, Santa Cruz, CA) (all diluted
1:1,000 in TBST) overnight at 4°C, washed, and then incubated with horseradish
peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG (1:5,000 in TBST; Amersham) for 45 min
at room temperature. Equal protein loading was determined on duplicate gels using
mouse anti-B-actin primary antibodies (Abcam, Cambridge, MA). Immunoreactive
bands were visualized with the enhanced ECL chemoluminescence detection system
(Amersham, Piscataway, NJ). Bands were quantified using Alpha Imager software
(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA). Results are expressed as

densitometric units relative to GAPDH.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a one-way ANOVA to assess the effect of
0.9 and 1.8% NaCl supplement compared with their pregnant control groups. Results
are expressed as means + SE with P< 0.05 considered to be significant. Six pregnant rats

were used per experimental condition and 3-4 placentas examined per dam.
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RESULTS
Total GSH and 8-is0-PGF;
A significant decrease in placental GSH is observed in pregnant rats maintained on
1.8% NaCl supplement (Fig.1A). Although placental 8-iso-PGFz, levels increase in
animals maintained on NaCl-supplemented water, they only reach statistical

significance in the rats receiving 1.8% NaCl (Fig.1B).

Prostanoids

When compared to control animals, placental TxB; increases significantly in rats
receiving 1.8% NaCl (Fig.2A). In contrast, levels of 6-keto-PGF1, decrease in placenta
from rats receiving both 0.9 and 1.8% NaCl supplements. This decrease is only
significantly different from controls in placental samples from rats on 1.8% NaCl
supplement (Fig 2B). As a result, the TxBy/6-keto-PGFi, ratio also increases
significantly in placenta from the pregnant rats on 1.8% NaCl supplement when

compared to control pregnant animals (Fig. 2C).

TNF-a gene expression

Expression of TNF-oo mRNA his found to increase significantly in placenta from
pregnant rats on the 1.8% NaCl supplement when compared to non-supplemented
controls. In contrast, no change in TNF-o. mRNA expression is noted in placenta from

pregnant animals on the lower (0.9%) NaCl supplement (Fig.3).

eNOS protein expression

As shown in figure 4, eNOS immunoreactive band intensity is greater in placental
samples from pregnant rats receiving 1.8% NaCl supplement when compared to those
of controls. Furthermore, expression of eNOS protein (when converted to arbitrary
units by densitometric analyses) increases significantly in placenta from pregnant

animals on 1.8% NaCl supplement when compared to controls.
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Apoptosis
The ratio of apoptosis-promoting Bax to apoptosis-inhibiting Bcl-2 is often
considered a useful index of cell death or survival %28, In a representative western blot
(Fig. 5A), the intensities of the Bax immunoreactive bands are evidently higher in
placental samples from pregnant rats receiving 0.9 and 1.8% NaCl when compared to
those from control animals. In contrast, Bcl-2 immunoreactivity is similar in placenta
from all groups of rats (Fig. 5B). From densitometric analyses, expression of both Bax
(expressed in arbitrary units) increases significantly in both groups of rats on NaCl
supplements when compared to control (Fig. 5C). However, the Bax/Bcl-2 ratio is only
found to be significantly higher in placental samples from rats on the 1.8% NaCl
supplement (Fig. 5C).
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Di1SCUSSION
Although there is no indication in the literature that the incidence of preeclampsia
increases with increased salt consumption, or, that alternatively, low salt intake
prevents the development of gestational hypertension 2, epidemiological studies do
demonstrate a small yet significant correlation between salt intake and hypertension in
humans 30. It is for this reason that we decided to explore the usefulness of
manipulating dietary sodium intake during pregnancy in the rat to develop an animal
model for studying the maternal manifestation of preeclampsia. In this regard, we
previously found and reported that high NaCl supplements (0.9 or 1.8% in drinking
water) given to pregnant rats during the last week of gestation prevent the pregnancy-
induced decrease in blood pressure 5. Furthermore, the higher NaCl supplement (1.8%)
induced physiological changes in these pregnant rats reminiscent of those noted in
preeclampsia in humans 5. The usefulness of this animal model for studying the
pathophysiology and aetiology of preeclampsia depends however, upon its further

validation, the aim of the current investigation.

This study demonstrates that a “maternal insult” herein increased sodium intake,
can result in placental oxidative stress by the end of gestation. This supports the
increasing evidence that placental oxidative stress plays an important role in the onset
of preeclampsia. In this regard, the placenta has been shown to be a major source of
lipid peroxidation in preeclampsia 4. Furthermore, levels of isoprostanes, useful
markers of oxidative stress and lipid peroxidation, increase in maternal plasma and
placenta during preeclampsia in a manner directly proportional to the severity of this
disorder 1631, In most biological systems, antioxidant defence systems operate to control
or neutralize levels of free radicals 32. However, when free radicals are produced in
excess, they may deplete endogenous antioxidant stores 3. In preeclampsia, decreased
levels of GSH in erythrocytes, plasma and placentas 3435 suggest that the free radical
scavenging capacity of several keys systems and tissues, including the placenta, are
compromised. In agreement with these findings we presently report a significant

decrease in GSH content in placenta from our pregnant rats maintained on the 1.8%
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NaCl supplement. Furthermore, the depletion of endogenous antioxidants like GSH in
the placenta from our rats on the 1.8% NaCl supplement appears to be due to increased
lipid peroxidation. This is supported by our finding that placental levels of 8-is0-PGFz,

increase in these animals as well.

During normal term pregnancy, prostanoid production increases in utero-placental
regions 36%7. The vasoconstrictive and pro-aggregatory effects of TxA2 countered by the
vasodilatory and platelet dissociating activities of prostacyclin serve to maintain
normal maternal and uteroplacental circulation 8. In preeclampsia, the
TxAx:prostacyclin ratio has been shown to be altered in favour of vasoconstriction and
platelet aggregation 8. Increased oxidative stress during preeclampsia has been
suggested to drive this phenomenon. In support of this, lipid peroxides have been
documented to inhibit prostacyclin synthase 3? and induce or not alter the activity of
TxA2 synthase 3. In placenta from our pregnant rats on the 1.8% NaCl supplement,
levels of TxB: (stable metabolite of TxA») increase, while those of 6-keto-PGF, (stable
metabolite of prostacyclin), decrease. These changes in placental prostanoids in our rat
model, like those noted in human preeclampsia, favour vasoconstriction and take place
in a manner consistent with increased lipid peroxidation. Furthermore, this change in
placental prostanoid synthesis in our animal model could impact uteroplacental blood
flow and limit placental exchange and nutrient supply. Consistent with this, we have
previously shown a decrease of 13% in placental and fetal weight without changes in

number of pups in the rats on 1.8% NaCl supplement 5.

Preeclampsia is also characterized by increased in the maternal inflammatory
response, endothelial dysfunction and poor placental function?® ; the latter being the
decreased ability of the placenta to supply nutrients to the fetus and remove metabolic
products. Expression of the inflammatory cytokine, TNF-a, has been shown to be
increased in placenta from women with preeclampsia in a manner that correlates well
with increased oxidative stress 4. In agreement with the above, and in support of

increased oxidative stress, we find TNF-o mRNA levels in placenta from our pregnant
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rats on the 1.8% NaCl-supplemented diet to be significantly greater than those from
pregnant controls. The increase in placental TNF-o. may, as has been shown for
endothelium 24, contribute to the increased rate of apoptosis in placenta from these rats.
Normally, in uncomplicated human pregnancy, apoptotic cell death increases in the
placenta from the first to third trimester 2. Diminished or poor placental function in
human preeclampsia and IUGR are associated with higher than normal rates of
placental cell apoptosis 424. In placenta from pregnant rats on 1.8% NaCl supplement,

Bax: Bcl-2 ratios, which reflect the rate of apoptosis, significantly increase as well.

In this present study, we also find eNOS protein expression to increase in placentas
from rats on the 1.8% NaCl supplement. A similar increase has also been shown in
placenta from preeclamptic women #. This suggests that increased eNOS expression in
the placenta of our animals or of preeclamptic women may represent a compensatory
response to the increase in blood pressure. However, oxidative destruction of NO- by
superoxide leads to peroxinitrite formation. This pro-oxidant can generate nitrotyrosine
which can induce vascular damage in placenta endothelium villous and contribute to
the increased placenta vascular resistance seen in preeclampsia 4. The increase of
eNOS may, as has been shown for endothelial tissue 2!, depend upon the increased

expression of TNF-a and could contribute to the pathophysiology of preeclampsia.

In summary, high (1.8%) NaCl supplement given to rats for the last week of
gestation promote changes in the placenta of these animals consistent with increased
oxidative stress and dysfunction. These changes closely simulate those noted in human
placentas from preeclamptic pregnancies thus providing further validation of our
animal model for experimental preeclampsia. The temporal relation between increased
oxidative stress and alterations in placental prostanoids, cytokine and eNOS expression
as well as changes in maternal circulation and blood pressure will be studied in this
animal model. They could provide useful information on how to prevent placental

dysfunction in hypertensive disorders of pregnancy.
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TABLE 1. Sequences of oligonucleotide primers

Gene (GeneBank #) )

Oligonucleotide sequence (5" - 3')

TNF-o (X66539)

sense

antisense

GAPDH (XM234175)
sense

antisense

TCTGTGCCTCAGCCTCTTCT
TCCTCTTCAAGGGTTTACCC

GGTGATGCTGGTGCTGAGTA
GGATGCAGGGATGATGTTCT
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplements on total placental GSH content (A) and 8-iso-
PGF. levels (B). Results are expressed as means * SE, from 6 animals per group (3-4
placentas/rat). Values significantly different from not-supplemented control animals

indicated by *P < 0.05, **P < 0.01.

Figure 2

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl on placental levels of TxB, (A) and 6-keto-PGF1, (B).
Corresponding TxBa: 6-keto-PGF1, ratios are depicted in (C). Results are expressed as
means + SE from 6 animals per experimental group (3-4 placentas/rat). Values
significantly different from not-supplemented control animals are indicated by *P <

0.05, **P < 0.01.

Figure 3

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplements on placental TNF-o. gene expression.
Representative gels for PCR amplification products for TNF-a. and GAPDH are shown
in A. Densitometric analysis of data expressed in arbitrary units relative to GAPDH
ratio is shown in B. Results are expressed as means * SE from 6 animals per
experimental group (3-4 placentas/rat). Values significantly different from not-

supplemented control animals are indicated by **P < 0.01.

Figure 4

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplements on placental eNOS protein expression.
Representative immunoblot (A) and corresponding densitometric analyses (B). Rat
thymus lysate (Santacruz, Santa Cruz, CA) serves as positive control and buffer as

negative control. Data in (B) represent means + SE from 6 animals per experimental
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group (3-4 placentas/rat). Values significantly different from not-supplemented control

animals are indicated by *P < 0.05.

Figure 5

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplements on placental levels of pro-apoptotic Bax and
anti-apoptotic Bcl-2. Representative immunoblots and data from densitometric
analyses expressed in arbitrary units relative to actin ratio for Bax (A) and Bcl-2 (B).
Bax: Bcl-2 ratios (using arbitrary units from densitometric analyses) (C). BJAB whole
cell lysate (Santacruz, Santa Cruz, CA) and Jerkat whole cell lysate (Santacruz, Santa
Cruz, CA) serve as positive controls for Bax and Bcl-2 respectively. Buffer was used as
negative control for both. Data for all densitometric analyses depicted represent means
+ SE from 6 animals per experimental group (3-4 placentas/rat). Values significantly

different from not-supplemented control animals are indicated by *P < 0.05.
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MATERNAL INSULT DURING RAT PREGNANCY LEADS TO ALTERED KIDNEY
AND CARDIAC MECHANISMS

Nous avons récemment démontré qu'un supplément sodique induit des
manifestations physiologiques différentes entre les rates non-gestantes et gestantes. En
fait, un supplément sodique donné a des rates non-gestantes provoque des changements
qui sont adéquats pour le maintien d'un nouvel équilibre au niveau du rein et du systéme
cardiovasculaire. Chez les rates gestantes, une protéinurie, une restriction de croissance
intra-utérine et un stress oxydatif sont présents. De plus, le supplément sodique prévient
la diminution de la pression artérielle qui survient généralement au cours de la grossesse.
Puisque les reins et le cceur sont impliqués dans la régulation de ces phénomenes, le but
de cette étude est de déterminer si un supplément sodique entraine des altérations au sein
de ces organes pouvant mener a une réponse inappropriée a la grossesse. Pour ce faire,
certains parametres ont été mesurés selon leur implication dans le stress oxydatif (NO
synthases, superoxide dismutase, catalase, 8-iso-PGF», et nitrotyrosine), 'apoptose
(Bax/Bcl-2), I'inflammation (MCP-1, CTGF et TNF-a), le transport du sodium (Na+,K+-
ATPase) ainsi que les deux premiéres enzymes du cycle de Krebs (citrate synthase et
aconitase) afin de déterminer le métabolisme cardiaque. Aucune différence significative
n’a été observée dans les reins de rates non-gestantes et gestantes recevant le supplément
0.9%. Cependant, une augmentation de I'expression des protéines eNOS et iNOS, de
lI'indice apoptotique et des nitrotyrosines ainsi qu'une diminution de l'expression de
I'ARNm et de l'activité de la Na*,K*-ATPase ont été observées chez les rates gestantes
recevant le supplément sodique 1.8%. Dans le cceur, ce méme supplément induit une
augmentation des nitrotyrosines, de la 8-iso-PGF, et de la catalase et est accompagnée par
une diminution de I'activité de I'aconitase et de 'expression de la eNOS. Ces résultats
suggeérent qu'une altération maternelle, par un supplément sodique, induit des
changements cellulaires au niveau rénal et cardiaque, ce qui déstabilise le déroulement

normal de la grossesse.
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Condensation
High salt intake during pregnancy leads to sodium retention, kidney apoptosis as well as

kidney and heart oxidative stress which destabilize the normal course of gestation.
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Abstract

High-sodium intake evokes physiological manifestations that are different between
nonpregnant and pregnant rats. In fact, sodium supplementation given for 1 week to
nonpregnant rats induces changes that are adequate to maintain renal and circulatory
homeostasis as well as arterial blood pressure. In pregnant rats, proteinuria, fetal growth
restriction and placental oxidative stress are observed. Moreover, the decrease in blood
pressure and expansion of circulatory volume, that are normally associated with
pregnancy, are prevented by high-sodium intake. To better understand the inappropriate
response to pregnancy in rats on high-sodium intake, we investigated cellular alterations
in the heart and kidneys of rats on high-sodium intake. Parameters were measured
according to their involvement in oxidative/nitrosative stress (nitric oxide synthases
(NOSs), superoxide dismutase, catalase, 8-Isoprostaglandin F2 alpha (8-iso-PGF2,), and
nitrotyrosine), apoptosis (Bax/Bcl-2), inflammation (monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), connective tissue growth factor (CTGF) and tumor necrosis factor alpha (TNF-
a)), sodium transport (Na* K*-ATPase), as well as the first 2 tricarboxylic cycle enzymes
(citrate synthase and aconitase) to assess cardiac glucose metabolism. Compared to rats on
the control diet, 1.8% NaCl-water induced increases in endothelial NOS (eNOS) and
inducible NOS protein, in the apoptotic index and in nitrotyrosine expression with
decreases in Na*,K*-ATPase mRNA and activity of pregnant rats. In the heart, heightened
nitrotyrosine, 8-iso-PGF2, and catalase activities were accompanied by reduced aconitase
activity and eNOS protein expression. These findings suggest that maternal perturbation
by high-sodium intake enhances changes in kidney and left cardiac ventricle homeostasis

that destabilize the normal course of pregnancy.
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Introduction

During pregnancy, metabolism and sodium homeostasis are differently regulated
than in the non-pregnant state. For decades, the relationship between sodium intake and
extracellular fluid volume, arterial pressure and the renin-angiotensin-system has been
investigated extensively 12 However, only a few studies have focused on the effect of
sodium intake during pregnancy. We have demonstrated previously that high-sodium
intake induces physiological manifestations that are different between pregnant and
nonpregnant Sprague-Dawley rats 3. In fact, sodium supplementation given to
nonpregnant rats did not change arterial blood pressure and elicited physiological
manifestations that were adequate to maintain renal and circulatory homeostasis.
However, sodium supplementation during rat gestation prevented the pregnancy-
induced decrease in blood pressure and evoked many clinical features of human
preeclampsia, such as proteinuria, fetal growth restriction, decreased renin-angiotensin-
aldosterone system functioning, reduced circulatory volume, diminished uterine artery
diameters and reversal of gestation-associated resistance to vasopressors 3-6. Moreover, we
demonstrated recently that high-salt intake causes increases in placental oxidative

markers 5.

Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen oxygen species (RNOS) are
compounds derived respectively from oxygen (superoxide: Oz, hydroxyl radical: OH*™
and hydrogen peroxide: HO;) and nitrogen (peroxynitrite anion: ONOO and nitrogen
dioxide: NO>*) 7. These molecules can be very reactive. Most organs have both non-
enzymatic and enzymatic defence mechanisms that protect tissues from the harmful
effects of ROS and RNOS. Glutathione is a central constituent of the antioxidant systems
of ROS, by recycling ascorbic acid (vitamin C), by participating in the maintenance of
protein integration, and by inhibiting lipid as well as DNA peroxidation. Superoxide
dismutase (SOD) and catalase are first-line enzymes that counterbalance the deleterious
effects of ROS and RNOS. SOD catalyzes the reduction of Oz to H>0», while catalase
promotes the conversion of H2O; to water and molecular oxygen. An imbalance between

antioxidant defences and ROS/RNOS production in favour the latter could lead to
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oxidative or nitrosative stress and induce cell, tissue and organ damage. F>-isoprostanes
and nitrotyrosine production are respectively considered to be markers of oxidative and
nitrosative stress 8°. Inflammation and oxidative stress are closely related in a positive
feedback loop involving cytokine release and ROS/RNOS production 1011, In fact, ROS
can trigger an inflammatory response through the activation of the tumor necrosis factor-

alpha (TNF-a) pathway 12

It has been demonstrated that high-sodium intake upreglulates NADPH oxidase
activity in rat renal tissues, leading to increased O2* production 13. On the other hand,
low-salt intake induces angiotensin II release which also increases the generation of ROS
via NADPH oxidase activation 4. However, the mechanisms by which high-sodium
intake or angiotensin II evoke NADPH oxidase activation remain under investigation, and
the relationship between the renin-angiotensin-aldosterone system, salt intake, and the
development of oxidative stress is still not clearly understood. In normotensive Dahl salt-
resistant rats, a 3-week period of high-sodium intake induces an increase in urinary Fo-
isoprostane excretion, a marker of lipid peroxidation 5. It has also been demonstrated that
arteriolar relaxation by acetylcholine in the superfused spinotrapezius muscle is decreased
significantly in rats on high-sodium intake (7% for 4 to 5 weeks), and that the addition of
antioxidants in the medium restores the acetylcholine response, suggesting the presence
of oxidative stress 6. These reports propose that high-sodium intake in normotensive rats

could contribute to increased oxidative stress generation and alter vascular reactivity.

Sodium homeostasis is primarily modulated by the rate of its renal reabsorption, a
process driven by Na* K*-ATPase contained in the basolateral membrane of tubular cells
7. Controversial results were obtained in late pregnant rats: increase as well as decrease in
renal Na*,K*-ATPase activity were found 1819, It has also been shown that after exposure
to ONOO (0.5 mM), the activity of this pump was reduced by 36% in the normoxic brain
membranes of fetal guinea pigs 2. ONOO treatment seems to alter the affinity of the
active site of Na*K*-ATPase for ATP. These data indicate that the activity of this

transmembrane enzyme is susceptible to free radicals.
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Cardiac glucose metabolism enzymes, such as the tricarboxylic acid cycle (Krebs
cycle) enzymes aconitase and citrate synthase, can be affected by oxidative/nitrosative
stress. Aconitase is a member of a growing family of O * -sensitive dehydratases that

contains sites of Oz */O; toxicity where O, * liaison leads to inactivation of the enzyme

21,2,

In view of the above, we hypothesized that maternal insult during gestation by
high-sodium supplementation affects cellular mechanisms in the kidney and left cardiac
ventricle that may be perturbed the normal course of pregnancy and lead to the
manifestations seen in our animal model. We investigated parameters in the kidneys and
left cardiac ventricle according to their involvement in oxidative/nitrosative stress,
apoptosis, inflammation, sodium transport and glucose metabolism in pregnant rats

receiving or not a high sodium supplement.
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Study design

Animals

Experiments were performed on female Sprague-Dawley rats (Charles River
Canada, St-Constant, Québec) weighing between 225 and 250 g. They were bred with a
known fertile male. Day 1 of pregnancy was established when spermatozoa were found in
morning vaginal smears. All animals were housed under controlled light (6 AM-6 PM)
and temperature (21 + 3°C). They were fed a normal diet containing 0.23% NaCl (Teklad
global 18% protein rodent diet, Harlan Teklad, Montreal, Quebec). Control animals
received tap water during the entire treatment period, while the experimental groups
were exposed to 0.9 or 1.8% NaCl solution ad libitum for 7 days, starting on day 15 of
experimentation, corresponding to the last week of gestation. At the end of treatment (day
22 of gestation, term = day 23), the animals were decapitated (9-9:30 AM). Kidneys and
the left cardiac ventricle were rapidly removed from the animals and snap-frozen in liquid
nitrogen. This study was approved by the local Animal Care Committee, which is

accredited by the Canadian Council on Animal Care.

8-Isoprostaglandin F 2 alpha (8-iso-PGF2 ) measurenients

Heart left ventricle samples (100 mg) were homogenized in 1 ml of 100 mM
phosphate buffer (pH 7.4) containing 1.5 mM NaNj3, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, and 10 uM
indomethacin. Samples were loaded on octadecylsilyl silica columns and 8-Iso-PGF2, was
eluted by methyl formate and evaporated under vacuum to dryness. An enzyme
immunoassay was used to measure 8-iso-PGFz, (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). The
specificity of the assay was 100% for 8-isoprostanes and 85 +3% for 8-iso-PGFa,; cross-
reactivity of the antibody with thromboxane B, (TxBy), prostaglandin Ez (PGEz), and PGFz,

was <0.1%.
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Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis:

Total cellular RNA from frozen kidneys was extracted with TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) as described previously 3. PCR primers specific for the Na*-K*-
ATPase al subunit, the Na* K*-ATPase 1 subunit, monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), connective tissue growth factor (CTGF), TNF-a and glyceraldehyde
phosphodehydrogenase (GAPDH) were designed with PRIMER3 using sequence data
from the NCBI database (Table 1). Single-stranded cDNA was generated by reverse
transcription (SuperScript™ II RNase H-Reverse Transcriptase, Invitrogen). PCR (Taq
DNA Polymerase, Invitrogen) was performed according to the procedure recommended
by the manufacturer. The annealing step was carried out for 1 min at either 52°C for TNEF-
a, 59°C for Na*-K*-ATPase al, 58°C for Na*K*-ATPase p1, 58°C for MCP-1, 61°C for
CTGF and 51°C for GAPDH. The extension step was performed for 1 min at 72°C. The
PCR data were collected during the exponential phase. The number of cycles needed for
amplification was determined for each gene (32 for TNF-a, 32 for Na*,K*-ATPase al, 22
for Na* K*-ATPase p1, 32 for MCP-1; 28 for CTGF, and 20 for GAPDH). Water was the
negative control. PCR products were electrophoresed on 1% agarose gels containing
ethidium bromide. Amplification products (Table 1) were quantified with Alpha Imager
software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA).

Nitric oxide synthase (NOS) expression and apoptosis

These parameters were measured by Western blotting. For NOS expression, 100
mg of the kidney cortex or left cardiac ventricle were homogenized in 1 ml of HEPES
buffer (20 mmol/1, pH 7.5) containing 5 uM pepstatin A, 5 pM leupeptin, 1 pM aprotinin.
The measurement of Bax or Bcl-2 was done solely in the kidney because the antibodies
were not efficient in cardiac ventricle preparations. For the kidney cortex, 100 mg were
homogenized in a lysis buffer containing 10 mM Tris-HCl, 4 mM B-glycerophosphate, 4
mM NaF, 1 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.2 mM Na3VOsy, 1% Triton X-100, 0.5 mM PMSF, 5
uM leupeptin, 5 mM dithiotreitol (DTT), 1 uM microcystine and 5 uM benzamidine. The
homogenates were centrifuged at either 850g x 15 min at 4°C (for NOSs) or 16,000g x 15

min at 4°C (for Bax or Bcl-2). The supernatants collected were then resuspended in
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Laemmli buffer. For comparative purposes, equal amounts of protein (60 pg/lane for
NOSs or 65 ug/lane (for Bax or Bcl-2) were separated by sodium dodecyl sulfate(SDS)-
polyacrylamide (7.5% for endothelial NOS (eNOS) or 5-15% for Bax or Bcl-2) gel
electrophoresis, then transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes (Hybond
ECL, Amersham, Little Chalfon, Buckinghamshire, UK). The membranes were blocked for
1 h at room temperature in 5% skim milk in Tris-buffered saline/0.1% Tween 20 (TBST),
then incubated with either mouse anti-eNOS or mouse anti-inducible NOS (iNOS) (BD
Transduction Laboratories, Mississauga, Ontario), mouse anti-Bax (BD Transduction
Laboratories) or mouse anti-Bcl-2 antibodies (SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
(all diluted 1:1,000 in TBST) overnight at 4°C, washed, and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated sheep anti-mouse immunoglobulin G (IgG, 1:5,000 in TBST;
Amersham, UK) for 45 min at room temperature. Equal protein loading was determined
on samemembrane with mouse anti-B-actin primary antibodies (Abcam, Cambridge, MA).
Immunoreactive bands were visualized with the enhanced ECL chemoluminescence

detection system (Amersham, Piscataway, NJ).

Na*,K*-ATPase activity assay

Na*,K*-ATPase activity in the kidney (cortex and medulla) and left cardiac
ventricle was quantified by the production of inorganic phosphate (Pi) liberated from
ATP. In brief, 30 mg of tissues were homogenized in 1 ml of buffer containing 250 mM
sucrose, > mM EDTA and 20 mM imidazole. Homogenates (200 pl) were preincubated for
15 min at room temperature in an equal volume of 2.6 mM SDS solution. Then, 12.5 pl of
the homogenate were added to 112.5 ul of a solution containing 100 mM NaCl, 83.3 mM
Tris, 15 mM KCl, 5 mM MgCl> and 5 mM NaN3s in the absence or presence of 1 mM
ouabain and incubated at 37°C for 10 min. Ouabain served as a selective inhibitor of
Na* K*-ATPase. Then, 30 mM NaATP was added. After 5 min, the enzymatic reaction
was terminated by adding 25 pl of ice-cold 72% HCIOs. The samples were centrifuged at
1,500 x 15 min at 2°C. The supernantant (200 pl) was added to 400 ul of coloration
solution containing 144 mM FeSO4.7H>0, 8 mM (NHg)sMO702.4H20 and 3% HiSO..

Absorbance was read at 750 nm to assess Pi production. Na*,K*-ATPase activity (ouabain-
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sensitive fraction), calculated as the difference between total ATPase (assayed in the
absence of ouabain) and the ouabain-resistant fraction, was expressed in micromoles of Pi
liberated by 1 mg of protein during 1 h (umol/h/mg protein). Each sample was assayed
in triplicate, and the difference between averaged total ATPase and averaged ouabain-
resistant ATPase was used in further calculations. Protein concentrations were quantified

with Bio-Rad reagent.

SOD and catalase assay

One hundred mg of kidney and left ventricle were homogenized in 1 ml of either
50 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7.4 (for catalase) or 20 mM HEPES, pH 7.2, containing 1
mM EGTA, 210 mM mannitol and 7 mM sucrose (for SOD) and centrifuged either at
10,000g x 15 min at 4°C (for catalase) or 1,500g x 5 min at 4°C (for SOD). Supernatants
were used to measure enzyme activity by commercial kits according to the procedure

detailed by the manufacturer (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI).

Protein nitration assay

Tyrosine nitration, a marker of nitrosative stress, was quantified by slot-blot as
described by Beauchamp et al. Z. Briefly, frozen tissues (75 mg) were homogenated in 1
ml of Tris buffer: 50 mM Tris, pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1x complete cocktail inhibitor (Roche, Indianapolis, IN). The
homogenates were centrifuged at 12,000g at 4°C for 30 min, and the supernatant was
collected. For comparative purposes, equal amounts of protein (15 pg/lane for the kidney
and 5 pg/lane for the left ventricle) were loaded in a final volume of 100 1l in phosphate-
buffered saline (PBS; 15 mM NaCl. 2 mM KCl, 10 mM KH:POs, 1 mM KoHPO,, pH 7.4).
Nitrocellulose membrane was placed in a Hybri-slot Manifold apparatus (Bethesda
Research Laboratories, Bethesda, MD), and washed with PBS; 100 pl of PBS-diluted
protein solution was allowed to passively diffuse for 30 min and then washed 3 times with
PBS. The membrane was removed from the apparatus, washed briefly with PBS, and
blocked with PBS-Tween containing 5% dried milk for 45 min at room temperature. The

membrane was incubated overnight at 4°C with anti-nitrotyrosine polyclonal antibodies
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(1:5,000, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). The washing, secondary incubation,
revelation, and densitometry techniques and analysis were the same as described above
for Western blotting. The membrane was finally incubated with ponceau-s to normalize

for loading.

Tricarboxylic acid cycle enzyme activities

Frozen powdered tissue (left cardiac ventricle: 30 mg) was homogenized in 1 ml of
0.1 mM Tris-HCl/15 mM tricarballylic acid solution (pH 7.8), centrifuged at 9,500¢ for 10
min at 4°C, and the supernatant collected was immediately processed for enzyme
determinations. Citrate synthase activity was measured at 412 nm using 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid as substrate 2. Aconitase activity was quantified at 340 nm by the
formation of NADPH after a-ketoglutarate production from isocitrate 2. Protein
concentrations were determined with the Bio-Rad assay kit (Bio-Rad, Mississauga,
Ontario), bovine serum albumin as standard. Enzyme activities are expressed in units (U)
per mg of protein, where U is defined as the amount of enzyme catalyzing the conversion

of 1 pmol of substrate per min at 37°C.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA to assess the effects of 0.9
and 1.8% NaCl supplementation compared with the not supplemented groups. The
results are expressed as means + SE with P<0.05 considered to represent significant

differences.
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Results

Effects of sodium supplementation in the kidney

NOS protein expression is an index of nitric oxide (NO) production. In tissues, NO
can be either cytoprotective or cytotoxic by participating in ROS production 2. Expression
of eNOS (Fig. 1A) and iNOS (Fig. 1B) protein were increased in the kidney cortex from

pregnant rats receiving sodium supplementation (0.9% or 1.8% NaCl).

SOD (Fig. 2A) and catalase (Fig. 2B) activity, the first-line antioxidant enzymes
acting in the presence of oxidative stress, were not different in the kidney cortex of
pregnant rats on sodium supplement compared to their controls. However, nitrotyrosine
levels were increased by NaCl supplementation but only reached statistical significance in

rats receiving 1.8% NaCl (Fig. 2C). This suggests the presence of nitrosative stress.

The ratio of apoptosis-promoting Bax to apoptosis-inhibiting Bcl-2 is often
considered a useful index of cell death or survival . As illustrated in Figure 3, Bax
expression was increased in the kidney cortex of pregnant rats receiving salt supplement
(Fig. 3A). No change in Bcl-2 protein expression was observed (Fig. 3B). This led to a
higher Bax/Bcl-2 in kidney cortex samples from pregnant rats on 1.8% NaCl
supplementation (Fig. 3C).

To establish if inflammation is induced by sodium supplementation,
proinflammatory markers (MCP-1, CTGF and TNF-a) were measured in the kidney cortex

in pregnant rats. No effects were observed, as reported in Table 2.

As seen in Table 3, in the kidney cortex, 1.8% sodium intake decreased the mRNA
expression of Na*K*-ATPase al, the catalytic subunit as well as the mRNA of the
regulatory subunit, f1. This was accompanied by decreased activity of the pump.
However, in the kidney medulla, no difference was observed between the high-sodium

intake groups and the control one.
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Effects of sodium supplementation in the left cardiac ventricle

iNOS bands were not detectable using Western blotting in left cardiac ventricle. As
shown in Figure 4, eNOS protein expression was not different between sodium-

supplemented pregnant rats and their controls.

When compared to control animals, decreases in SOD activity (Fig. 5A) were seen
in the left cardiac ventricle from pregnant rats on 0.9 or 1.8% NaCl. Catalase activity (Fig.
5B) increased in pregnant rats receiving 1.8% NaCl supplementation. Left cardiac ventricle
8-i50-PGF2, levels were augmented in animals receiving 1.8% NaCl (Fig. 5C). Although
nitrotyrosine expression (Fig. 5D) was increased in the left cardiac ventricle from pregnant
rats NaCl-supplemented water, they only reached statistical significance in rats receiving
1.8% NaCl solution. These findings suggest the presence of oxidative and nitrosative

stress.

To determine if these stresses affected the Krebs cycle, citrate synthase and the
second mitochondrial enzyme aconitase were measured. Citrate synthase activity was
increased (Fig. 6A) and aconitase decreased (Fig. 6B) in the left cardiac ventricle of

pregnant rats receiving 1.8% NaCl water.

TNF-oo mRNA was measured as an indice of inflammation. No difference was
apparent between not supplemented (0.57+0.02, n=5) and 0.9% NaCl -supplemented
(0.64£0.05, n=5) rats. However, rats receiving 1.8% sodium supplementation presented

increased values (0.76+0.06, n=5, P<0.05 vs not supplemented).

Finally, Na*,K*-ATPase activity was measured, and no difference between the 3
groups was noted (0.44+0.06, 0.46+0.05 and 0.37+0.05, controls, 0.9%- and 1.8% NaCl-
supplemented respectively, n=10 for each group).
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Discussion

We reported previously that high NaCl supplementation (0.9 or 1.8% in drinking
water) given to pregnant rats during the last week of gestation prevented the pregnancy-
induced decrease in blood pressure. Moreover, the higher NaCl supplementation (1.8%)
induced physiological changes in these pregnant rats reminiscent of those noted in
preeclampsia in humans, including placental oxidative stress 35. This study demonstrates
that a “maternal insult”, herein increased sodium intake, can result in cellular alterations

in the kidneys and heart that could lead to inappropriate responses to pregnancy.

Effects of high-salt intake in kidney cellular mechanisins

In the kidney cortex from pregnant rats on 1.8% NaCl, an increase in eNOS and
iNOS protein expressions as well as augmented nitrotyrosine expression accompanied by
unchanged SOD or catalase activity were observed. In addition, the ratio of apoptosis-
promoting Bax to apoptosis-inhibiting Bcl-2 was increased. It has been shown in male
Sprague-Dawley rats that a high-sodium diet (6 g/kg NaCl for 10 days) induces an
increase in NADH-stimulated O, * production by the kidneys compared to the normal
salt diet (0.3 g/kg NaCl) 13. Moreover, excessive intrarenal O; * production elicits sodium
retention and blood pressure elevation by compromising local NO* availability 282,
Contrary to these reports, in our hands, no effect was found in female nonpregnant rats
(unpublished data). Gender difference could have been the origin of this divergence. In
fact, it has been shown that the aorta and mesenteric arteries from male hypertensive rats
produce higher levels of Oz * than females %31 Moreover, a sexual dimorphism in
antioxidant systems could also be implicated, since male Wistar rats show decreased SOD
expression in the heart as well as lower SOD and catalase activities in macrophages
compared to females 3233, We suggest that during pregnancy, kidney redox state could be
modified and more sensitive to sodium supplement. This is in accordance with an
investigation in humans, suggesting that pregnancy per se is an oxidative condition 3.
ROS, NO* and their interaction are important regulators of renal function. NO* can be
inactivated by O; * and thus limiting its vasodilatory effect. Moreover, in association with

O, *, it can form ONOO™ %, which can nitrosylate tyrosine residues and cause changes in



107

protein functions as well as tissue damage and increased apoptosis. Early signs of renal
damage include increases in urinary protein excretion 1> as observed in pregnant rats on
1.8% NaCl 3. This indicates glomerular injury. Thus, the results obtained in our study
suggest that NO* could be trapped by O: *, leading to ONOO formation which

participates in the tyrosine nitration process and apoptosis.

During normal rat and human pregnancies, sodium and volume retention are
elevated 3536, Sodium reabsorption is driven, in part, by the Na*,K*-ATPase pump present
in the basolateral membrane of tubular cells 7. Our results demonstrated that in the
kidney cortex from pregnant rats receiving 1.8% NaCl, decreased mRNA expression of
both Na* K*-ATPase al and p1 subunits is associated with diminished activity of the
pump. We have reported previously that these rats have greater sodium excretion but
higher plasma sodium concentration, suggesting that they are unable to excrete the
sodium excess, and this may underlie the renal defects 3. Increasing NaCl concentration in
the lumen of the macula densa activates eNOS %. It has been shown that NO*-derived
products (NO2* and ONOQO-) inhibit Na* K*-ATPase activity via the possible oxidation of
thiol groups of the enzyme in the cerebral cortex 3, erythrocytes %, and kidney proximal
tubules 4. In addition, it has been suggested that endogenous NO* per se plays a direct
inhibitory role in Na* K*-ATPase activity in the kidneys 4. In fact, it has been reported
that NO* generated by mouse proximal tubule epithelial cell iNOS inhibits Na*K*-
ATPase activity in an autocrine manner and this inhibition is accompanied by a reduction
in Na-dependent solute transport 42 In the present work, NOS activities were not
measured. However, the increase in protein expression suggests greater NO* production,

and this could explain the decline in Na*,K*-ATPase activity.

Effects of high-salt intake in the left cardiac ventricle

In a recent study, it was shown that pregnant rats on 0.9% NaCl supplementation
have different structural left cardiac ventricle remodelling, including cell enlargement 4.
Furthermore, the authors demonstrated that the increased contractile properties of the

heart seen in pregnant rats on 0.9% NaCl supplementation appears to be due to changes in
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metabolic loading or hormonal conditions rather than the inotropic state. Interestingly, the
overall remodelling that occurs in these rats seems to be consequent to an inappropriate
response compared to normal pregnant controls. In the present study, no significant
differences were observed in aconitase and citrate synthase activities, oxidative and
nitrosative stress markers, as well as in TNF-o. gene expression and Na* K*-ATPase
activity in the left cardiac ventricle from pregnant rats receiving 0.9% NaCl, suggesting

that oxidative stress may not be implicated in cardiac remodelling.

In the left cardiac ventricle from pregnant rats receiving 1.8% NaCl, we found that
SOD activity was reduced whereas catalase activity was increased, indicating an
augmentation of Oz * and formation of H20»2. Excessive production of ROS, including
ONOO and O *, is detrimental to the heart 445. It is important to point out that HO
and its oxidizing metabolites can promote lipid peroxidation. Nitrotyrosine and 8-iso-
PGF2, respective markers of ONOO production and lipid peroxidation, were
significantly increased in the left cardiac ventricle from pregnant rats receiving 1.8% NaCl.
This was associated with decreased aconitase, a tricarboxilic acid cycle enzyme extremely
sensitive to ROS %, thus confirming the presence of oxidative stress that could alter
cardiac function and remodelling. It has also been shown that ONOO inhibited
recombinant human MnSOD activity and induced the production of nitrotyrosine 4.
Unchanged eNOS expression combined with decreased SOD activity indicated that the
half-life of tissue Oz * could be potentially lengthened and this could promote its
conversion to other deleterious oxidants. Indeed, a role for both NADPH and
mitochondrial oxidases in cardiac ROS production and toxicity has been suggested 484,
The function of NADPH oxidases in the left ventricle of our model requires further
investigation. In the present work, we noted higher TNF-a expression in the left cardiac
ventricle from pregnant rats receiving 1.8% NaCl supplementation, which suggests that
the cytokine pathway could be involved. In fact, ROS production was found to correlate
positively with the severity of cardiac dysfunction and expression of cytokines, such as
TNF-a, interleukin-1 and interferon-gamma, possibly via the activation of nuclear factor

kappa B 0.
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Normal pregnancy is characterized by decreased maternal plasma glucose. This is
explained by its transfer to supply fetal requirements. As demonstrated by Bassien-Capsa
et al., pregnancy in rats is also accompanied by higher maternal plasma lactacte/pyruvate
ratios 3. The latter is a well-recognized marker of the redox state 5. In fact, when glucose
metabolism is enhanced, increased NADPH production by glucose-6-phosphate
dehydrogenase can cause inhibition of pyruvate dehydrogenase, the enzyme catalyzing
pyruvate conversion to acetyl coenzyme A, the first Krebs cycle substrate. This
phenomenon leads to higher lactate production and anaerobic metabolism. Thus, it
indicates that oxidative stress and differential regulation of cofactors could play a role in
the adaptive changes that occur during pregnancy. However, when maternal insults
occur, herein salt supplementation, they could alter the regulation of cofactors, such as

NADPH, and evoke considerable increases in oxidative stress status.

Pregnancy in humans and rats is a condition where several changes occur in order
to bring into being. Our results, obtained in the kidney, indicate that pregnancy itself is an
oxidative state. However, adaptation of the maternal body to this new environment resets
cellular homeostasis. Decreased blood glucose concentration and elevated triglyceride and
lactate levels, as reported by Bassien-Capsa et al suggest an effect on redox status. With
high-sodium intake, the boundaries of cellular homeostasis are exceeded, and oxidative
stress ensues. Our pregnancy animal model provides information on kidney and heart
damage while maternal perturbations are taking place. In fact, on day 22 of gestation, we
demonstrated that high-NaCl supplementation leads to sodium retention, kidney
apoptosis as well as kidney and heart oxidative stress which destabilize the normal course
of gestation. Oxidative stress has been clearly associated with preeclampsia and our
results correlates with human data, providing more information at cellular level 5254,
Poston and colleagues have recently reported that the use of an antioxidant treatment
combining vitamins C and E did not prevent preeclampsia in women at risk 5. Thus, we
propose that time course investigations must be undertaken to determine if oxidative
stress and NO* reduction are the causes or consequences of renal and cardiac alterations

observed in our study.
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Table 1. PCR primers designed (by Alpha DNA, Montreal, Quebec, Canada) for genes of

interest

Gene (GeneBank #)

Oligonucleotide sequence

Product size

(pb)
TNF-a FP TCTGTGCCTCAGCCTCTTICT 112
(X-66539) RP TCCTCTTCAAGGGTTTACCC
Na*,K*-ATPase a1 FP AGATTTGAGCCGAGGCCTAACACC 418
(NM_012504) RP TCCGCCCTTCACCTCCACCAGAT
Na’,K*-ATPase p1 FP GGCTAGTGGGAAAGATTTGTGC 357
(NM_013113) RP TGGAGACTTACCCTCTGACGATG
MCP-1 FP CCAGAAACCAGCCAACTCTC 223
(NM_031530) RP TGCTGCTGGTGATTCTCTTG
CTGF FP ATGGAGACATGGCGTAAAGC 303
(NM_022266) RP CACTCTTCCAGGAGGCTCAC
GAPDH FP GGTGATGCTGGTGCTGAGTA 369
(XM234175) RP GGATGCAGGGATGATGTTCT

FP: forward primer (5'-3"); RP: reverse primer (5'=3'); TNF-a: tumor necrosis factor-alpha; MCP-1:

monocyte chemoattractant protein-1; CTGF: connective tissue growth factor; GAPDH: glyceraldehyde

phosphodehydrogenase.



Table 2. Effect of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on inflammatory gene mRNA
expression (MCP-1, CTGF and TNF-a) in the kidney cortex of pregnant rats.

Not
0.9% NaCl 1.8% NaCl
supplemented
MCP-1 mRNA -
Kidney cortex 1.02 £0.14 (5) 1.02+0.17 (5) 0.85+0.17(5)
(arbitrary units)
CTGF mRNA
Kidney cortex 1.60 £ 0.09 (5) 1.48 £ 0.18 (5) 1.53+£0.15(5)
(arbitrary units)
TNF-o mRNA
Kidney cortex 1.04 £0.11 (5) 0.87£0.12 (5) 0.86 +0.07 (5)
(arbitrary units)

Values are means + SE. Number shown in parentheses represent the number of

rats used.
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Table 3. Effect of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on Na+,K+-ATPase a1 and p1

subunit mRNA expression and Na+,K+-ATPase activity in the kidneys of pregnant rats.

Not

supplemented

0.9% NaCl

1.8% NacCl

Na',K'-ATPase a1l mRNA
Kidney cortex
(arbitrary units)
Na",K'-ATPase B1 mRNA
Kidney cortex
(arbitrary units)
Na*,K'-ATPase activity
Kidney cortex
(1Mol PO,/mg/h)
Na',K'-ATPase activity
Kidney medulla
(1Mol PO,/mg/h)

1.40 £ 0.09 (5)

2.24+0.13(5)

4.90 +0.27 (10)

3.90 £0.57 (10)

1.18 £ 0.21 (5)

1.93 +0.22 (5)

4.56 £ 0.43 (10)

4.16 £0.34 (10)

0.74 +0.11% (5)

1.77 £ 0.12% (5)

3.53 +£0.28% (10)

4.36 +0.26 (10)

Values are means + SE. Number shown in parentheses represent the number of rats used.

*P<0.05 compared with not supplemented rats.
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Figure 4.
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Figure 5
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Figure 6
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Legends to figures

Figure 1.

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on kidney cortex eNOS (A) and iNOS (B)
protein expression in pregnant rats. Data from densitometric analysis are expressed as
means * SE from 6 rats per group. Values significantly different from not supplemented

control animals are indicated by *P<0.05, **P<0.01.

Figure 2.

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on kidney cortex SOD activity (A), catalase
activity (B) and nitrotyrosine expression (C) in pregnant rats. The results are expressed as
means * SE from 10 rats per group. Values significantly different from not supplemented

control animals are indicated by *P<0.05.

Figure 3.

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on kidney cortex levels of pro-apoptotic Bax
(A) and anti-apoptotic Bcl-2 (B) as well as Bax:Bcl-2 ratios (C) in pregnant rats. Data from
densitometric analysis are expressed in arbitrary units. The results are expressed as means
+ SE from 6 rats per experimental condition. Values significantly different from not

supplemented control animals are indicated by *P<0.05, **P<0.01.

Figure 4.
Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on left cardiac ventricle eNOS protein
expression in pregnant rats. Data from densitometric analysis are expressed as means + SE

from 6 animals per group.

Figure 5.
Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on left cardiac ventricle SOD activity (A),
catalase activity (B), 8-isoPGF2a levels (C) and nitrotyrosine expression (D) in pregnant

rats. The results are expressed as means + SE from 10 rats per group. Values significantly
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different from not supplemented control animals are indicated by *P<0.05, ** P<0.01, ***

P<0.001.

Figure 6.

Effects of 0.9 and 1.8% NaCl supplementation on tricarboxylic acid cycle enzyme
activities: citrate synthase (A) and aconitase (B) in the left cardiac ventricle in pregnant
rats. The results are expressed as means + SE from 10 rats per group. Values significantly

different from not supplemented control animals are indicated by * P<0.05, *** P<0.001.
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DI1SCUSSION GENERALE

ans ce travail, nous avons démontré qu'une altération maternelle par supplément
Dsodique (0.9 ou 1.8%) empéche la baisse de pression artérielle normalement
observée au cours de la gestation. De plus, les rates gestantes sous le supplément 1.8%
Na(l présentent des modifications au sein de mécanismes cellulaires placentaires, rénaux
et cardiaques. Les données obtenues chez les rates gestantes recevant le supplément 0.9%
NaCl, suggere que la grossesse s'adapte a cette insulte. En effet, ce supplément conduit a
des changements cellulaires non significatifs se situant entre ceux des rates non-gestantes

et des gestantes.

Le placenta

Comme décrit dans le manuscrit «Placental oxydative stress in a rat model of
preeclampsia 37», en donnant un supplément sodique 1.8% au cours de la gestation chez
la rate, nous induisons des changements tels qu'une diminution du glutathion total et une
augmentation de la 8-isoPGF2, Ces résultats nous indiquent la présence d'un stress
oxydatif placentaire. Tout comme chez la femme, un déséquilibre entre les forces pro-
oxydantes et anti-oxydantes favorisant I'oxydation est présent au sein du modele de pré-
éclampsie expérimentale 8308309, Nous proposons un schéma des événements survenant
dans les placentas des rates recevant un supplément sodique de 1.8%. Tel que décrit dans
la figure 18, une augmentation du NaCl a la diete induit une augmentation des niveaux de
8-i50-PGF2, suggérant la présence d'une peroxydation lipidique et une déstabilisation des
membranes. Le systéme antioxydant semble aussi altéré puisque nous avons observé une
diminution du glutathion total. Habituellement, lors d'une attaque oxydative, les
antioxydants sont produits en grande quantité et neutralisent les ROS générés 310,
Cependant, une production excessive de ceux-ci peut induire la déplétion des systémes
antioxydants 311. Nous croyons que la diminution du glutathion observée ici pourrait étre
la conséquence de l'augmentation de la peroxydation lipidique. La présence d'un stress
oxydatif peut entrainer un déséquilibre entre la synthése du thromboxane
(vasoconstricteur) et de la prostacycline (vasodilatateur). Ces hormones vasoactives

participent, entre autres, a la régulation de la circulation utéro-placentaire 312, Nous avons
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observé, dans notre modele animal, une augmentation du ratio TxB2/6-keto-PGFy,, ce qui
suggere une vasoconstriction et une augmentation agrégation plaquettaire placentaire 2.
Ce déséquilibre dans la synthese de ces eicosanoides au cours de la grossesse pourrait
altérer la circulation utéro-placentaire et réduire l'apport en nutriments au feetus. En
accord avec ces données, nos collaborateurs et nous avons observé une diminution du
diametre des arteres utérines, une diminution du poids des placenta ainsi qu'une
restriction de croissance intrautérine chez les rates recevant le supplément 1.8% NaCl
216302, Une corrélation existe entre la présence d’un stress oxydatif et 'augmentation du
TNE-a 2°. De plus, cette cytokine participe a 1'induction de I'apoptose 1%. Nous proposons
donc que l'augmentation de l’expression du TNF-a placentaire observée dans notre
modele animal contribue au stress oxydatif et a 'apoptose. Généralement, le rapport entre
les protéines pro-apoptotique et anti-apoptotique suffit afin d’établir la présence
d’apoptose. Cependant, afin d’appuyer ces résultats, il serait bon de vérifier I'activité des
caspases effectrices telle que la caspase-3. Finalement, nous avons démontré une élévation
de I'expression protéique de la eNOS suggérant une production accrue de NO. Le NO
pourrait agir de facon compensatoire a la hausse de pression artérielle ou de la
vasoconstriction placentaire. En second lieu, puisqu’il est aussi considéré comme un
radical libre et sa liaison a I'anion superoxyde participe a la nitration des protéines, sa
contribution a la présence du stress oxydatif placentaire n’est pas a exclure. Ainsi, afin de
déterminer la voie empruntée par le NO, il serait intéressant de mesurer 1'expression des
nitrotyrosines ainsi que des enzymes antioxydantes impliquées dans la détoxification de

'anion superoxyde telle que la SOD et la catalase 152
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Figure 18 : Schéma proposé des épénements survenant dans le placenta des rates recevant un
supplément sodique 1.8%.

Le rein

La pré-éclampsie est une maladie présentant une constellation de signes et
symptomes lui conférant un aspect multisystémique. Plusieurs organes dont le rein sont
touchés par ce désordre et engendre des altérations dans la réponse de 1'organisme face a
la grossesse. Au cours de la grossesse normale, le taux de filtration glomérulaire est
augmenté de prés de 40% induisant une diminution de la concentration des marqueurs
sériques de la fonction rénale. Lors de la pré-éclampsie, le taux de filtration glomérulaire
diminue de 30% comparativement a la grossesse normale. Cette pathologie est aussi
caractérisée par l'apparition d'une protéinurie pathologique. Les mécanismes exacts de la

réduction de 'hémodynamie rénale au cours de la pré-éclampsie sont encore inconnus.

Nous avons démontré, qu'un supplément sodique donné a des rates non-gestantes ne
modifie pas la pression artérielle 216. De plus, I'augmentation de I'excrétion de sodium
chez ces rates assure le maintien de la concentration plasmatique normale de cet ion. Ces

résultats démontrent que les rates non-gestantes répondent adéquatement a un
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supplément sodique donnée pendant 1 semaine et maintiennent leur homéostasie 216. Au
cours de la grossesse, le supplément sodique (0.9 ou 1.8%) empéche la baisse de pression
artérielle normalement observée. Bien que I'excrétion rénale de sodium soit élevée chez les
rates gestantes recevant le supplément 1.8% NaCl, celle-ci ne semble pas suffisante
puisque la concentration plasmatique du sodium est augmentée. Une protéinurie est aussi
présente ce qui suggeére une atteinte du glomérule rénal. Dans la littérature, les
modifications hémodynamiques rénales en présence d'une augmentation de la
consommation de sodium ont été principalement étudiées chez des sujets normaux ou
souffrants d’hypertension essentielle. Il a été démontré, par exemple, qu'un supplément
sodique entre 180 et 200mmol/jour, pendant 4 jours, augmente la pression intrarénale et
induit une hyperfiltration glomérulaire chez des patients normotendus 313. Cette derniéere
se définit par une augmentation du débit plasmatique rénal et du taux de filtration
glomérulaire. De plus, il a été démontré que I'hyperfiltration induite par une
augmentation de l'apport en sodium affecte l'intégrit¢é de la membrane basale
glomérulaire chez le rat, ce qui entraine une protéinurie 34 (voir la figure 1 dans
lI'introduction). Les mécanismes par lesquels cette protéinurie survient ne sont toutefois

pas encore élucidés.

Mon travail décrit dans le manuscrit « Alteration of kidney and cardiac cellular
mechanisms by high sodium intake during rat pregnancy » démontre qu'un supplément
sodique de 1.8% NaCl, donné pendant la derniére semaine de gestation chez la rate, induit
un stress oxydatif et une augmentation de 1'apoptose dans le rein. De plus, nous avons
observé une diminution de l'activité de la pompe Na*,K*-ATPase. En accord avec le fait
que le sel semble étre un inducteur de stress oxydatif, il a été démontré qu'un supplément
sodique de 6g/kg/jour pendant 10 jours induit une augmentation de la production de
I'anion superoxyde dans les reins de rats 128, De par les résultats obtenus, nous proposons
un schéma des mécanismes cellulaires qui surviennent dans le rein de ces rates suite a un
supplément sodique (figure 19). Nos résultats concernant 1'expression des protéines e- et
iNOS sous-entend une production accrue de NO. Sa combinaison avec I'anion

superoxyde, et la formation subséquente de peroxynitrite parait évidente puisque nous
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observons une augmentation des nitrotyrosines. Ceci suggére une altération de la fonction
de diverses protéines. Toutefois, il a été démontré que le NO est un régulateur important
de la réabsorption de sodium par le rein en condition normale. En effet, il induit une
diminution de la rétention de sodium et d’eau dans le tubule proximal, ou s’effectue la
majorité de sa réabsorption 315. L’effet du NO sur la réabsorption de sodium dans cette
portion du tubule semble étre di, en partie, a un effet inhibiteur directe sur I'activité de la
Na* K*-ATPase 316, Dans notre étude, nous avons observé une diminution de 28% de
I'activité de la cette pompe au niveau du cortex rénal, ou se retrouve la majorité des
tubules proximaux, des rates gestantes recevant 1.8% NaCl comparativement aux rates
gestantes témoins. La Na* K*-ATPase est trés sensible aux radicaux libres et a la
peroxidation des lipides membranaires 317. En effet, il a été démontré qu'une exposition
des membranes corticales cérébrales de cobayes au peroxynitrite (0.5uM) induit une
diminution de 36% de I'activité de la Na*,K*-ATPase 318, Ainsi, nous proposons que la
diminution de I'activité de la Na*,K*-ATPase que nous observons, pourrait étre die a une
action combinée du NO est de ses dérivés oxydants tels que le peroxynitrite. Afin de
compléter la caractérisation rénale de notre modele animal, des perspectives seront

discutées plus loin dans la discussion.
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Figure 19 : Schéma proposé des événements survenant dans le rein des rates recevant un
supplément sodique 1.8%.
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Le coeur
Mes travaux démontrent qu'un supplément sodique de 1.8% au cours de la gestation
chez la rate entraine un stress oxydatif ainsi qu'une altération du métabolisme cardiaque.
La figure 20 est une représentation schématique des événements qui selon nous,
surviennent dans le ventricule gauche de ces rates. Comme il a été discuté dans la section
sur le rein, une diete riche en sodium (6g/kg/jour) pendant 10 jours entraine une
augmentation de I'expression de la NADPH oxydase dans le rein de rat, entrainant une
production accrue d’anion superoxyde 128. Dans la littérature, aucune donnée n’est
présente quant a I'effet d'un supplément sodique sur I'induction du stress oxydatif dans le
cceur. Ainsi, nous proposons qu’un apport riche en sel cause une augmentation de I'anion
superoxyde. L'habileté du O»* & réagir avec le NO induit la formation de peroxynitrite
(ONOO). Ce dernier est un puissant oxydant capable d’'induire la peroxydation lipidique
et la formation des nitrotyrosines tel que nous I'observons dans le ventricule gauche des
rates gestantes recevant le supplément sodique de 1.8%. Une diminution de I'activité de la
SOD est aussi observée. Il a été démontré que la SOD pouvait étre régulée négativement
par le ONOO- 319, Ainsi, une inactivation de cette enzyme par ce radical entraine une
accumulation de I'anion superoxyde menant a une production suppiémentaire de ONOO-.
L’augmentation de l'activité de la catalase suggére une présence élevée de HoO,
participant lui aussi & la peroxydation des lipides. Tel que mentionné dans I'introduction
'aconitase est sensible aux variations du statut oxydant de la cellule 4. Elle est une
enzyme contenant un groupe central Fer-souffre sensible a I'oxydation par les radicaux
libres. Une attaque radicalaire induit la relache de ce fer (Fe?*) et provoque I'inhibition de
I'enzyme #. Ainsi, la diminution de l'activité de cette enzyme observée dans notre
modele, en plus de suggérer une altération dans le métabolisme du glucose, est souvent
interprétée comme un marqueur du stress oxydatif. Finalement, nous avons noté une
augmentation de I'expression de 'ARNm du TNF-a. Ceci suggére la présence d'une
inflammation et, comme nous I'avons discuté pour le placenta, cette cytokine participe
aussi a I'induction d'un stress oxydatif 27°. Ces conditions pourraieint étre reponsables
d'une altération de la capacité du cceur a pomper le sang. Le calcium intracellulaire

contribue de fagcon importante lors de la contraction des cellules cardiaques. Il a été
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démontré que dans des conditions oxydatives, une augmentation de la concentration de
calcium libre intracellulaire est observée dans une suspension de cellules neuronales 3%,
De plus, il a été démontré qu'un stress oxydatif altere la fonction cardiaque via une
diminution de la pompe Ca?*-ATPase sarco/endoplasmique (SERCA), responsable de
maintenir une concentration adéquate de calcium a lintérieur du réticulum
endoplasmique, ainsi qu'une redistribution des chaines lourdes de myosine, protéine
contractile dans les cardiomyocytes 321. Aussi, il a été montré qu'un supplément sodique
de 0,9% dans I'eau de breuvage pendant la derniére semaine de gestaﬁon chez la rate
induit une altération des courants calcique de type L 322 Ces études suggerent donc qu'un
stress oxydatif peut affecter la fonction cardiaque. Ainsi, il serait intéressant de faire des
recherches approfondies sur la signalisation du calcium dans les cceurs des rates soumises

aux suppléments sodiques.
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Figure 20: Schéma proposé des événements survenant dans le ventricule gauche des rates recevant  un
supplément sodique 1.8%.
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Pré-éclampsie et antioxidants

Mes travaux démontrent qu’une insulte maternelle est accompagnée d'une augmentation
de la pression artérielle ainsi que d’'un stress oxydatif placentaire, rénal et cardiaque chez
la rate gestante. Des travaux chez I'humain sont en accord avec cela. En effet, il a été
démontré qu'au cours de la pré-éclampsie, maladie hypertensive de la grossesse, un
déséquilibre entre les forces pro-oxydantes et anti-oxydantes est présent 305308309 Par
exemple, comparativement & la grossesse normale, une augmentation de la 8-iso-PGFa,,
marqueur de peroxydation lipidique, a été observé dans les placentas et dans la
circulation sanguine des femmes souffrant de la pré-éclampsie (pour une revue 3%). Une
diminution de I'activité des enzymes anti-oxydantes telle que la glutathion peroxydase et
la SOD est présente dans les placentas de femmes pré-éclamptiques 353%, De plus, les
concentrations plasmatiques des vitamines E et C ainsi que de la B-caroténe sont
diminuées lors de la pré-éclampsie comparativement a la grossesse normale 311323325,
D’ailleurs, on a proposé de donner ces antioxydants (vitamine E et C) pendant la grossesse
comme potentielle stratégie préventive au développement de la pré-éclampsie. Des études
cliniqués ont été lancées afin de déterminer si un traitement aux antioxydants diminue
lI'incidence de la pré-éclampsie. Certaines investigations utilisant des suppléments de
vitamine E et C montrent une diminution des marqueurs de stress oxydatif ainsi que de
l'incidence de la pré-éclampsie. Le groupe de Lucilla Poston, en 1999, a analysé les effets
de la prise d'un supplément vitaminé au cours de la pré-éclampsie, sur les marqueurs
plasmatiques d’une activation des cellules endothéliales vasculaires (PAI-1 ;plasniinogen
activator inhibitor-1) et de I'insuffisance placentaire (PAI-2) ainsi que sur 'incidence de la
maladie. Ils ont démontré, chez 283 femmes & risque, que 'apport de vitamines (vit E ;
4001U/j) et C; 1000mg/j) de fagon quotidienne a partir des semaines 16- 22 de grossesse
entraine une diminution du ratio PAI-1/PAI-2 ce qui suggeére une diminution de
l'activation des cellules endothéliales 3%. En 2002, ce méme groupe a démontré que ce
supplément vitaminé donné a un groupe de 79 femmes & risque induit une diminution de
la concentration plasmatique de 8-epi-PGFa, marqueur de peroxydation lipidique,
comparativement au groupe a faible risque de développer la pré-éclampsie (32 femmes)

327, Les auteurs concluent que I'augmentation de la consommation de vitamines E et C
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améliore le statut oxydatif au cours de la pré-éclampsie. Toutefois, I'utilisation de ces
vitamines au cours de la pré-éclampsie reste controversée. Il a été démontré, par le groupe
de Sibai, que le méme supplément vitaminé utilisé précédemment ne change pas
lI'incidence de la pré-éclampsie (17.3%) dans un groupe de 52 femmes a risque
comparativement au groupe recevant le placebo (18,8%) 3. Le désaccord présent entre ces
études semble due au nombre de patientes utilisées et a la nationalité des sujets. En fait, le
groupe de Sibai conclut, qu'afin d'étre valides, les études utilisant les suppléments
vitaminés devraient contenir plus de 500 sujets. Tout récemment, le groupe de Poston a
publi¢ dans « The Lancet » une étude clinique nommée VIP (Vitamins In Preeclampsia)
utilisant 2404 patientes a haut risque de développer la pré-éclampsie. Cette étude utilise
les mémes concentrations de vitamines que les derniéres et le supplément est donné a
partir du second trimestre jusqu’a terme 3%. IIs ont démontré que ce traitement ne
diminue pas l'incidence de la pré-éclampsie (15% vs placebo 16%). Cette étude montre
aussi qu'un plus grand nombre de femmes dans le groupe recevant le supplément
vitaminé développent de I'’hypertension gestationnelle et ont recourt a un traitement anti-
hypertensif intraveineux, des stéroides anténataux ou du sulfate de magnésium. De plus,
ils ont démontré une corrélation positive entre l'utilisation des antioxydants vitaminés et
'augmentation des naissances de bébés de faible poids dans le groupe de femmes a haut
risque de développer la maladie. Bien que la mortalité des bébés soit plus élevée dans le
groupe recevant le supplément vitaminé comparativement au groupe placebo, cette
différence n’est pas significative. D’autres études cliniques ont été menées et celles-ci n’ont
démontrées aucune amélioration du statut oxydant chez les femmes préclamptiques 370371,
Suite a ces résultats, les différents auteurs contre-indiquent I'utilisation des vitamines E et
C, aux concentrations utilisées dans I'étude, en prévention de la pré-éclampsie. Toutefois,

d’autres études sont nécessaires afin de bien définir les effets de tels suppléments.

Les vitamines C et E sont communément considérées comme des antioxydants
bénéfiques pour la santé et leur utilisation est trés pronée. Cependant, de plus en plus
d’études démontrent que la vitamine E peut aussi agir comme un oxydant potentiel dans
des conditions oit un stress oxydatif est déja présent. En effectuant son pouvoir

antioxydant, la vitamine E oxydée devient le radical o-tocophérol, molécule oxydante
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(voir figure 9 dans I'introduction). Généralement, la cascade impliquant la participation
commune de la glutathion peroxydase, le glutathion et la vitamine C est capable de
régénérer totalement le radical a-tocophérol en vitamine E. Cependant, dans des
conditions ou les composantes de cette cascade sont amoindris, tel que dans la pré-
éclampsie 330, il est fort possible que ce processus soit compromis et entraine la formation
accrue du radical a-tocophérol. Il a été démontré que ce dernier est capable d’amplifier la
peroxydation lipidique qui survient dans des suspensions de LDL (low density lipoprotein)
plasmatiques déja soumis a un environnement oxydatif 331332, De plus, il a récemment été
démontré que la vitamine E, pourrait étre responsable de la production d’oxygene
singulet 33, Ce dernier étant une molécule trés réactive pouvant altérée la fonction des
protéines, des lipides et de ' ADN. Ainsi, le role potentiellement oxydant de la vitamine E

lorsque donnée pendant la pré-éclampsie n’est pas a exclure.

Ces derniéres années, il a été démontré que la vitamine E possédait des activités
biologiques indépendantes de ses fonctions anti-oxydantes. Cependant, la distinction
entre les fonctions anti-oxydantes et non-anti-oxydantes n’est pas claire. Le groupe de
Banerjee, propose un modeéle ou la vitamine E aurait des effets néfastes sur la réponse
immunitaire au cours de la pré-éclampsie 3. Les cytokines du systtme immunitaire
produites par les lymphocytes sont regroupées en 2 catégories : Th1 et Th2. Les molécules
du groupe Thl regroupent, entre autres, le TNF-o, l'interféron-y (INF-y) et l'interleukine-
12 tandis que celles appartenant au groupe Th2 sont I'interleukine-4 et -10. Généralement,
les cytokines Thl assurent une réponse immunitaire & médiation cellulaire tandis que la
réponse aux Th2 est dépendante des complexes antigénes-anticorps (réponse humorale).
La grossesse posseéde un caractére immunologique important puisque l'unité foeto-
placentaire en développement produit ses propres antigénes (Ag) et est considérée comme
une allogreffe. Ces Ag peuvent étre reconnus par le systéme immunitaire de la mere
comme du non-soi et engendrer un rejet. Au début de la grossesse, entre les semaines 8 et
12, la production par les trophoblastes de cytokines de la classe Thl est & son maximum.
Puis, vers le 2i¢me trimestre, ou1 I'établissement de la circulation foeto-maternelle définitive

survient, une transition entre la production des médiateurs Thl et Th2 s’effectue : Th2
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devenant ainsi dominant. Cette migration semble s’effectuer via une activation de la
protéine kinase C theta (PKC-8). Ceci favoriserait la réponse immunitaire cellulaire et
limiterait la réponse humorale face aux Ag foeto-placentaires 3%. En plus d’effectuer un
pouvoir anti-oxydant, il a été démontré que la vitamine E diminue la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires via une inhibition de la PKC-6 3%. Le groupe de
Banerjee, propose un modéle ot la vitamine E, lorsque donné en prévention a des femmes
a haut risque de développer la pré-éclampsie, pourrait empécher la transition entre cette
production de cytokines (figure 21) 33¢. Ainsi, un supplément de vitamine E favoriserait la
production des médiateurs Th1 par I'entremise d’une inhibition de la PKC et diminuerait
celle des Th2 dans les trophoblastes. Ce concept, est appuyé par des études dans des
modeles animaux ainsi que dans des études cliniques chez I'humain. Par exemple, il a été
démontré qu'un supplément de vitamine E (500ppm) pendant 8 semaines chez la souris
infectée par le virus de l'influenza induit une augmentation de la production d’'INF-y
(Th1) par les splénocytes 37. De méme qu’un supplément de vitamine E (750mg) pendant
2 semaines induit la production de l'interleukine-2 et I'IFN-y (Th1), tandis que celle de
I'IL-10 (Th2) n’a pas été affectée chez des patients atteints de cancer colorectal 338, L’action
non-oxydative de la vitamine E serait alors responsable de favoriser une plus grande
réponse immunitaire face aux antigénes foeto-placentaires libérés dans la circulation
maternelle. Ainsi, les auteurs suggeérent que cette vitamine serait a l'origine d’effets
indésirables sur la maturation immunitaire foetale ainsi qu'au niveau de l'interaction

foeto-maternelle nuisant au devenir de la progéniture.
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Figure 21 : Modéle proposé selon lequel la vitamnine E préviendrait la transition entre Thl
et Th2 au cours de la pré-éclampsie.
Adapteée de Banerjee 2006

Le stress oxydatif et ses conséquences sont, sans aucun doute, impliqués dans le
développement de la pré-éclampsie. Cependant, les études cliniques portant sur
I'utilisation des vitamines anti-oxydantes comme traitement préventif de la pré-éclampsie
n‘ont pas donné les effets escomptés. Les connaissances actuelles sur les mécanismes
physiologiques et moléculaires impliqués dans le développement de la pré-éclampsie
étant encore limitées, des études fondamentales axées sur la compréhension de ceux-ci
seraient nécessaires. Par exemple, bien définir I'implication du stress oxydatif dans la

maladie : cause ou conséquence ?

Limitations des modéles animaux de pré-éclampsie

La pré-éclampsie est une condition qui survient spontanément seulement chez
I'humain et quelques espéces de grands singes. La création de modeles animaux est donc
essentielle pour en étudier les manifestations et en comprendre les mécanismes. Plusieurs
de ces modéles ont été proposés toutefois, il est admis qu'aucun de ceux-ci ne présente
parfaitement les caractéristiques de cette maladie. Le placenta semble étre I'organe central
dans le développement de la pré-éclampsie et le choix d'un bon modele animal doit tenir

compte de la spécificité du placenta humain. Le role endocrinien et la formation de cet
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organe unique et fonctionnellement autonome différent quelque peu entre les espéces. Par
exemple, le placenta humain produit et sécréte 'hormone hCG 264, Cette hormone ne
semble toutefois pas produite par le placenta de rats 20339, De plus, son développement
chez I'humain est caractérisé par une invasion massive et profonde des trophoblastes.
Cette derniére n’est toutefois pas retrouvée chez toutes les espéces murines 5. Ainsi, une
étude récente suggere que I'invasion trophoblastique profonde qui prend place chez le rat
est comparable a celle chez I'humain. Toutefois, cette invasion profonde ne se produit pas
chez la souris 2%5. De plus, le groupe de Caluwaerts démontre que les changements
observés dans les arteres spiralées chez la rate sont similaires a ceux rencontrés chez
I'humain. Ainsi, ces études suggérent que la rate gestante est un bon modéle pour étudier
le développement placentaire et les maladies reliées en corrélation avec 'humain. La
création de modeles animaux reste difficile & exécuter et les données issues de ces modéles

demandent une interprétation critique lorsqu’on tient compte de la spécificité placentaire

rencontrée chez I'humain.

Perspectives
L’invasion trophoblastique lors du développement placentaire

L’invasion trophoblastique au sein de I'utérus est une caractéristique importante et
essentielle lors du développement du placenta hémochorial. Cette invasion est présente
chez plusieurs espéces dont I’humain, le rat et la souris 34034 Une hypothése pour
expliquer I'étiologie de la pré-éclampsie est un défaut de placentation. En effet, une
altération au niveau de l'invasion trophoblastique peut entrainer une modification
incompléte des arteres spiralées maternelles. Ce phénomeéne a été associé au
développement de maladies gestationnelles telles que la pré-éclampsie et des restrictions
de croissance intra-utérine 342. L'expression du TNF-q, cytokine inflammatoire, dans les
cytotrophoblastes extravilleux chez I'humain suggere que cette molécule est impliquée
dans I'invasion trophoblastique 343. De plus, il a été démontré qu'une concentration élevée
(100ng/mL) de cette cytokine affecte la différenciation des trophoblastes du blastocyste de
souris en culture 3%, Aussi, il a été démontré que le TNF-a empéche la migration et

I'invasion des cellules trophoblastiques dans une matrice de collagene 340345, Nos études
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démontrent une augmentation de l'expression de 'ARNm de cette cytokine dans les
placentas de rates recevant un supplément sodique de 1.8% 3%7. Ainsi, ce résultat suggere
qu'une altération au niveau de l'invasion trophoblastique pourrait étre présente dans
notre modéle animal et contribuer aux symptomes de la pré-éclampsie. Chez le rat, le
signal controlant l'invasion trophoblastique est encore mal connu. Cependant, les
lymphocytes NK semblent jouer un réle important dans I'invasion trophoblastique chez la
rate. Ces cellules sont présentes dans le cone pré-placentaire (voir figure 15 de
l'introduction) puis, vers le 15%me jour de gestation, elles commencent & disparaitre par

apoptose et sont progressivement remplacées par les trophoblastes envahissants (Figure

22) 34,

Milieu de la gestation

/ labyrinthe
Placenta

labyrinthe

Placenta

Figure 22: Représentation schématique de l'invasion
trophoblastique dans le placenta de rat.
Adaptée de Ain, 2003.

Le groupe d'Ain démontre qu’il existe une relation réciproque entre les cellules NK et
les trophoblastes envahissants puisque ces derniers occupent les mémes sites. Il a aussi été

démontré que la synthése du TNF-a est inhibée dans les cellules NK en culture lorsque
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celles-ci entre en contact avec des trophoblastes 34. Il serait donc intéressant de vérifier la
localisation des trophoblastes envahissants et des cellules NK dans les placentas de notre
modele animal afin de déterminer si une altération de l'invasion trophoblastique est

présente.

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire et ses récepteurs

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est un facteur mitogénique pour les
cellules endothéliales des artéres et des veines 347. Il participe a I'angiogénése et la
vasculogénese au niveau de plusieurs tissus 348. Le VEGF est aussi connu sous le nom de
facteur de perméabilité vasculaire. En effet, il a été démontré qu'il était capable d’induire
une fenestration des cellules endothéliales dans les capillaires du muscle crémaster chez le
rat, ce qui permet I'extravasation des protéines 34%. Les actions du VEGF sont assurées par
sa liaison a des récepteurs membranaires (VEGFr) liés aux tyrosines kinases (pour une
revue 348). Un récepteur soluble a aussi été caractérisé. Le VEGFrs est aussi connu sous le
nom de sFlt1-1 (soluble receptor fins-like tyrosine kinase). Ce récepteur capture le VEGF et
empéche ses actions cellulaires. Dans le rein, la présence d'une protéinurie traduit
habituellement une atteinte des structures du glomérule rénal. De plus, il a été démontré
qu'une corrélation positive existe entre I'augmentation de l'expression du VEGF et le
développement d'une protéinurie en condition pathologique telle que de diabéte 3. Au
cours de la pré-éclampsie, le site majeur des injures rénales semble étre la cellule
endothéliale glomérulaire. Il a été démontré, dans des biopsies de reins provenant de
femmes pré-éclamptiques, qu'une réduction de la densité de 1'endothélium fenestré des
capillaires glomérulaires est présente 1. Aussi, il a été montré que la concentration
plasmatique de sFltl-1 était augmentée chez les femmes pré-éclamptiques
comparativement aux femmes normotensives 32. De plus, on observe aussi la présence de
dépot fibrineux sous-endothélial a ce niveau. Une récente étude suggere un role du VEGF
dans le développement de néphropathie associée a la pré-éclampsie 353. Cette investigation
démontre que dans un groupe de patientes pré-éclamptiques présentant une
néphropathie, I'expression de 'ARNm et de la protéine du VEGF dans des biopsies

rénales est augmentée et corréle avec la protéinurie et les lésions vasculaires observées 3.



142
Nos études démontrent qu'un supplément sodique entraine une réponse inappropriée du
rein face a la gestation menant & une protéinurie. Afin d’élargir la compréhension des
mécanismes qui surviennent lors de la prise d'un supplément sodique pendant la
grossesse, nous proposons de caractériser l'expression du VEGF ainsi que de ses
récepteurs dans le rein de nos animaux. Une augmentation de son expression pourrait étre
responsable d'une augmentation de la fenestration des cellules endothéliales
glomérulaires et ainsi, de la protéinurie que nous observons. Des études utilisant la
microscopie électronique pourraient aussi étre effectuées et permettraient de visualiser et

d’analyser l'intégrité de la membrane de ces cellules.

Les travaux effectués dans notre laboratoire démontrent qu'un supplément sodique
(1.8%) induit une diminution du diamétre des artéres utérines 302, du poids des placentas
ainsi qu'une restriction de croissance intrautérine 21¢. De plus, les résultats présentés dans
cette thése montrent la présence d'un stress oxydatif placentaire 3. La réduction du
diametre des artéres utérines suggeére une diminution possible de la perfusion placentaire
et donc de I'apport en oxygene au foetus. Chez la femme, avant la 9me semaine de
grossesse, la tension en oxygene dans le placenta est relativement faible (20mmHg). Par la
suite, celle-ci augmente a des niveaux de I'ordre de 55mmHg afin de répondre a la
demande croissante du foetus 3%. Cette transition essentielle coincide au moment ot les
cytotrophoblastes deviennent envahissants et érodent les artéres maternelles. De plus, il
semble que ces cellules soient sensibles a de faible concentration d’oxygéne. En effet, il a
été démontré qu'un milieu hypoxique empéche la différenciation des cytotrophoblastes en

un phénotype envahissant 3%.

Le VEGF stimule la prolifération des trophoblastes 35%. De faibles concentrations du
VEGF ou une augmentation de la production d’antagonistes tels que la forme soluble du
récepteur ont été proposées comme médiateurs possibles de la pré-éclampsie 352
Comparativement a la grossesse normale, le récepteur sFlt1-1 est produit en abondance
par le placenta de femmes pré-éclamptiques et est aussi retrouvé dans la circulation
sanguine 357358, Un mécanisme a été proposé pour expliquer cette hausse de sFlt1-1 au

cours de la pré-éclampsie. Il a été démontré qu'une diminution de I'oxygeéne (hypoxie) de
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20 a 2% induit une augmentation de I'expression de '’ ARNm de ce récepteur dans des
cultures de cytotrophoblastes 35°. De plus, cette hypoxie entraine la production accrue du
VEGF dans ces cellules. Les auteurs suggérent que la production excessive de sFlt1-1 au
cours de la pré-éclampsie pourrait étre la conséquence d'une hypoxie placentaire. Cette
condition pouvant conduire a une altération dans les propriétés envahissantes des
cytotrophoblastes extra-villeux. En fait, le groupe de Ahmad a démontré qu'en pré-
incubant des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC; human
umbilical vein endothelinl cells) avec le récepteur sFltl-1, la migration des cellules HUVEC
est significativement diminuée 357. On associe aussi ' hypoxie avec la formation de ROS. Li
et ses collegues ont démontré que des trophoblastes provenant de placenta a terme
normaux cultivés dans des conditions d’hypoxie (2% O2) présentent une augmentation de
'expression de ' ARNm du sFlt1-1 et de la concentration du VEGF, ce qui corréle avec une
élévation de la peroxydation lipidique 360. Mis ensemble, ces études proposent que
I'hypoxie placentaire présente lors de la pré-éclampsie induit une altération de la
régulation du VEGF et du statut oxydant menant & un défaut de placentation et une

dysfonction placentaire a I'interface foeto-maternelle.

Dans notre modéle animal, le stress oxydatif présent au niveau placentaire ainsi que
la diminution du diamétre des artéres utérines suggeérent la présence d'un environnement
hypoxique. Puisque I'hypoxie est un inducteur majeur du VEGF, il serait intéressant de
I'expression et la synthése de celui-ci de méme que du sFItl-1 a l'interface foeto-

maternelle.

Les récepteurs aux minéralocorticoides

Nous avons démontré, dans notre modéle animal de pré-éclampsie expérimental, que
les rates gestantes soumises au supplément sodique 1.8% ont une augmentation de la
concentration de corticostérone ainsi qu'une diminution de 1'aldostérone plasmatique 216.
Bien que le systéme rénine-angiotensine-aldostérone soit diminué, ces rates ont une

hausse de la pression artérielle.
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Le récepteur aux minéralocorticoides (MR) posséde une affinité pour une variété de
stéroides tels que le cortisol, la corticostérone (glucocorticoide chez le rat), la
déoxycorticostérone, la progestérone et I'aldostérone 3¢1. Le cortisol et la corticostérone
posseédent la méme affinité pour les MR que I'aldostérone. En état physiologique, la
concentration intracellulaire de glucocorticoides actifs est de I'ordre de 10 fois plus
importante que celle de l'aldostérone. Se faisant, la majorité de MR peuvent étre occupés
par les glucocorticoides. Ce complexe glucocorticoide-MR peut étre activé par divers
facteurs. Il existe donc un systéme enzymatique afin de favoriser la liaison de
l'aldostérone sur son récepteur. L'enzyme 11-Bhydroxystéroide-déhydrogénase de type 2
(11-BHSD?2) est responsable de I'inactivation du cortisol en cortisone chez I’humain ou de
la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone chez le rat %2 Ces deux dérivés sont des
métabolites inactifs ayant une affinité négligeable pour les MR. Ce systéme protége donc
les MR d'un excés de glucocorticoides. Dans des cas tel que la pré-éclampsie, ou l'activité
de la 11-BHSD2 est diminuée dans les placentas et la concentration plasmatique du
cortisol est augmentée, le complexe cortisol-MR peut étre activé par certain facteurs et
mimer les effets de l'aldostérone 363364 Le statut rédox cellulaire serait un important
déterminant de I'activation de ce complexe. Il a été démontré que des rats Dahl-sensitive
(DS) sous diete riche en sodium (8% pendant 7 semaines consécutives) développent une
hypertension accompagnée d'une diminution de l'aldostérone plasmatique 365. Une
augmentation de la production d’anion superoxyde ainsi qu'une diminution du ratio
GSH/GSSG sont aussi observées au niveau du ventricule gauche, suggérant la présence
d'un stress oxydatif. En donnant I'eplerenone (inhibiteur des MR ; 30 ou 100ng par Kg)
pour une durée de 19 semaines, une atténuation de la fibrose, de 'hypertrophie cardiaque
ainsi que du stress oxydatif a été observée dans ce modele. Les auteurs suggeérent donc
que le complexe corticostérone-MR pourrait étre a l'origine des modifications
cardiovasculaires et ce par I'entremise d'un stress oxydatif. De par ces études, il serait
intéressant de vérifier I'expression et l'activité de la 11B-HSD2 de méme que I'implication
de la liaison glucocorticoides-MR au sein des différents organes étudiés dans notre
modele animal. Ceci nous donnera une image précise du réle des MR dans la gestation et

dans des cas pathologiques tel que la pré-éclampsie expérimentale.
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Conclusion
Méme encore aujourd’hui, I'étiologie de la pré-éclampsie reste encore indéfinie avec
en son centre, le placenta. Certaines hypotheses ont été proposées pour en expliquer la
cause telle que la relache, par le placenta, de microfragments ou de molécules, telles que le
TNEF-a et les lipides peroxydés. Lors du développement du placenta chez les femmes pré-
éclamptiques, I'invasion des artéres spiralées est incomplete et ces derniéres demeurent
sensibles aux agents vasoconstricteurs 366367, Cette placentation anormale impliquerait le
VEGF, et serait, en partie responsable d'un hypoxie tissulaire ce qui entrainerait la
production de ROS et de RNOS 38369, A ce stade d’étude, aucune donnée n’est en mesure
de déterminer si le stress oxydatif est la cause ou la conséquence de cette maladie.
Toutefois, le véritable défi est de comprendre comment les mécanismes physiologiques et
moléculaires qui surviennent au cours de la pré-éclampsie entrainent ces conséquences

néfastes pour la mére et le feetus.

L'étude des manifestations qui surviennent au cours de la grossesse et de ses
pathologies est possible grace a I'élaboration de modéles animaux tels que celui que nous
avons développé au cours de mes études. Mes travaux, en accord avec la littérature,
démontrent que la gestation elle-méme est une condition oxydante. De plus, les résultats
présentés dans cette theése indiquent qu'un nouvel équilibre physiologique et cellulaire est
mis en place au cours de la grossesse, et que celui-ci peut étre trés sensible a une insulte
maternelle. Ceci pouvant conduire & une réponse inappropriée de la grossesse et affecter
la croissance foetale. De par les résultats obtenus au cours de mes études, nous
considérons que notre modéle animal est un outil précieux pour I'étude des mécanismes
impliqués lors de la grossesse et de la pré-éclampsie. De plus, ce modéle nous permettra
de faire un suivi tout au long de la gestation afin de vérifier a quel moment le supplément
sodique (insulte maternelle chez la rate) cause les atteintes que nous avons observées.
Nous pourrons ainsi déterminer, quand, pendant la grossesse les mécanismes cellulaire
sont différents entre les rates gestantes recevant un supplément sodique comparativement

aux rates gestantes témoins.
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