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SOMMAIRE

L’hypertension essentielle méne au changement de structure des artéres de
résistance (remodelage eutrophique) et de gros calibre (remodelage hypertrophique).
Le remodelage eutrophique participe au maintien de I’hypertension et au dommage
des organes cible. Les artéres de résistance qui ont la capacité de se contracter
normalisent ainsi leur tension pariétale, ce qui semble expliquer 1’absence
d’hypertrophie dans ce type d’artéres. Etant donné les connaissances limitées
concernant le remodelage eutrophique, 1’objectif de mes travaux a porté
principalement sur la compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement du remodelage eutrophique des artéres de résistance et aussi
brievement sur la compréhension des mécanismes impliqués dans le remodelage
cardiaque, le cceur faisant partie des organes atteints par |’hypertension essentielle.
Pour ce faire, nous avons utilisé un modele d’hypertension induite par I’inhibition de
la synthése du NO (L-NAME), qui mime I’ensemble du remodelage cardiovasculaire

observé dans I’hypertension essentielle humaine.

Les résultats de nos travaux ont démontré que la réponse vasoconstrictrice
aigué, observée distinctement dans les arteres de résistance, par microscopie
intravitale, représentait un processus précoce pouvant initier le développement du
remodelage eutrophique. En effet, les arteres de plus gros calibre (fémorale) ne se

contractent pas et s’hypertrophient. De plus, nous avons démontré une contribution



de ERK 1/2 dans la vasoconstriction mésentérique, laquelle est généralement associée

a la prolifération cellulaire.

Des travaux ont démontré que la polymérisation d’actine représentait un
mécanisme impliqué tout d’abord dans la contraction soutenue en réponse a
I’augmentation de pression (tonus myogénique), qu’elle générait une force de tension
contrant la tension pariétale et finalement qu’elle participait a la réorganisation du
cytosquelette. Nos travaux ont démontré une expression a la hausse des protéines
impliquées dans la polymérisation d’actine, (principalement des effecteurs des voies
Rho et Rac, qui participent a la réorganisation du cytosquelette), toutefois, a des
temps différents au cours du développement remodelage eutrophique. De plus, nos
travaux nous ont permis d’identifier un marqueur spécifique de remodelage
eutrophique, PAK1 (un effecteur direct de Rac), son expression étant augmentée
durant tout le processus de remodelage dans les arteres de résistance; I’expression de
PAK1 n’était pas amplifiée dans les artéres ayant développé un remodelage

hypertrophique.

Une derniere étude cherchait & comprendre 1’absence d’hypertrophie cardiaque
lors d’une augmentation de la pression artérielle induite par le L-NAME. Or, sachant
que la croissance cellulaire est intimement couplée a I’augmentation de la
vascularisation afin de permettre 1’apport d’oxygene essentiel au fonctionnement
cellulaire, la diminution de la disponibilit¢ du NO - qui représente un facteur
angiogénique central - pouvait expliquer I’absence d’hypertrophie compensatoire.

Nos travaux ont démontré une contribution essentielle du NO endogéne dans la



Mots clés : hypertension essentielle, arteres de résistance, remodelage
eutrophique, L-NAME, vasoconstriction, réorganisation du cytosquelette, PAK1,

remodelage concentrique cardiaque, arteres coronaires, néovascularisation.



SUMMARY

Essential hypertension leads to an alteration of arterial structure with eutrophic
remodeling in small resistance artery and to hypertrophic remodeling in large arteries.
Eutrophic remodeling is implicated in the maintenance of hypertension and leads to
end organ damage. Having the ability to contract, small arteries normalize their wall
stress, explaining possibly the absence of hypertrophy observed in these arteries.
Considering the poor information on eutrophic remodeling, my work aimed at
improving the understanding of mechanisms implicated in the development of
eutrophic remodeling in resistance arteries, and also to clarify the mechanisms
involved in cardiac remodeling, Therefore, we have used a L-NAME-induced
hypertension model, which is known to mimic cardiovascular remodeling observed in

human essential hypertension.

Our results have shown an acute and distinct vasoconstriction observed in
mesenteric arteries, using intravital microscopy, which could represent an early event
for eutrophic remodeling development. Indeed, hypertrophic remodeling was
observed in larger arteries (femoral arteries), which did not contract. In addition, we
have demonstrated a contribution of ERK 1/2 in the mesenteric contraction, this MAP

kinase being usually associated with cellular proliferation.

In response to elevated pressure, evidence is mounting that actin polymerization
represents a process contributing to sustain contraction, which generates a force to

oppose wall stress, and to cytoskeleton reorganization. Our results have demonstrated



a modulation of expression of proteins implicated in actin polymerization (mainly
Rho and Rac effectors), yet at different times during eutrophic remodeling
development. In addition, our study allowed us to identify a marker specific to
eutrophic remodeling, PAK1 (a direct effector of Rac), its over expression being

observed during the whole development of eutrophic remodeling.

Our last study was based on the understanding of the absence of cardiac
hypertrophy observed during L-NAME-induced hypertension, despite the elevated
pressure overload. We have proposed that during tissue growth, appropriate
vascularization must follow for adequate oxygen supply. Since nitric oxide represents
a major angiogenic factor, its reduced bioavailability could have explained the
absence of compensatory cardiac hypertrophy. In line with our hypothesis, our results
have demonstrated an important involvement of endogenous NO in

neovascularization of coronary arteries.

Key words: essential hypertension, resistance arteries, eutrophic remodeling,
L-NAME-induced hypertension, vasoconstriction, cytoskeleton reorganization,

PAK1, cardiac remodeling, coronary arteries, neovascularization.
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PREMIERE PARTIE — INTRODUCTION




CHAPITRE 1. LE SYSTEME CARDIOVASUCLAIRE

La principale fonction du systeme cardiovasculaire est de transporter le sang
aux différents tissus et organes vitaux de l’organisme afin d’assurer leur
fonctionnement et leur survie. Or, durant un cycle cardiaque, le ventricule gauche
pompe le sang hors du cceur dans la crosse aortique, puis le sang est acheminé dans
les différents tissus de l‘organisme en traversant les différents segments artériels
(arteres de gros calibre, artéres musculaires, arteres de résistance et les artérioles). Les
besoins métaboliques des organes tels que les reins, le foie, les muscles squelettiques,
le cerveau et le cceur, est assuré par I’apport de nutriments et d’oxygene se faisant au
niveau des capillaires, lesquels étant situés en aval des artérioles. Les tissus peuvent
alors libérer leurs déchets métaboliques dans les veinules, le segment vasculaire
suivant les capillaires. L’oreillette droite recoit le sang veineux par les veines caves
inférieures et supérieures, puis rempli le ventricule droit par une contraction
auriculaire. Le ventricule droit pompe le sang veineux dans le systéme pulmonaire
pour libérer d’une part, le CO, et d’autre part, pour oxygéner le sang a nouveau. Les
capillaires alvéolaires permettent ces échanges. Une fois oxygéné, le sang de la veine
pulmonaire rempli I’oreillette gauche et, suivant une contraction auriculaire, rempli le

ventricule gauche. Un nouveau cycle cardiaque recommence (figure 1.1).
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Le systeme circulatoire comporte différents types de circulation. Or, la
circulation favorisant la nutrition tissulaire est la circulation systémique ou générale.
Le systeme circulatoire comporte aussi la circulation pulmonaire (qui ne fera pas
I’objet de cet ouvrage) et la circulation coronarienne. Cette dernie¢re a pour fonction

de nourrir adéquatement le cceur et sera brievement décrite.

1.1 La circulation systémique

Le systeme circulatoire systémique est constitué de différents segments
vasculaires ayant une fonction les caractérisant chacun. Or, il comporte des arteres de
gros calibre, des artéres musculaires, des arteres de résistance, lesquelles
comprennent les petites artéres et les artérioles. Finalement, le syst¢éme circulatoire
systémique comporte les capillaires, les veinules et les veines. Dans le cadre de ce
travail, une description de la structure et des fonctions des différents segments
vasculaires se concentrera majoritairement sur la section artérielle avec une note

portant sur les capillaires.

1.1.1 Structure générale des artéeres de la circulation systémique

Les artéres de la circulation systémique partagent une structure similaire d’un
segment vasculaire a un autre. Ainsi, leur paroi vasculaire est composée de trois

principales couches dont I’intima, la média et I’adventice. Toutefois, les composantes



de la média peuvent varier selon le type d’artéres et leurs fonctions au sein du

systéme cardiovasculaire.

L’intima: I’intima comporte une combinaison d’une monocouche de cellules
endothéliales et de tissu conjonctif. Elle est délimitée par la lamelle élastique interne.
L’intima est particuliérement importante dans les artéres de gros calibre. A mesure
que les arteres deviennent plus petites, I’intima est surtout composée de 1’épithélium
endothélial et de la lamelle élastique interne (membrane basale). L’intima des grosses
arteres contient du tissu conjonctif majoritairement composé de fibres de collagene,
de protéoglycanes et un peu de fibres élastiques. Le principal type de cellules
présentes dans le tissu conjonctif de I’intima sont des CMLs phénotypiquement
modifiées. Parfois, des cellules du systéme immunitaire (lympphocytes,

macrophages) peuvent aussi étre présentes'.

La média: la média est formée principalement de cellules musculaires lisses,
lesquelles sont intercalées de tissus élastiques. Des fibres de collagéne et de tissu
conjonctif séparent les fibres élastiques des cellules musculaires lisses. La média
représente la section de la paroi artérielle la plus épaisse. Toutefois, sa structure varie
selon le type d’arteres leur confinant ainsi une fonction les caractérisant. Par exemple,
la média, composant les arteres de gros calibre (comme I’aorte), renferme beaucoup
plus de fibres élastiques que les artérioles. Plus les segments artériels s’éloignent du
cceur, plus la composante matricielle diminue au profit des cellules musculaires

lisses.



L’adventice: entourant la média, I’adventice est composée majoritairement de
tissu conjonctif dense (€lastine et collagéne), puis de tissu conjonctif moins structuré
en s’approchant du pourtour de I’adventice. Elle renferme aussi des fibroblastes, des
mastocytes et des macrophages et quelques cellules de Schwann®. Son épaisseur peut

varier d’un segment vasculaire a un autre”’.

1.1.2 Fonctions des différentes artéres composant le systéme

circulatoire systémique

L’architecture des différents segments artériels est organisée de sorte que le
sang arrivant au niveau des capillaires, assure les échanges de nutriments et
d’oxygene/métabolites et dioxyde de carbone, entre la circulation et les tissus de
I’organisme. Or, la composition de la média des différents types d’artéres, leur
confére une fonction spécifique allant de paire avec le but ultime de la circulation
systémique. Ainsi, le flux sanguin pulsatile, sortant du cceur est amorti au niveau de
I’aorte grace a sa composante €lastique importante, et devient constant 2 mesure que
le sang s’éloigne du cceur. Les artéres de résistances et artérioles assurent un flux
constant en causant une augmentation de la résistance au flux sanguin par contraction
musculaire basale. La figure 1.2 décrit les composantes des différents segments

artériels.
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1.1.2.1 Les artéres de gros calibres

Elles comprennent les grosses arteres (aorte) et les arteres de calibre moyen
(carotides et fémorales). Fortement composées de fibres élastiques, elles ont la
capacité de transformer le flux pulsatile sortant directement du cceur en flux continu,
en emmagasinant 1’énergie créée par la pression (effet tampon). Au cours du
relichement cardiaque, la paroi des artéres se rétracte, permettant le passage régulier
du sang vers les segments vasculaires en aval. La présence importante des fibres de

collagene limite un étirement trop important de la paroi artérielle.

1.1.2.2 Les artéres de résistance
Elles renferment les petites artéres ayant un diametre compris entre 100 et 300

um et les artérioles (diametre entre 10-50 pm). Leur média est majoritairement

composée de cellules musculaires lisses et présente une activité myogénique basale.
Leur structure permet de se contracter ou se dilater, contr6lant ainsi le débit sanguin
et la résistance périphérique totale. Les artérioles agissent comme valves contrdlant
I’entrée de sang dans le lit capillaire en aval. Selon les besoins métaboliques des
tissus qu’elles desservent, elles ont la capacité d’obstruer compleétement leur

ouverture ou de causer une vasodilatation importante.



1.1.2.3 Les capillaires

Les capillaires tissulaires représentent le segment vasculaire ayant la plus
grande surface de tout I’organisme (1000 m® en comparaison avec les capillaires
alvéolaires, lesquels ayant une surface de 90 m?), permettant ainsi les échanges
nutritionnels tissulaires adéquats. Pour ceci, les capillaires sont formés d’une simple
couche de cellules endothéliales, perméables, permettant le passage de petites
molécules. Ainsi, I’endothélium permet les échanges par diffusion trans-capillaire et
par filtration des fluides, nutriments, électrolytes, hormones et autres substances entre

le sang et le fluide interstitiel.

1.1.3 Pression dans les différents segments vasculaires

Afin d’approvisionner les tissus en nutriments, le sang doit circuler en partant
du cceur jusqu’aux organes cibles avec un gradient de pression. En effet, en sortant du
ceeur, la pression moyenne est approche les 100 mmHg, et atteint une valeur nulle a
I’entrée de I’oreillette droite (collectant le sang veineux arrivant des veines caves
inférieure et supérieure). En s’éloignant du cceur, la pression doit considérablement
diminuer pour permettre un débit sanguin régulier, prévenant ainsi des lésions au
niveau des capillaires. Or, la pression change d’un segment vasculaire a un autre en
vue de maintenir un débit constant. La pression dans les capillaires systémiques varie
entre 35 mmHg (prés de ’artériole) et 10 mmHg (prés des veinules) avec une
pression fonctionnelle de 17 mmHg, représentant une pression assez haute pour

laisser passer les petites molécules nutritives sans laisser passer tout le plasma dans



I’espace interstitiel*. La figure 1.3 illustre la chute de pression lors du passage dans

les différents segments artériels.

1.1.3.1 Effet tampon

La diminution de la pression d’un segment vasculaire a un autre est assuré par
la combinaison de la distension (compliance) de la paroi des arteres de gros calibre et
de la résistance par friction, laquelle est attribuée au tonus vasoconstricteur des
petites arteres et artérioles (arteres de résistance). La compliance diminue I’effet
pulsatile en emmagasinant un volume de sang par élévation de pression. La résistance
par vasoconstriction diminue la pulsation pour diminuer la quantité de sang allant
vers les segments artériels en aval, permettant ainsi un débit sanguin régulier et une

pression sanguine adéquate pour la perfusion des organes.

10
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1.2 La circulation coronarienne

La circulation coronarienne est responsable d’irriguer le cceur. Deux artéres
coronaires principales partent de la base de 1’aorte (au dessus des valves semi-
lunaires). L’artere coronaire gauche irrigue les parties antérieure et latérale du
ventricule gauche tandis que I’artére coronaire droite irrigue entierement le ventricule
droit et la partie postérieure du ventricule gauche. L’artére intraventriculaire
antérieure suit le sillon interventriculaire antérieur et fournit le sang oxygéné aux
parois des deux ventricules. L’architecture générale de la vascularisation cardiaque
suit une structure dichotomique en partant de I’épicarde, traversant le myocarde puis

I’endocarde, suivant des diametres d’artéres décroissants. Ainsi les artéres coronaires

de conductance (dont le diametre varie entre 500-1000 pm), irriguent I’épicarde, puis
se ramifient en arteres de résistance (diametre variant entre 100-300 um) et en
artérioles (diametre variant entre 10-100 wm), ces deux derniéres s’immiscant vers les

parois internes du cceur’. Les artérioles se ramifient ensuite en capillaires,

représentant le lieu d’échange en oxygene et nutriments des cardiomyocytes.

Au repos, 70 % de I’oxygene de la circulation coronarienne est consommée par
le cceur 2 mesure qu’il le traverse, laissant peu d’oxygéne supplémentaire pour
nourrir davantage les cardiomyocytes, sauf si le débit sanguin augmente. Dans la
circulation coronarienne, le débit sanguin dépend majoritairement des besoins

métaboliques du tissu cardiaque. La libération d’adénosine, qui est un agent

12



vasodilatateur, est le principal facteur qui permet d’augmenter le débit sanguin

coronarien®.
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CHAPITRE 2. PHYSIOLOGIE DU SYSTEME

CARDIOVASCULAIRE

2.1 Débit sanguin

Le débit sanguin dans le systéme circulatoire dépend principalement de deux
parametres: la différence de pression entre deux extrémités vasculaires (gradient de
pression), générant la force poussant le sang sur la paroi vasculaire, et la résistance au
débit sanguin, exercée par la friction du sang le long de la paroi vasculaire. Le débit

peut donc étre calculé selon la loi d’Ohm:

Q=AP/R,

ol Q = le débit sanguin, AP= le gradient de pression et R = la résistance*. Une

relation plus compléte du débit a ensuite été élaborée par le physicien francais,
Poiseuille, ayant porté un intérét sur le débit d’un liquide dans un tube de verre. Son
principe a donné lieu a une loi portant son nom, loi de Poiseuille, qui met en relation
la différence de pression, le rayon du tube, la longueur du tube, et la viscosité du
liquide pour déterminer le débit sanguin®. Ses travaux ont été appliqués au systéme

circulatoire. Ainsi, la formule du débit sanguin peut étre définie par :

Q = n(AP) r*/ 8nL

14



ol AP= la différence de pression entre la pression aortique et la pression de la
veine cave (a I’entrée de I’oreillette droite), r* est le rayon du vaisseau, n=la viscosité
du sang et L= la longueur du vaisseau. 7t/8 étant une constante de proportionnalité®.

En observant les parametres de la formule, I’un peut stipuler que le diametre du
vaisseau (qui est le double du rayon) est le principal facteur déterminant le débit

sanguin puisqu’il est a la puissance 4.

2.1.1 Régulation du débit

Le débit sanguin peut étre régulé de facon aigu€ ou chronique. A court terme, la
régulation du débit résulte de la contraction des artérioles soit par un besoin
métabolique tissulaire ou par processus d’autorégulation myogénique. A long terme,

il est plutot régulé par le changement structurel de la vascularisation des tissus.

2.1.1.1 Régulation du débit a court terme

A. Besoins métaboliques

Plus les besoins métaboliques d’un tissu donné sont importants, plus fort sera le
débit. L’oxygene représente le nutriment le plus important a la survie des tissus. Un
manque d’oxygene tissulaire mene a une dilatation des artérioles et une augmentation
du débit. Ce phénomene explique I’augmentation du débit sanguin vers les muscles
squelettiques a 1’effort (hyperhémie active) ou au repos aprés une période

« d’occlusion »artérielle (hyperhémie réactive). Les métabolites responsables de la

15



vasodilatation incluent en autre, les ions H" et K*, le CO,, I’acide lactique, les

phosphates et I’adénosine’.

B. Autorégulation

L’autorégulation est définie comme étant une tendance intrinséque d’un organe
4 maintenir un débit sanguin normal en dépit d’un changement de pression artérielle®.
Cette autorégulation du débit sanguin repose sur des altérations locales de la
résistance vasculaire qui compensent les variations importantes de pression. Les
cellules musculaires lisses vasculaires sont arrangées en hélice ou suivant une
disposition circonférentielle autour de 1’axe du vaisseau et lorsqu’elles sont étirées,
elles deviennent actives, résultant en une contraction. Ce processus illustre le controle
local du tonus vasculaire, de sorte que chaque cellule musculaire lisse vasculaire agit
comme stimulateur autonome a la réponse myogénique. Les mécanismes contr6lant
la réponse myogénique des artéres de résistance seront abordés dans la section traitant

sur la résistance périphérique.

C. Forces de cisaillement

Les forces de cisaillement causent une augmentation du débit sanguin en
libérant du monoxyde d’azote (NO), de la prostacycline et de [’acide
époxyeicosatriénique, tous trois favorisant une vasodilatation. En général, les forces
de cisaillements stimulent la libération d’agents vasodilatateurs lesquels modulent
négativement la réponse d’autorégulation myogénique, permettant ainsi de limiter la

réponse vasoconstrictrice. Par exemple, une augmentation subite de la pression méne



a une vasoconstriction aigué au niveau des artérioles. Par conséquent, le diametre des
artérioles diminue et mene a I’augmentation des forces de cisaillements et permet la

libération de facteurs vasodilatateurs, opposant une vasoconstriction trop sévere.

D. Réponse inflammatoire

Au site d’une Iésion ou d’une infection, la libération importante de nombreuses
substances vasodilatatrices, notamment la bradykinine et 1’histamine, augmente le
débit sanguin. La vasodilatation permet ainsi 1’arrivée rapide des cellules
« réparatrices » et des nutriments au site d’infection, de méme que I’élimination des

déchets métaboliques.

2.1.1.2 Régulation du débit a long terme

Le changement du degré de vascularisation tissulaire représente le mécanisme
de régulation du débit sanguin a long terme. Une diminution chronique de la pression
artérielle ménera a une augmentation physique de la taille du vaisseau et, dans
certaines conditions, & une augmentation du nombre des vaisseaux pour un tissu
donné. Au contraire, une augmentation chronique de la pression artérielle conduira a
une diminution du nombre et de la taille des artéres de résistance, artérioles et
capillaires. Ce phénomene est appelé la raréfaction des artéres et sera détaillé dans la
section traitant du remodelage vasculaire. Les besoins métaboliques régulent aussi a
long terme le débit sanguin. Par exemple, une augmentation chronique de la demande

en oxygeéne menera a une augmentation de la vascularisation tissulaire (angiogénése),



phénomeéne observé chez les personnes vivant en haute altitude, ou I’oxygéne est plus
rare. Il est aussi présent lors de la croissance d’un tissu (embryogénese, tumeur) ou

lors d’effort musculaire (hypertrophie musculaire).

A. Vascularisation

La vasculogénese est le développement de novo de vaisseaux sanguins a partir
de cellules endothéliales différentiées. Elle représente un processus survenant
particulicrement durant I’embryogénese et transposée dans la formation de nouveaux
vaisseaux chez I’homme. De son c6té, I’angiogénése se définit plutét comme étant la
formation de nouveaux capillaires a partir de vaisseaux pré-existants et
I’artériogénese se définie par la formation de nouvelles artérioles ou de collatérales
entre deux artérioles existantes’. Le recrutement de cellules musculaires lisses et la
production des constituants de la matrice extracellulaire permettent ce processus. La
formation de nouveaux vaisseaux est stimulée par I’action de facteurs angiogéniques
lesquels sont libérés par les tissus environnants au cours des trois
conditions suivantes: lors d’ischémie tissulaire, lors de croissance rapide d’un tissu

(hypertrophie musculaire) ou lors de besoins métaboliques importants d’un tissu®.

La formation de nouveaux vaisseaux implique les étapes suivantes: en réponse
a la stimulation provenant d’agents angiogéniques libérés localement, une nouvelle
ramification vasculaire apparait au niveau des veinules post-capillaires ou une
dissolution de la membrane basale des cellules endothéliales survient. Ensuite, il y a
formation de nouvelles cellules endothéliales provenant de la veinule post-capillaire

suivi d’une migration de ces cellules le long de la membrane basale de I’endothélium



vers les stimuli angiogéniques. L’hypothése de cellules endothéliales souches
circulantes se différenciant en nouvelles cellules endothéliales a aussi été proposée .
En effet, le groupe de Isner'' a démontré qu’il y a une augmentation du nombre de
cellules souches hématopoiétiques circulantes lors d’ischémie tissulaire. Cette
augmentation du recrutement de cellules souches pour former de nouveaux vaisseaux
peut aussi dépendre du type tissulaire dans lequel ’angiogénése est stimulée'.
Concernant la néoformation de collatérales ou d’artérioles, plusieurs hypothéses ont
été suggérées pour ce qui est de la provenance des nouvelles cellules musculaires
lisses. 1l a été rapporté que les fibroblastes interstitiels environnants ou les péricytes
nouvellement recrutés se différentient en cellules musculaires lisses. L’autre
hypothése vient de la prolifération, la différentiation et la migration de cellules
musculaires lisses provenant de I’artériole-mére'. La structure tubulaire vasculaire

est favorisée par I’action des péricytes encerclant la nouvelle ramification.

Les facteurs stimulant I’angiogénése sont nombreux. L’angiogénine, le facteur
de croissance fibroblastique (FGF), le facteur de croissance vasculaire endothélial

B3 5u in vitro'®, le

(VEGF) et le NO en sont les principaux. Selon des études in vivo
NO a été démontré comme étant le modulateur central de 1’angiogénése. Ces études

ont démontré entre autre que lorsque la synthése du NO est bloquée en condition

ischémique, la néovascularisation est fortement diminuée.
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2.2 La résistance

La résistance périphérique est surtout définie par la portion artérielle distale au
niveau des arteres de résistance (ayant un diameétre plus petit que 300 pxm) et des
artérioles (ayant un diamétre plus petit que 100 xm)>. Une augmentation de la
résistance périphérique est majoritairement due a une diminution du diametre interne
des arteres de résistance et des artérioles (processus aigu) et/ou a une diminution du
nombre d’artérioles connectées en parallele (processus chronique), phénomeéne connu

sous le terme de raréfaction'®.

2.2.1 Diminution du diametre interne des artérioles

Dans le systeme circulatoire, les 2/3 de la résistance se trouve au niveau des
artérioles. Elles ont la fonction de contrdler étroitement la perfusion sanguine des

organes qu’elles irriguent afin d’assurer un apport sanguin adéquat pour leur fonction
O o o

et leur survie. Or, suivant la loi de Poiseuille (Q = t(AP) r*/ 8nL, ou R= 8nL/xnr*),

pour une pression constante, le diametre vasculaire fera varier la résistance selon les
besoins métaboliques tissulaires, diminuant ou augmentant par le fait méme le débit
sanguin pour favoriser une perfusion adéquate des organes. En observant la formule,
nous pouvons aussi facilement comprendre qu’une faible diminution du diamétre de
I’artere augmentera considérablement la résistance périphérique. Ce principe est
crucial pour comprendre I’importance du remodelage eutrophique des artéres de

résistance dans I’hypertension essentielle, qui sera traité plus loin dans le chapitre 3.
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Différents facteurs influencent la variation du diametre interne des artéres de
résistance, notamment |’augmentation de pression (tonus myogénique), I’innervation
des fibres nerveuses sympathiques et I’influence de la libération des facteurs
endothéliaux. Etant donné que 1’augmentation de la résistance périphérique implique
une contraction des cellules musculaires lisses vasculaires, une bréve description des

mécanismes impliqués dans la réponse contractile classique semble appropriée.

A. Mécanismes de la contraction des muscles lisses vasculaires

La résistance périphérique est contrdlée au niveau des arteres de résistance et
des artérioles, celles-ci étant majoritairement composées de cellules musculaires
lisses. Les mécanismes de la contraction cellulaire des muscles lisses sont dépendants
de 'augmentation du calcium intracellulaire. Ainsi, une stimulation sympathique par
la libération de noradrénaline (NA), humorale par I’action de I’angiotensine Il (ANG
IT), endothéliale par I’action de I’endothéline (ET-1) ou due a I’augmentation de
pression, mene a I’entrée de calcium extracellulaire ou a une libération du calcium
intracellulaire emmagasiné préalablement dans le réticulum sarcoplasmique. Le
calcium tend alors a se lier une protéine cytoplasmique, la calmoduline. Cette liaison
entre le calcium et la calmoduline cause un changement de conformation de la
protéine et expose ainsi des sites d’interactions avec d’autres protéines, notamment la
kinase de la chaine légére de la myosine (MLCK). L’interaction du complexe
calmoduline/Ca® avec la MLCK active la kinase et méne a la phosphorylation des

deux chaines légeres de la myosine au niveau de I’acide aminé sérine a la position 19

(ser-19). Cette phosphorylation active les liaisons entre 1’actine et la myosine, initiant
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ainsi le cycle de la contraction hydrolysant de I’ATP. (Fig. 2.1). D’autres mécanismes
indépendants du calcium intracellulaire activent la contraction en augmentant la
sensibilité du calcium. Les mécanismes impliqués dans un tel processus incluent la
contribution de la protéine kinase C et celle des petites protéines a activité

GTPasique, comme la protéine Rho. Ces mécanismes de contraction seront détaillés

plus loin.

2.2.1.1 Tonus myogénique

Tel que mentionné dans la section traitant de 1’autorégulation, les arteres de
résistance possédent un tonus musculaire basal, qui est pré requis pour la
vasodilatation dépendante des besoins métaboliques tissulaires locaux. Le terme
tonus représente I’activité contractile moyenne pour une région ou une section de la
circulation périphérique'’. La réponse myogénique est caractérisée par une
contraction de l’artére et, par conséquent, a une augmentation de la résistance
périphérique, secondaire a I’étirement de la paroi vasculaire en réponse a une
augmentation de la pression artérielle. La contraction myogénique implique des
mécanismes dépendants de I’entrée de calcium dans la cellule et aussi des
mécanismes indépendants de I’entrée calcique, portant majoritairement sur

I’augmentation de la sensibilité au calcium'®"’.
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La réponse myogénique implique une contraction secondaire a une
augmentation de la pression. Elle dépend principalement de I’entrée de calcium

extracellulaire par ’entremise des canaux calciques voltage-dépendants (CCVD)'2,

Lorsque la pression augmente, elle étire la paroi qui méne a la stimulation des
canaux ioniques non sélectifs, sensibles a I’étirement”. Parmi ces derniers, on compte
les canaux potassiques, sodiques et calciques qui exhibent une meilleure perméabilité
pour les ions K*, Na* et Ca®, respectivement. Etant donné que la perméabilité du
calcium par ces canaux est faible, ils seraient surtout responsables de générer une
dépolarisation membranaire, qui conduirait 2 la stimulation des CCVD®. L’entrée de

calcium dans la cellule stimule la contraction du muscle lisse.

L’activation des canaux calciques intracellulaires du RS semble aussi impliquée
étre dans la réponse myogénique'. Le calcium qui est entré dans la cellule suivant la
dépolarisation peut se lier aux récepteurs transmembranaires a la Ryanodine du RS,
qui cause une libération du calcium®. L’activation de la PLC membranaire peut aussi
conduire a la production d’IP3, qui se lie a son récepteur membranaire du RS, causant
la libération de calcium. La diffusion de calcium provenant du RS joue aussi un role
dans I’inhibition de la contraction. En effet, la sortie de calcium intracellulaire active
des canaux potassiques dépendants du calcium. Ceci cause I’ouverture des canaux K*

et, par conséquent, a I’hyperpolarisation de la cellule par la sortie des ions K* *'.
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2.2.1.2 Le systéeme nerveux autonome

La contractilité des artéres de résistance dépend entre autres des innervations
des fibres nerveuses du syst¢me nerveux autonome sympathique. L’innervation peut
étre plus importante au niveau des artéres de résistance et artérioles de certains lits
vasculaires tels les reins, I’estomac, la rate et la peau et beaucoup moins importante
au niveau des muscles squelettiques et du cerveau®. Une stimulation du systéme
nerveux sympathique va entrainer une libération de la noradrénaline
(neurotransmetteur post-ganglionnaire sympathique), laquelle stimule les récepteurs

a-adrénergiques de la paroi vasculaire. La réponse cellulaire des muscles lisses

résulte en une vasoconstriction et par conséquent, a une augmentation de la résistance

périphérique, par les mécanismes de la contraction « classique » déja présentés.

2.2.1.3 Fonction endothéliale

L’endothélium est considéré de plus en plus comme un organe a part entiere,
jouant un rdle crucial dans I’homéostasie hémodynamique du systeme artériel. En
effet, par sa localisation stratégique faisant le pont entre la circulation et la couche de
cellules musculaires lisses, I’endothélium est un organe pouvant réguler le tonus des
vaisseaux par la libération de substances causant une dilatation ou une contraction
vasculaire. Par conséquent, la libération de facteurs vasodilatateurs ménera a une
diminution de la résistance périphérique, et inversement, une libération de facteurs

vasoconstricteurs menera a une augmentation de la résistance périphérique. Parmi les
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agents vasodilatateurs endothéliaux, le NO, la prostacycline et le facteur
hyperpolarisant dépendant de I’endothélium représentent les principaux. Les agents
vasoconstricteurs endothéliaux sont principalement I’endothéline, le thromboxane A2
et les anions superoxides. Ces facteurs peuvent interagir entre eux et le tonus
vasculaire total résulte de la sommation des effets vasodilatateurs et vasoconstricteurs

endothéliaux, incluant la constriction basale sympathique.

Agents vasodilatateurs

A. Le monoxyde d’azote : NO.

Le NO est le principal agent vasodilatateur du systeme vasculaire découvert par
Furchgott et Zawadski vers la fin des années 80. Ces chercheurs ont démontré que la
relaxation musculaire des arteres de résistance induite par I’acétylcholine était
dépendante de la présence d’un endothélium sain*. Sa fonction principale est
d’opposer [’apport constricteur vasculaire, empéchant ainsi une contraction trop
importante des artéres de résistance. Le NO est libéré losrque les besoins
métaboliques tissulaires augmentent et lorsque les forces de cisaillement sont élevées
(par une diminution du diamétre artérielle lors de la contraction vasculaires)”. En
plus de ses fonctions vasodilatatrices, le NO joue aussi un rdle dans la réponse
inflammatoire, dans I’apoptose des cellules musculaires lisses vasculaires, dans
I’angiogénése (prolifération des cellules endothéliales) et dans I’inhibition de

I’agrégation plaquettaire.
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A.l Synthése du NO

Le NO est synthétisé par I’enzyme NO synthétase (NOS), a partir de la L-
arginine, formant aussi de la L-citrulline. Il existe trois types d’enzymes NOS. La
NOS I ou nNOS (neuronale) et la NOS III ou eNOS (endothéliale) sont les enzymes
formant le NO de facon constitutive et leur activité est fortement régulée par le
complexe intracellulaire Ca®*/Calmoduline (CaM). Ces enzymes produisent du NO
sur une trés courte durée (de secondes a minutes). La NOS II ou iNOS (inductible)
génére le NO majoritairement suivant une induction inflammatoire. Cette derniere
produit du NO indépendamment du complexe Ca®*/CaM sur une période pouvant
durer des heures jusqu’a des jours. La NOS inductible peut étre présente dans un plus
large spectre cellulaire, notamment dans les macrophages, les hépatocytes, les

chondrocytes et les cellules musculaires lisses™.

A2 Structure de la NOS

Les différentes NOS présentent une similarit¢é dans leur structure: elles
possédent des sites de liaison pour de nombreux co-facteurs incluant la
tétrahydrobioptérine (BH,), la flavine adénine dinucléotide (FAD), la flavine
mononucléotide (FMN) et un groupement héme contenant un ion fer (fer
protoporphyrine 1X)). Les NOS exhibent deux domaines, I’un ayant une fonction
réductase (en C-terminal) et I’autre, oxygénase (en N-terminal). La partie réductase
lie le NADPH, la FAD et la FMN et présente aussi un site de liaison pour le

complexe Ca**'CaM. La partie oxygénase lie la BH,, la L-arginine, I’ion héme, et
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dans le cas de la NOS endothéliale, présente des sites de palmitoylation et de
myristoylation permettant I’interaction avec les membranes cellulaires composées
d’une bicouche lipidique. Les NOS sont actives lorsqu’elles sont sous forme
d’homodimeres et catalysent la réaction impliquant la L-arginine, la NADPH et
I’oxygene comme substrats pour générer du NO, de la L-citrulline et du NADP. Les
co-facteurs FAD et FMN acceptent les électrons du NADPH de la partie réductase de
I’enzyme et les transférent au groupement héme de la partie oxygénase de I’enzyme.
Le principal réle de ces flavines est de transférer deux électrons provenant du
NADPH sur un groupement acceptant seulement un électron en formant des radicaux
intermédiaires stables qualifiés de semi-quinones. Quant 2 lui, le complexe Ca**/CaM
accéleére le transfert d’électrons de la partie réductase a la partie oxygénase de
I’enzyme. Les roles du BH, se résument dans la dimérisation de I’enzyme, dans le
couplage oxydatif du NADPH avec la synthése du NO, dans I’inhibition de la
formation d’anion superoxide et de peroxide d’hydrogene et dans la stabilité de la
liaison de la L-arginine, pour en nommer que quelques uns”. Une diminution de
Iefficacité du co-facteur BH, méne a la production d’anions superoxides®. Il s’agit
alors d’un découplage fonctionnel de ’enzyme NOS. Une fois formés, les anions
superoxides peuvent générer du peroxide d’hydrogene (H,0,) ou des ions

peroxynitrites (ONOO')?. La structure de 1’enzyme est schématisée 2 la figure 2.2.
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A.3 Stimulation de la synthése du NO

Pour réguler le tonus vasculaire, les cellules endothéliales produisent du NO en
réponse a la liaison d’un médiateur chimique a leur récepteur, tels que 1’ACh (utilisée
pour vérifier la fonction endothéliale en laboratoire), la BK et I’ATP. Aussi, la NOS
peut étre activée par I’augmentation des forces de cisaillement. La forme neuronale
de la NOS pourrait aussi jouer un role dans la régulation du tonus vasculaire
puisqu’elle est retrouvée au niveau des fibres neuronales entourant I’adventice et dans
les CLMs de la média”. Toutefois, son rdle de régulateur du tonus vasculaire reste
moindre que celui joué par la NOS endothéliale. Une fois synthétisé dans les cellules
endothéliales, le NO, qui est une molécule trés lipophile, peut traverser la membrane
cellulaire des cellules musculaires lisses, ou il se lie a la partie heme de la guanylate
cyclase soluble (Gcs) cytoplasmique, activant ainsi le site catalytique de I’enzyme.
L’activité basale de la GCs étant basse, la liaison du NO a la partie heme de

I’enzyme, augmente de 400 fois son activité®®

. Une activation de la guanylate cyclase
meéne a une augmentation du second messager GMPc, lequel mene a une diminution
de Ca™ intracellulaire et a une relaxation musculaire. Le principal récepteur protéique
du GMPc dans les cellules musculaires lisse est la protéine kinase GMPc-dépendante
(PKG). Une activation de la PKG méne a une cascade de
phospohrylation/déphosphorylation de protéines cellulaires menant a la dé-

phosphorylaiton de la chaine légére de la myosine, résultant ainsi a la relaxation

musculaire®.

30



La relaxation des cellules musculaires lisses par le NO peut aussi impliquer un
mécanisme jouant sur I’ouverture des canaux potassiques transmembranaires, menant
a la libération des ions potassiques a I’extérieur de la cellule et, par conséquent, a
I’hyperpolarisation de la membrane cellulaire. Ainsi le NO peut activer indirectement
I’ouverture des canaux K*/ATP-dépendant via la production cellulaire du GMPc ou le
NO peut activer indirectement (via le GMPc) ou directement, I’ouverture des canaux
K*/CA*-dépendant™. L’effet vasodilatateur du NO peut &tre compromis par la
formation de ONOO" lorsque les anions superoxides se combinent au NO. Les
ONOO" sont des ROS trées dommageables, ils sont cytotoxiques, oxydent les
peroxysomes qui libérent leurs enzymes oxydantes et peuvent causer une

vasoconstriction en inhibant les canaux potassiques calcium-dépendant des CMLs.

A4 Les inhibiteurs de la synthése de la NOS

La plupart des inhibiteurs de la NOS sont des analogues de la L-arginine,
bloquant ainsi son site de liaison 4 I’enzyme par compétition. Le N°-(Mono)méthyl-
L-ariginine (L-NMMA), étant un des premiers analogues de la L-arg ayant été
identifié, il présente peu de sélectivité pour les différentes isoformes de la NOS.
Ensuite, d’autres analogues de la L-arginine ont été découverts, le NS-Nitro-L-
arginine-méthyl ester (L-NAME), et le N-amino-L-arginine (L-NA), lesquels
présentent une meilleure sélectivité pour les isoformes enzymatiques constitutives®

(Tableau 2.1).
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L’utilisation du L-NAME est fréquente pour induire une augmentation de la
pression artérielle chez les rats® afin de diminuer la production du NO, augmentant

ainsi la résistance périphérique.

B. Prostaglandines et métabolites du cytochrome P450

Les prostaglandines et les métabolites du cytochrome P450 sont des produits
enzymatiques provenant de I’acide arachidonique (AA). Sous stimulation hormonale
ou par des médiateurs inflammatoires, 1’acide arachidonique est libéré des
phospholipides tissulaires sous I’action des lipases membranaires. Une fois formé, il
est transformé en différents produits sous I’action enzymatique de la cyclooxygénase

(COX), des oxygénases du cytochrome P450 (CYP) ou de la lipoxygénase™.

B.1 Prostacycline (PGl, )

La prostaglandine I, (PGI,) ou prostacycline, est une des prostaglandines
formées par l’activité enzymatique de la cyclooxygénase. Elle résulte de la
transformation de I’AA par la cyclooxygénase, donnant en premier lieu la
prostaglandine H, (PGH,). La PGH, est soit convertie en thromboxane A, via
I’enzyme thromboxane synthétase, ou est soit convertie en PGI, via la prostacycline
synthétase. Une fois formée dans les cellules endothéliales, la PGI, diffuse vers les
cellules musculaires lisses ou elle se lie a son récepteur transmembranaire spécifique
couplé a une protéine Gs et active I’effecteur transmembranaire, I’adénylyle cyclase
(AC). L’activation de I’AC mene a 1’augmentation des taux d’adénosine

monophosphate cyclique (AMPc), qui active une kinase A (PKA). Cette kinase
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phosphoryle des pompes protéiques qui diminuent la concentration intracellulaire de
calcium™ causant par la suite I’ouverture des canaux potassiques dépendant du

calcium et la relaxation musculaire.

C. EDHF

Mis a part I’action dilatatrice du NO et de la PGI,, la dilatation par
hyperpolarisation cellulaire a été identifi€ée lors de I’inhibition de la syntheése du NO
et de la cyclooxygénase suivant une stimulation expérimentale a I’ACh. 1l s’agit du
facteur hyperpolarisant dépendant de I’endothélium. Son identité réelle faisant encore
I’objet de nombreux débats, il a été suggéré qu’il pourrait &tre ’acide 5,6-
époxyeicosatriénique (5,6-EET). Ce facteur serait le produit d’oxydation du
cytochrome P450 agissant sur I’AA, par un procédé d’époxidation. Ainsi,
I’époxidation de I’acide arachidonique produit 4 acides époxyeicosatriéniques (EETSs)
dont le 5,6-EET, ayant été proposé comme l’agent hyperpolarisant dépendant de

I’endothélium™.

Le peroxyde d’hydrogene (H,0,) est aussi reconnu.comme un EDHF. Il s’agit.
La NOS des cellules endothéliales générent différentes ROS dont le NO, I’O,, le
ONOQO:, le H,0, et le radical hydroxyle (OH’). L’O, peut former du H,O, par I’action
catalytique de I’enzyme SOD. Une fois formé, le H,0,, diffuse vers le muscle lisse et
cause I’ouverture des canaux potassiques dépendant du calcium®. Ceci cause une
libération des ions K* et une hyperpolarisation de la cellule (relaxation). Il peut causer
directement une activation de la GC soluble et ainsi augmenter les taux de GMPc

cellulaire®.
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Agents vasoconstricteurs

A.Le TXA,

Généré dans les cellules endothéliales, le TXA, est un produit de I’acide
arachidonique par I’action enzymatique et séquentielle de la cyclooxygénase et de la
tromboxane synthétase, respectivement. Une fois formé il agit sur son récepteur (?)
sur les cellules musculaires lisses qui est couplé a une protéine Gq. Celle-ci active
une PLC transmembranaire qui catalyse la formation des messagers secondaires DAG
et IP3, a partir des molécules de PIP2 de la membrane plasmique. La production de
DAG active la PKC, tandis que I’IP3 stimule la libération intracellulaire du calcium
emmagasiné du réticulum endoplasmique. Cette voie d’activation conduit & une

vasoconstriction par des mécanismes « classiques ».

B. Les anions superoxides (0,)

Les anions superoxides peuvent €tre formés a partir des enzymes
cyclooxygénases, de la xanthine oxidase, de la NADPH oxidase et de la NOS (par
une altération du co-facteur BH,). Ils peuvent aussi étre générés par une diminution
de I’activité enzymatique de la SOD, qui les dédrade. L’ANG II stimule la NADPH
oxidase, favorisant ainsi la formation des O2-*. Les anions superoxides O,
provoquent une vasoconstriction soit directement ou soit indirectement en causant

I’inactivation du NO" par la production des molécules de peroxinitrite, OONO'.
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C. L’endothéline

L’endothéline est un peptide vasoconstricteur de 21-acides aminés découvert
d’abord dans les cellules endothéliales. Il existe trois formes d’endothéline (ET-1,
ET-2 et ET-3), chacune ayant des fonctions physiologiques différentes. Les cellules
endothéliales synthétisent la proendothéline (183 acides aminés) a partir de son
précurseur la pré-proendothéline (203 acides aminés). La proendothéline est convertie
en big-endothéline (39 acides aminés). En clivant la big endothéline, I’enzyme de
convertion a I’endothéline (ECE) forme I’endothéline. La principale isoforme
d’endothéline générée est I’endothéline de type 1 (ET-1). Elle est sécrétée en réponse
a différents stimuli dont I’augmentation de pression, I’atténuation des forces de
cisaillements, ’ANG 11, la vasopressine, les catécholamines, et le facteur de

croissance transformant-*.

Son action vasoconstrictrice se fait par I’interaction avec son récepteur ET,, qui
est un récepteur a 7 passages transmembranaires couplé a une protéine Gq. Il peut
aussi interagir avec son récepteur ETy pour engendrer une réponse vasodilatatrice.
Les récepteurs ETy sont aussi situés au niveau de la membrane des cellules
endothéliales pour générer du NO ou de la PGI,. Ainsi, I’endothéline peut engendrer
une réponse constrictrice ou dilatatrice, la premiere étant la principale réponse.
L’activation du récepteur ETy représenterait un mécanisme compensateur pour
empécher une réponse constrictrice trop importante. Tout comme 1’activation du
récepteur par le TXA,, la contraction musculaire induite par l’activation des
récepteurs ET, passe par la voie de la PLC qui méne a I’activation de la protéine

kinase C puis a ’augmentation de la libération de calcium intracellulaire emmagasiné

36



dans le réticulum endoplasmique. Une augmentation intracellulaire de calcium ou une
augmentation de la sensibilité au calcium représentent tous deux des mécanismes

menant a la contraction musculaire stimulée par I’endothéline.

2.2.2 Diminution du nombre des artérioles : raréfaction

La résistance périphérique peut aussi étre augmentée par la diminution du
nombres d’artérioles connectées en parallele, limitant ainsi le flux sanguin aux tissus.
La raréfaction est plutét une réponse a long terme, et est impliquée surtout dans
I’hypertension artérielle chronique. Elle fait partie des changements de structure des
artéres lorsque la pression artérielle augmente (remodelage vasculaire) et ainsi elle

sera traitée plus loin.

2.3 Pression artérielle

La pression artérielle est définie comme la force exercée par le sang contre
chaque unité d’aire de la paroi vasculaire. Elle est mesurée en mm Hg puisque le
manometre de mercure a été utilisé depuis longtemps comme standard de référence
pour la mesurer®. Les facteurs influengant la pression artérielle sont la résistance

totale périphérique et le débit cardiaque. En effet, suivant I’équation

AP =RPT x DC,

ou RPT=résistance périphérique totale (qui est la somme des résistances de tous

les vaisseaux du systéme vasculaire, notamment au niveau des arteres de résistance)



et DC= débit cardiaque. Le débit cardiaque est égal au volume d’éjection x rythme
cardiaque, et le volume d’éjection = volume de remplissage ventriculaire x force de

contraction ventriculaire. La différence de pression (AP) représente la pression

aortique moins la pression a I’entrée de I’oreillette droite. Puisque la pression a

I’entrée de I’oreillette droite est presque nulle, AP= la pression aortique moyenne.

Par conséquent, un changement au niveau de la résistance et du débit cardiaque aura

des conséquence sur la pression artérielle.

L’organisme est pourvu de différents systemes de contréle de la pression
artérielle qui peuvent réguler les variations de pression sur de trés courte ou de trés
longue période. Les mécanismes de la régulation de la pression a court terme
impliquent surtout un changement de la résistance périphérique ou de la fréquence et
de la contractilité cardiaque. La contribution du syst¢éme nerveux sympathique, des
barorécepteurs et de certaines hormones jouent un rdle dans la régulation de la
pression a court terme. D’autre part, les mécanismes impliqués dans la régulation a
long terme de la pression artérielle meénent majoritairement a une altération de la
réabsorption / excrétion d’eau et de sel au niveau des reins. Dans ce cas-ci,
I’influence hormonale et les reins eux mémes interviennent dans le contrdle des

mécanismes rénaux impliqués dans la régulation chronique de la pression artérielle*”’.

(Fig.2.3).
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2.3.1 Régulation a court terme

2.3.1.1 Role du systéme nerveux autonome sympathique.

La libération de neurotransmetteurs sympathique (majoritairement la
noradrénaline) et parasympathique (I’acétylcholine) est contrdlée par le centre
vasomoteur du cerveau. Les vaisseaux (arteres et veines) et le cceur recoivent des
innervations des fibres nerveuses sympathiques (excitatrices). De son c6té, le systéme
nerveux parasympathique (inhibiteur) innerve surtout le cceur par le nerf vague. Au
niveau des veines, une stimulation sympathique causant la libération de la
noradrénaline meénera a une vasoconstriction augmentant ainsi le retour veineux dans
I’oreillette droite, ce qui favorisera le volume de remplissage ventriculaire et, par
conséquent, augmentera la contraction cardiaque. Une stimulation sympathique au
niveau des arteres de résistance meénera a une vasoconstriction, par la liaison de la

noradrénaline avec les récepteurs oi—adrénergiques. Ceci contribuera a I’augmentation

de la résistance périphérique. Au niveau du coeur, I’augmentation de la libération de

la noradrénaline éleévera la fréquence (effet chronotrope positif) et la force de

contraction cardiaque (effet ionotrope positif) via la liaison aux récepteurs [3-

adrénergiques, ce qui augmentera le débit cardiaque.

Ainsi, ’activation du systeme nerveux sympathique augmentera la pression
artérielle soit en augmentant la résistance périphérique ou en augmentant le débit

cardiaque. Une stimulation du systeme nerveux parasympathique causera I’effet
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inverse, soit une diminution de la pression artérielle principalement en diminuant le

débit cardiaque.

2.3.1.2 Role des barorécepteurs

Les barorécepteurs sont des récepteurs a I’étirement localisés dans les parois de
la crosse aortique et des sinus carotidiens. L.’augmentation de la pression artérielle
étire la paroi aortique et du sinus carotidien, augmentant la fréquence des décharges
nerveuses sensitives des barorécepteurs. Ceci méne a une inhibition de I’activité
nerveuse sympathique, diminuant le rythme cardiaque et la résistance périphérique.
Simultanément, I’activation du systéme nerveux parasympathique augmente. Ainsi, la
pression artérielle diminue. Inversement, lorsque la pression est trop faible, les
barorécepteurs augmentent I’activité du systéme nerveux sympathique et diminue
celle du systeme nerveux parasympathique pour élever la pression artérielle.
L’intervalle de pression percue par les deux types de barorécepteurs varie. Par
exemple, les barorécepteurs du sinus carotidien sont stimulés dans I’intervalle de
pression allant de 60 mmHg a 180 mmHg, comparativement aux barorécepteurs de la
crosse aortique, qui ont un intervalle de pression plus important, allant de 90 mmHg a
200 mmHg. Si les changements de pressions persistent sur une longue période, la
sensibilité les barorécepteurs s’adapte a ce nouveau niveau de pression, de sorte que
les barorécepteurs assurent seulement la régulation des variations aigués de la

pression artérielle.



2.3.1.3.Controle hormonal

A. Stimulation de la glande surrénalienne

L’activation du systtme nerveux sympathique peut aussi stimuler la glande

surrénalienne pour libérer principalement de 1’adrénaline et un peu de noradrénaline.

L’adrénaline circulante va surtout se lier aux récepteurs B-adrénergiques, puisque

I’affinité est plus grande. Ainsi, la stimulation de la glande surrénalienne menera a

une augmentation du débit cardiaque en agissant sur les récepteurs B-adrénergiques

cardiaques.

B. Activation du systéme rénine-angiotensine

La diminution de la pression artérielle résulte d’une diminution du débit
sanguin rénal, qui est détecté par I’appareil juxta-glomérulaire de chaque néphron.
Ainsi, les cellules juxta-glomérulaires sécrétent la rénine qui est une protéine maturée
provenant de la pro-rénine. Une fois libérée dans la circulation, la rénine convertit le
précurseur peptidique inactif, [’angiotensinogeéne, en angiotensine 1. Celle-ci est
ensuite convertie au niveau des poumons par l’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA), en angiotensine II. L’ANG II cause une vasoconstriction
surtout au niveau des artérioles, en stimulant son récepteurs AT, des cellules
musculaires lisses. Ainsi, I’ANG II augmente la résistance périphérique. L’ANG II
peut aussi contrdler la régulation de la pression de fagon chronique en agissant sur le

rein. (Voir ci-bas).
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2.3.2.Régulation a long terme

2.3.2.1 Diurése et natriuréese rénales

Un des éléments du controle de la pression artérielle est la régulation a long
terme du volume sanguin qui contribue au maintien du retour veineux et du débit
cardiaque a un niveau constant. Une augmentation de la pression artérielle meénera a
une augmentation de I’excrétion d’eau et de sel au niveau des reins, afin de diminuer
le volume extracellulaire de I’organisme’. L’augmentation de la diurése et de la
natriurese est un processus se faisant sur de longues périodes (jours) et est efficace
pour normaliser la pression artérielle. La prise de sel est un des facteurs influencant la
diurése et la natriurése. En effet, elle occasionnera une stimulation du centre de la soif
cérébrale et déclenchera une augmentation de la réabsorption d’eau au niveau des
tubules rénaux en augmentant la libération d’hormones anti-diurétiques. Ainsi, le
volume sanguin augmentera. Si le volume extracellulaire de I’organisme devient trop

important, le rein augmentera sa diurése et natriurése.
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2.3.2.2 Controle hormonal

L’aldostérone

L’aldostérone est une hormone sécrétée par la glande cortico-surrénale.
Lorsque la pression est basse, elle augmente la réabsorption de sodium et d’eau dans

le tubule contourné distal, ce qui induit une augmentation du volume sanguin.

L’angiotensine Il

Le r6le de I’angiotensine II dans la régulation a long terme de la pression
artérielle implique son action au niveau du rein. Lorsque la pression est réduite,
I’angiotensine II stimule la réabsortion de sel et d’eau rénale et stimule la libération

de I’aldostérone. Ces deux mécanismes augmentent le volume sanguin.

Peptide natriurétique auriculaire (ANP)

Lorsque la pression volumique est trop élevée, elle est percue au niveau de la
paroi de ’oreillette droite qui stimule la libération du peptide natriurétique
auriculaire. Celui-ci circule dans le sang et agit au niveau des reins ol il diminue la
réabsorption de sel et d’eau, surtout au niveau du tubule collecteur. Ceci diminue le

volume plasmatique et, par conséquent, la pression artérielle’.
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CHAPITRE 3. HYPERTENSION ESSENTIELLE

L’hypertension essentielle, idiopathique ou primaire est considérée comme la
forme d’hypertension la plus répandue, présente chez 90-95% des patients
hypertendus. Elle affecte 20-35% de la population adulte des pays développés et en
voie de développement et touche jusqu’a 60-70% des personnes agées de plus de 70
ans™. L’hypertension essentielle est reconnue lorsque 1’élévation de pression n’est
pas secondaire aux maladies vasculaires rénales, a4 |’insuffisance rénale, au
phéochromocytome, a 1’aldostéronisme primaire, aux formes mendeliennes
monogéniques d’hypertension, a la thérapie chronique aux stéroides ou aux maladies

des glandes thyroide et parathyroide***'.

L’hypertension essentielle est diagnostiquée lorsque la pression moyenne
systolique et/ou la pression moyenne diastolique sont/est supérieure(s) a 140/90
mmHg®, une pression artérielle moyenne normale étant de 120/80 mmHg®. Les
études cliniques classifient la sévérité de la maladie en mesurant la pression
diastolique moyenne, qui représente un indice de la résistance périphérique. Cette
classification concerne principalement les hypertendus dont I’4ge varie entre 18 et 50
ans*'. Chez les hypertendus plus 4gés, la mesure de la pression moyenne systolique
est favorisée a la mesure de la pression diastolique moyenne, puisque celle-ci
diminue avec I’4ge. Ce phénomeéne est associé a une augmentation de la rigidité

aortique et concerne I’hypertension systolique isolée plut6t que I’hypertension



essentielle. L’hypertension systolique isolée touche surtout les hommes 4gés de plus

de 55 ans et les femmes agées de plus de 60 ans.

L’origine de I’hypertension essentielle reste mal connue. Toutefois, il a été
rapporté qu’une influence génétique pouvait contribuer au développement a
I’augmentation de pression puisqu’elle a été observée chez les membres d’une méme
famille dont un des deux parents était hypertendu. De plus, une meilleure association
des valeurs de pression artérielle a été observée chez des jumeaux identiques en
comparaison avec des jumeaux non identiques*. Des mutations géniques
responsables de trois formes rares d’hypertension mendelienne monogénique
—aldostérisme glucocorticoidique remédiable, le syndrome de Liddle et les excés de
minéralocorticoides apparents- ont été identifiées*. Toutefois, les généticiens n’ont
pas réussi a identifier des génes communs qui contribuent de fagon importante et
fréquemment au développement de I’hypertension essentielle chez I’humain®. Cette
difficulté semble attribué au fait que de nombreux facteurs autres que génétiques,
participent aussi a I’augmentation de la pression artérielle. Parmi ceux-ci, on compte
I’obésité, la résistance a ’insuline, I’alcool, la prise de sel (pour les patients sensibles
au sel), le vieillissement, le s€dentarisme, le stress, une déficience en apport d’ions K*

2% "en plus du tabagisme et de I’hypercholestérolémie®. Ces facteurs ont été

ou Ca
caractérisés comme étant hypertensinogenes et lorsqu’ils sont additionnés a la

prédisposition génétique de la maladie, ils accentuent la sévérité de I’hypertension.
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3.1 Risques cardiovasculaires associés a
hypertension essentielle

L’hypertension essentielle est responsable du dommage des organes cibles de
'organisme, notamment le cceur, le cerveau et les reins. En effet, I’augmentation de
la pression artérielle pousse le cceur a s’hypertrophier et 2 diminuer sa réserve
coronarienne, tous deux menant a un infarctus du myocarde, une angine instable ou 2
un arrét cardiaque. Au niveau du cerveau, I’existence de foyers ischémiques
cérébraux a été rapportée en plus des accidents cérébraux vasculaires. Le rein est
aussi souvent affecté par I’hypertension essentielle, qui méne a I’insuffisance rénale
ou aux maladies vasculaires rénales athérosclérotiques®. Il existe une corrélation
positive entre la sévérité de I’augmentation de la pression artérielle et les risques
d’atteinte de ces organes*. L atteinte des organes cibles est principalement causée par
un changement de structure (remodelage) des artéres de résistance®. Ce changement
de structure est caractérisé par une augmentation du rapport média/lumiére (M/L) des
arteres de résistance, qui est défini soit par une réduction de la lumiére interne
(diamétre) de 1’artere, et/ou soit par une augmentation de I’épaisseur de sa paroi**,
Le remodelage des arteres de résistance représenterait un processus d’adaptation
chronique a I’augmentation de la pression artérielle* et, par conséquent, diminuerait
la réserve sanguine vasculaire a ce niveau du systeéme artériel”’. Ainsi, en période
d’effort intense ou lorsque les besoins métaboliques tissulaires augmentent, la
perfusion des organes, en aval des artéres de résistance, serait réduite, contribuant aux

dommages des organes cibles. L’amplitude du remodelage des artéres de résistance
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dépend, entre autres, de la sévérité ou de la vitesse de I’augmentation de la pression

é*® ou de la combinaison d’autres

artérielle, du type du segment vasculaire remodel
facteurs pathologiques comme le diabéte de type 2*°. Dans ce dernier cas, la structure

des arteres de résistance est grandement altérée et est associée a une augmentation de

la fréquence des événements cardiovasculaires®.

3.2 Changement de structure des artéres de
résistance dans I’hypertension essentielle

3.2.1 Le remodelage vasculaire

L’hypertension essentielle est caractérisée par une élévation de la résistance
périphérique, le débit cardiaque restant constant’. Des études ont démontré une
contribution des arteres au niveau pré-capillaire a I’augmentation de la résistance

périphérique. Parmi ces travaux, Pickering”'

a observé une augmentation de la
résistance vasculaire minimale suivant une dilatation maximale chez des patients
hypertendus. Aussi, les travaux de Doyle et Black®® ont démontré une augmentation
de la réactivité des artéres de résistance au niveau de ’avant-bras chez des patients
hypertendus en réponse a I’infusion d’agonistes vasoconstricteurs. Quelques années
plus tard, les études de Folkow™ ont proposé que pour un méme degré de contraction,
le changement de la structure des arteres de résistance d’individus hypertendus,
contribuait a I’augmentation de la résistance périphérique et au maintien de la
pression artérielle élevée, sans qu’il n’y ait une altération de I’activité contractile des
fibres musculaires lisses. Ainsi, les artéres ayant une paroi plus épaisse ou un

diametre interne réduit offrirait une résistance périphérique plus importante,

caractérisée par un mécanisme d’amplification dépendant de la structure.



Ces travaux ont marqué le début d’une série d’études portant un intérét sur le
changement de structure des arteres de résistance associé a I’hypertension essentielle.
La plupart d’entres eux ont démontré une augmentation du rapport M/L dans les
arteres de résistance, en employant diverses méthodes pour mesurer leur structure.
Par exemple, ayant fixé par perfusion le segment vasculaire du lit mésentérique de
patients hypertendus et normotendus suivant une autopsie post-mortem, Short™a
démontré une augmentation du rapport M/L seulement dans les artéres mésentériques
de patients hypertendus. Ses analyses histologiques ont montré une réduction de la
lumiére interne des arteéres, un épaississement de la paroi vasculaire sans
augmentation de I’aire de section (CSA) de la média. Or, ces résultats suggéraient
que les arteres de résistances des patients hypertendus ont changé leur structure sans
hypertrophie vasculaire. Ces observations ont aussi été observées dans d’autres

44,5556

études in vitro , employant différentes méthodes de mesure de la structure des

55,56

arteres de résistance de patients hypertendus (soit en condition isométrique™° ou en

44,56

condition isobarique™-"). Or, dépendamment des méthodes de mesure de la structure

des arteres de résistance chez des patients hypertendus, (histologie®,

55,56 44,56

myographie™”” ou par pressurisation d’artéres isolées*°), toutes ont démontré une
augmentation du rapport M/L des arteres de résistance qui est définie principalement

par une réduction de la lumiere de I’artére sans augmentation de la CSA.

3.2.1.1 Définitions du remodelage vasculaire
Au fil des années, il y a eu une évolution dans la terminologie des différents
types de remodelage vasculaire associés a I’hypertension. L’augmentation du rapport

M/L peut étre conséquent d’un épaississement de la paroi par un processus
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hypertrophique ou hyperplasique, une réduction de la lumiére interne de [’artére ou
une combinaison des deux®. Vers la fin des années 80, Baumbach et Heistad®* ont
caractérisé le changement de structure observé dans des artérioles cérébrales
soumises a une augmentation de pression chronique, en utilisant la terminologie de
« remodelage vasculaire ». Tout comme les observations établies par Short, les
équipes de Baumbach et Heisted ont observé une augmentation du rapport M/L des
arteres de résistance caractérisé par une diminution de la lumiére de I’artére, un
épaississement de la paroi vasculaire sans changement de la CSA. Ainsi, ils ont
suggéré que les arteres de résistance changent leur structure par un réarrangement des
éléments tissulaires de la paroi vasculaire préexistants, autour d’une lumiére réduite.
Suivant ces observations, ils ont été les premiers a introduire le terme « indice de
remodelage » qui est défini par le pourcentage de réduction de la lumiére interne du
vaisseau. Etant donné que les termes hypertrophie et remodelage présentaient
certaines limites pour définir correctement le changement de structure vasculaire
associé a une élévation du rapport M/L*®, une meilleure terminologie a été proposée
par différents chercheurs, dont Mulvany, Baumbach, Aalkjaer et Heagerty®. Selon
ces derniers, le terme « remodelage » doit étre confiné aux situations o il y a une
réduction de la lumiére interne de I’artere dans des conditions de relaxation compléte.
Aussi, la structure des arteres de résistance doit étre mesurée dans des conditions de
pression intravasculaire standardisée. De plus, les caractéristiques de 1’artére (rigidité
de la paroi) ne doivent pas contribuer a la diminution de la lumiére®'. Par conséquent,

une distinction entre les différents types de remodelage vasculaire observé dans

’hypertension a été élaborée en donnant une terminologie spécifique pour chacun
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d’eux. Par exemple, un changement de structure impliquant une augmentation ou une
diminution du matériel tissulaire (volume) de la paroi vasculaire, a été défini par de
I’hypertrophie ou de I’hypotrophie vasculaire, respectivement. Si aucun changement
de volume tissulaire n’est détecté, il s’agit alors de changement de structure
eutrophique. Si le changment de structure résulte d’une diminution de la umiére du
vaisseau, on dit que le remodelage est « entrant ou concentrique », par contraste au
remodelage « sortant ou excentrique», qui désigne tout surcroit du diametre de
artere®'. (Une schématisation des différents types de remodelage vasculaire est

illustrée a la figure 3.1).
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Dans un de ses manuscrits, Folkow® a caractérisé le remodelage eutrophique
entrant par une augmentation du rapport M/L de 20%, d’une réduction du rayon de la
lumiere de I’arteére de 7-8%, et d’une aire de section inchangée. Dans cette these, la
terminologie des différents types de remodelage vasculaire émise par Mulvany et al®.

sera employée.

Dans I’hypertension essentielle le type de remodelage vasculaire observé dans
les artéres de résistance est principalement un remodelage eutrophique entrant,
illustré par la lettre b) de la figure 3.1%. Il serait surtout caractérisé par un
réarrangement des éléments tissulaires de la paroi autour d’une lumiere réduite, sans

augmentation de la CSA.

3.2.1.2 Déterminants du remodelage eutrophique des artéres de

résistance

Les premiers travaux de Folkow® ont initialement proposé qu’une faible
augmentation de pression artérielle engendrait un changement de structure des artéres
de résistance. Ce changement de structure éleverait davantage la résistance
périphérique et augmenterait, par le fait méme, la pression artérielle, la maintenant a
la hausse (phénomene d’amplification dépendante de la structure). Ces résultats ont
suscité de nombreux débats a savoir s’il y avait une relation de cause a effet entre le
changement de la structure des artéres de résistance et ’augmentation de la pression

artérielle. Certaines études**

, ont démontré que ces deux parametres pouvaient tre
dissociés. En effet, ces travaux ont montré qu’un changement de structure des petites

arteres pouvait €tre stimulé par des facteurs indépendants de la pression, notamment
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par des facteurs neuro-humoraux*, ou génétiques®. Certaines études ont montré que
le changement de structure des arteres de résistance n’influengait pas la pression
artérielle aprés un traitement hypotenseur >*°. 1l a été suggéré que le remodelage des
petites arteres seraient plutdt un processus adaptatif a I’augmentation de la pression

artérielle. Afin de démontrer ce principe, Bund et al

ont ligaturé unilatéralement
I’artere iliaque de rats SHR et normo tendus (WKY) et ont mesuré la structure
d’arteres fémorales de troisi¢me ordre apres 5, 12 et 24 semaines. Leurs résultats ont
montré qu’au niveau des arteres ligaturées, la pression mesurée chez les SHR était
similaire a celle des rats WKY, et que la structure des artéres de résistance demeurait
inchangée. Du c6té de I’artére iliaque non ligaturée, la pression mesurée était a la
hausse et la structure des arteres de résistance était altérée. Dans une autre étude,

Pang et al. ® ont montré que la transplantation d’artére normo tendue chez des

animaux hypertendus, menait a un changement de structure artérielle.

L’ensemble des études mentionnées ci haut, est en accord avec le principe que,
bien que le changement de la structure des arteres de résistance ne contribue pas
précocement & I’augmentation de la pression®, il représente toutefois un processus
adaptatif qui participe au maintien d’une pression €levée. Cette adaptation diminue la
réserve vasculaire, qui est propice aux événements cardiovasculaires”’. Les
traitements antihypertenseurs qui diminuent la pression artérielle sans corriger le

changement de structure des artéres de résistance, comme avec les B-bloqueurs,

n’améliorent pas non plus la réserve vasculaire qui est encore réduite. Pour I’instant,
les traitements antihypertenseurs qui améliorent la fonction endothéliale sont les plus

efficaces pour corriger le remodelage des artéres de résistance. Parmi ces traitements,



les inhibiteurs de I’enzyme de conversion a I’ANG II et les bloqueurs des canaux
calciques en sont les principaux®. Or, la correction du changement de structure des
arteres de résistance prend du temps, (elle survient souvent aprés un an de traitement)
tandis que I’effet hypotenseur est observé tot apres le traitement. Nous ignorons
I’impact d’une diminution de la pression artérielle précoce sans amélioration
immédiate de la réserve vasculaire, sur la fréquence des événements

cardiovasculaires.

A. Loi de Laplace

La compréhension des facteurs qui stimulent le développement du remodelage
eutrophique des arteres de résistance dans 1’hypertension essentielle, provient des
observations rapportant un lien entre la géométrie vasculaire et la tension pariétale®’.
Tout d’abord, spécifions que la tension pariétale (TP) est la force exercée par unité de
longueur tangentielle, par la paroi vasculaire, qui oppose la force de distension
(souvent augmentée par une élévation de la pression), qui elle tente d’étirer la paroi

vers I’extérieur. Ceci est illustré dans le schéma suivant.
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Figure 3.2. [llustration du principe de Laplace appliqué a une artére®.

Ainsi, lorsque la pression augmente, les arteres tentent de normaliser la TP, en

répondant au principe de Laplace :
T=Pxr
ol T= la tension pariétale, P= la pression trans-murale r= le rayon du vaisseau.

La pression trans-murale (pression intraluminale - pression extravasculaire) est
égale a la pression intraluminale puisque la pression extravasculaire est négligeable.
L’équation de la loi de Laplace peut s’appliquer a des vaisseaux de I’ordre des
capillaires jusqu’aux vaisseaux de conductance, toutefois, I’équation doit prendre en
considération 1’épaisseur de la paroi. La formule devient donc T= P x r / I’épaisseur
de la paroi. Ainsi, lors d’une augmentation de pression, le vaisseau tentera de
normaliser la TP en diminuant le rayon du vaisseau (contraction) et/ou en épaississant
sa paroi vasculaire. L’épaississement de la paroi peut €tre produite par la contraction
vasculaire temporaire ou peut résulter d’une prolifération des cellules musculaires
lisses vasculaires ou une augmentation de la matrice extracellulaire. La prolifération

cellulaire est un processus qui se développe a plus long terme.

Le remodelage vasculaire des grosses artéres dans I’hypertension essentielle

différe de celui des artéres de résistance, puisqu’elles n’ont pas les atouts fonctionnels
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nécessaires pour réduire leur diametre interne afin de normaliser la TP. En effet, dans
I’hypertension essentielle les arteres de gros calibres changent de structure en
développant un remodelage hypertrophique®®®. Leur rdle étant de fournir le sang vers
la périphérie et d’amortir le volume d’éjection ventriculaire pour permettre le sang de
circuler dans un flux continuel, elles « subissent » passivement I’augmentation de la
tension pariétale de fagon chronique. Ainsi, elles doivent stimuler une hypertrophie
cellulaire pour normaliser cette TP. Toutefois, leur changement de structure contribue
peu a l’augmentation de la résistance périphérique associée a ’hypertension
essentielle. La mesure de leur structure reste tout de méme intéressante pour la

comparer a celle des artéres de résistance.

Cependant, un changement des propriétés élastiques des grosses artéres,
caractérisées par une augmentation des fibres de collagene par rapport aux fibres
élastiques de leur paroi, augmente leur rigidité et contribue de facon importante au
développement d’une forme d’hypertension particuliere, i.e. [’hypertension systolique
isolée et aux risques d’événements cardiaques. Cette forme d’hypertension est surtout
associée au vieillissement et est caractérisée par une élévation de la pression pulsée
(pression systolique — pression diastolique). L’augmentation de la rigidité aortique
menera a une accélération de I’onde de pouls. L’onde de pouls consiste a 1’onde
engendrée par le cceur additionnée des réflexions d’ondes provenant de la périphérie.
L’accélération de I’onde de pouls est expliquée par un retour de [’onde provenant de
la périphérie plus rapidement que la normale, qui arrive au niveau de ’aorte en méme
temps que le volume d’éjection systolique. Par conséquent, la pression diastolique est

plus basse et contribue a une diminution de la perfusion coronarienne. Chez des
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individus sains qui ont une aorte aux propriétés élastiques normales, le retour de
’onde de réflexion se fait au méme moment du volume d’éjection diastolique. Ceci
permet alors de maintenir une pression diastolique suffisamment élevée pour perfuser

adéquatement les ventricules.

L’augmentation de la pression systolique et la diminution de la pression
diastolique augmentera la pression pulsée. L’augmentation de la pression systolique
poussera le cceur a I’hypertrophier, menant ainsi a la dysfonction cardiaque et alors

aux événements cardiaques.

Par opposition aux arteres de conductance, les artéres de résistance ont une plus
grande capacité a se contracter, puisqu’elles ont la fonction de réguler I’apport de
sang aux organes qu’elles irriguent. Ainsi, selon le principe de Laplace, lors d’une
augmentation de pression, elles se contractent, réduisant leur diamétre interne et
normalisant du méme coup la tension pariétale. L’hypothése qu’une vasoconstriction
chronique stimulerait la réduction structurelle du diamétre des artéres de résistance
sans augmentation de leur CSA, a émergé de certaines études™’'. L’augmentation du
tonus myogénique lors d’une élévation de pression a été proposée comme un facteur
pouvant d’une part, normaliser la tension pariétale, et d’autre part, stimuler le
changement de structure eutrophique des arteéres de résistance (sans hypertrophie
tissulaire). En effet, il a été démontré dans des arteres mésentériques isolées

pressurisées’>”

, qu’une augmentation du tonus myogénique engendrant une
contraction, normalisait la TP. Ceci inhibait I’expression de génes impliqués dans la

croissance tissulaire, comme le facteur de transcription c-myc’. Cette méme équipe
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de chercheurs ont montré qu’une augmentation de pression sans engendrer de
contraction (sans tonus myogénique), induisait une élévation de la TP. Ceci stimulait
’expression des génes c-fos et c-myc, qui ménent a la croissance tissulaire™. De plus,
dans les formes d’hypertension secondaires a une dysfonction rénale, les artéres de
résistance changent de structure en s’hypertrophiant. Dans ces cas, I’hypertrophie
résulte surtout d’une stimulation neuro-humorale, par rapport 4 une stimulation due a
la pression. Toutefois, il a été suggéré que dans ces types d’hypertension,
I’augmentation de la pression se fait tellement abruptement, qu’elle excéde la
capacité myogénique des artéres de résistance a normaliser la TP, d’ou le
développement du remodelage hypertrophique dans ces artéres. L.’augmentation de la
réponse myogénique des artéres de résistances contribuant au développement d’un
remodelage eutrophique (sans hypertrophie), a été vérifiée chez des patients atteints
d’hypertension secondaire au diabéte de type 2. Dans cette étude™, les artéres de
résistance provenant des patients hypertendus et diabétiques, avaient une dysfonction
myogénique et développaient un remodelage hypertrophique. De leur c6té, les artéres
de résistance de patients hypertendus non diabétiques, montraient une capacité
myogénique non altérée (elles se contractaient en réponse & une augmentation de
pression) et ont développé un remodelage eutrophique. Un des facteurs qui peut

accentuer la réponse myogénique dans 1’hypertension, est I’altération de la fonction

endothéliale des artéres de résistance’.



B. Altération de la fonction endothéliale

Une dysfonction endothéliale est observée dans la plupart des études faites chez
des patients atteints d’hypertension essentielle’*”. Cette dysfonction endothéliale se
traduit principalement par une diminution basale de la production de NO et une
diminution de sa libération lors d’une stimulation®”®4! En effet, I’infusion de L-
NMMA (réflétant I’effet basal du NO) diminue le flux sanguin des artéres de I’avant-
bras chez des patients hypertendus”. De plus, le taux de NO plasmatique est réduit
chez ces patients®. La plupart des études ont démontré une diminution de la
vasodilatation des arteres de résistance de I’avant-bras de patients hypertendus
suivant une stimulation a I’ACh (réflétant la libération du NO par une activation).
Seuls les travaux de Crockcroft®® n’ont pas obtenu les mémes conclusions. Toutefois,
il a été suggéré que cette différence de résultats pouvait étre attribuée au faible dosage

de I’agent stimulant la libération de NO, i.e. ’ACh®.

Ainsi I’atténuation de la vasodilatation stimulée par I’ACh implique une
majeure contribution des agents vasoconstricteurs, notamment les facteurs
prostanoides (TXA, et PGH,), les ions superoxides (O,)et ’ET-1. Chez des patients
hypertendus, Taddei et al.” ont démontré une amélioration de la vasodilatation
stimulée par [’ACh en présence d’indométhacine, un inhibiteur de la cyclooxygénase.
Ainsi, ces résultats suggéraient une contribution des agents vasoconstricteurs
prostanoides (TXA, et PGH,) a la dysfonction endothéliale. Plus tard, cette méme

équipe de chercheurs ont attribué un réle prédominant aux anions superoxides a
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I’altération de I’endothélium associée a 1’hypertension essentielle®. En effet,
I’administration de vitamine C, qui est un agent antioxydant, améliore la fonction

endothéliale chez les patients hypertendus.

L’ET-1 représente un autre agent participant & I’augmentation du tonus
vasculaire lorsque la libération du NO ou son action est déficiente. En effet, en
situation normale, le NO inhibe 1’effet vasoconstricteur de I’ET-1.%. De plus, une
stimulation du récepteur a I’ET-1 de type B endothélial par ’ET-1 cause une
vasodilatation par la libération du NO. Ainsi, lors d’une dysfonction endothéliale,
’effet de I’ET-1 est principalement généré par son récepteur de type A localisé sur
les CMLs, qui méne a une vasoconstriction. Ainsi, une altération de la fonction
endothéliale au niveau de la microcirculation est associée & une réduction du diameétre
interne des arteres de résistance et artérioles, contribuant a4 une augmentation de la
résistance périphérique et, par conséquent, a I’augmentation de pression artérielle.
Toutefois, mentionnons qu’une dysfonction endothéliale peut étre aussi observée
dans d’autres situations cliniques pathologiques et physiologiques, comme dans le

diabete, I’athérosclérose et le vieillissement®.

L’origine de la dysfonction endothéliale dans I’hypertension a soulevé deux
hypothéses principales. La premiere étant que [’augmentation de pression cause une
dysfonction endothéliale en exercant une pression constante sur I’endothélium, celui-
ci vieillissant plus rapidement. La deuxi¢me, et la plus controversée des deux, stipule
que la dysfonction endothéliale initie I’hypertension. Indépendamment de la cause de

’altération de 1’endothélium, elle méne a I’augmentation du tonus vasculaire



périphérique, qui maintient la pression artérielle élevée®. Il a été proposé qu’une
altération chronique de I’endothélium serait un processus précoce au changement de
structure des arteres de résistance (remodelage eutrophique). Cette dysfonction
endothéliale participerait a2 1’augmentation du tonus vasculaire myogénique,
augmentant la résistance périphérique mais normalisant du méme coup la tension
pariétale. Les artéres de résistance changeraient de structure en s’adaptant & cette
vasoconstriction soutenue par un réarrangement dynamique des éléments tissulaires

autour d’une lumiére réduite.

3.2.2 Raréfaction

L’augmentation de la résistance peut étre conséquente d’une diminution de la
densité des artérioles et des capillaires, processus connu sous le terme de raréfaction.
De nombreuses hypothéses ont été proposées pour expliquer la raréfaction de la
microcirculation : un trouble dans la programmation génétique, une altération des
capacités angiogéniques durant le développement embryonnaire, une activité du
systtme rénine-angiotensine inadéquate ou une altération des mécanismes
d’autorégulation de débit sanguin®. Dans le développement précoce de
’hypertension essentielle, une raréfaction de la microcirculation est observée. Il a été
suggéré que ’hypertension essentielle se caractériserait par une anormalité du
développement de la microcirculation, puisqu’une raréfaction des artérioles et des
capillaires a été observée chez des rats SHR avant que [’hypertension soit instaurée.
De plus, les évidences ont démontré une altération du pouvoir angiogénique chez les

SHR’. La raréfaction de la microcirculation tend a réduire la surface
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d’approvisionnement d’oxygene tissulaire et a2 augmenter la distance de diffusion
entre les capillaires et les tissus qu’ils perfusent. L’ischémie résultante peut &tre
responsable des dommages aux organes cibles associés a I’hypertension artérielle. La
raréfaction est un processus se produisant souvent avant la réduction du diamétre des

artéres de résistance et des artérioles.

Une autre hypothése a été lancée par le groupe de Prewitt® et concerne la
raréfaction fonctionnelle précédant la raréfaction anatomique. La raréfaction dite
fonctionnelle serait la résultante d’une réduction du diamétre des artérioles, définie
par une augmentation de la sensibilité aux agents vasoconstricteurs ou par une
diminution de la disponibilité du NO. Ainsi, la dysfonction endothéliale chronique
résulterait en une réduction du diametre de I’artére limitant la perfusion des organes
en aval. Etant non fonctionnelles, les artérioles disparaitraient physiologiquement,

diminuant la densité vasculaire (raréfaction anatomique)®,

3.3 Modeéles expérimentaux d’hypertension essentielle

L’étiologie de ’hypertension essentielle étant hétérogéne, différents modeles
expérimentaux ont été élaborés pour couvrir les multiples facettes de cette maladie
cardiovasculaire. Ainsi, des modeles de rats génétiquement modifiés ont été
développés, dont les plus connus sont les rats SHR et les rats Dahl sensibles au sel®.
Les modeles d’hypertension secondaire a une dysfonction rénale sont les modeles ol
une sténose de |’artére rénale se fait en présence de deux reins ou d’un seul rein
(néphrectomie unilatérale) Ces modeles portent le nom de leur créateur, Goldblatt, les

ayant concu en 1934 *°. D’autres modeles expérimentaux d’hypertension résultent de
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I’administration d’hormones (ANG II, minéralocorticoide (DOCA), aldostérone), en
concomitance ou non avec une diéte en sel (DOCA-sel)’'. D’autres modéles causent
I’hypertension secondaire a I’administration d’agents vasoconstricteurs, comme c’est

le cas avec la NA ou avec les inhibiteurs de la synthése du NO?'.

Les modeles expérimentaux qui simulent le plus fidélement 1I’hypertension
essentielle, sont les modeles de rats génétiquement modifiés Dahl sensibles au sel et
les rats SHR ou les rats hypertendus au L-NAME. Les objectifs des travaux de cette
theése reposent sur la compréhension des mécanismes impliqués dans le remodelage
eutrophique des artéres de résistance et du cceur induit par une augmentation de
pression. Par conséquent, parmi les modeles expérimentaux d’hypertension, les rats
SHR, les rats 2 reins — 1 pince et les rats hypertendus au L-NAME sont ceux qui
développent ce type de remodelage au niveau des artéres de résistance. Les rats 2
reins — 1 pince mimant surtout une hypertension rénovasculaire, une description des

modeles simulant différents aspects de I’hypertension essentielle est plus appropriée.

3.3.1 Modéles de rats génétiquement modifiés : SHR et Dahl

sensibles au sel

3.3.1.1 Rats Dahl sensibles au sel et résistants au sel

Les rats Dahl sensibles au sel ont été développés en 1961 & partir de rats
Sprague-Dawley normotendus®. Ce modele d’hypertension dépend de la digte en sel
pour induire I’hypertension artérielle. Par exemple, une diéte de NaCl & une

concentration de 0.4 % n’induira pas d’hypertension ni chez les rats Dahl sensibles au
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sel, ni chez les rats Dahl résistants au sel. Par contre, une diéte de NaCl de 8 %
augmentera significativement la pression artérielle seulement des rats Dahl sensibles
au sel. Ce modele d’hypertension expérimentale mime une hypertension essentielle
sévere” et méne au développement du remodelage hypertrophique des artéres de
résistance™. L’ET-1 semble principalement impliquée dans ce processus™. De plus,
ces rats développent une hypertrophie cardiaque. Le seul aspect pathologique
similaire a celui qui est observé dans I’hypertension essentielle, est que ce modele
développe une dysfonction endothéliale. Celle-ci résulte principalement d’une

diminution de la production du NO”.

3.3.1.2 Rats SHR

Ce modele d’hypertension a été développé en 1959 a I’université de Kyoto par
deux chercheurs japonais, Okamoto et Aoki®, a partir de la souche de rats Wistar-
Kyoto normotendus. En 1970, ils ont congu les rats SHR-stroke prone (SHR-SP) a
partir des SHR. Ces deux modeles ont été utilis€s pour observer le dommage des
organes cibles, notamment le cerveau (surtout les stroke-prone), les reins et le cceur.
Les rats SHR ont un taux de rénine circulante normal et développent une
hypertension indépendante de la prise de sel”. Une des limitations d’utilisation de ce
modele est liée par le manque d’un groupe témoin adéquat. En effet, les rats Wistar-
Kyoto normotendus peuvent varier génétiquement d’une souche a 'autre a travers les
colonies et les distributeurs®. Ceci peut causer des problémes d’interprétation des

différences hémodynamiques, pharmacologiques ou cellulaires entre les SHR et le
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WKY, qui peuvent étre indépendantes de I’hypertension®. L’utilisation alternative de

rats Wistar normotendus a été suggérée comme mesure témoin plus appropriée™.

Les études de structure vasculaire de rats SHR ont observé dans certains type
d’artéres de résistance ou en fonction du temps d’observation, un mélange de
remodelages eutrophique et hyperplasique dans les artéres mésentériques®. Dans ces
cas, il a été rapporté que I’hyperplasie est une conséquence génétique indépendante

de I’augmentation de la pression.artérielle” .

Dans I’hypertension essentielle humaine, le remodelage des arteres de
résistance semble étre principalement de type eutrophique™, i.e. sans hyperplasie. Les

96,100

rats SHR développent aussi une hypertrophie cardiaque™ ™, qui ne se déroule pas

nécessairement dans I’hypertension essentielle'®’

. Toutefois, ces rats présentent une
dysfonction endothéliale qui reflete le plus fidelement celle qui est observée dans
I’hypertension humaine'”?, c’est-a-dire ol il y a une augmentation du stress oxidatif.
Chez les rats SHR, il y a une augmentation de la production des anions superoxides,
entre autres, par une activité accrue de 1’enzyme cyclooxygénase®. Les radicaux
libres ainsi formés, dégradent le NO, diminuant sa disponibilité. La production de NO
est augmentée chez les rats SHR et est stimulée en fonction de I’augmentation de la
pression artérielle. En effet, I’expression de la NOS endothéliale est plus élevée dans
les artéres mésentériques de rats SHR'® et la production des produits de dégradation

du NO (nitrates) est accrue, comparativement aux jeunes rats SHR pré-hypertendus,

otl le taux de nitrates est similaire A celui mesuré chez les rats témoins'®.



67

Le modele SHR est pertinent pour I’étude du dommage des organes cibles ou
pour le ciblage d’agents pharmacologiques potentiels pour traiter I’hypertension

artérielle.

3.3.1.3 Administration des analogues de la L-arginine

Apres I’identification du NO comme agent responsable de la vasodilatation

0104,]05

dépendante de I’endothélium®vers la fin des années 8 , I’inhibition de sa

synthese est devenue un processus intéressant pour induire une augmentation de la
pression artérielle. En effet, I’administration chronique d’analogues de la L-arginine

(comme avec le L-NAME) mene a une augmentation de la résistance

périphérique'®'?’ et, par conséquent, & une augmentation soutenue de la pression

artérielle’®™'”. Celle-ci augmente en fonction de la dose et du temps d’administration

du L-NAME et est dépendante d’une diminution de I’activité enzymatique de la GC

110

soluble’™. Tout comme dans [’hypertension essentielle humaine, 1’inhibition

chronique de la synthése du NO mene dans la plupart des cas au développement du

111-115

remodelage eutrophique des artéres de résistance . Ainsi, dans ce modéle

d’hypertension, il y a réarrangement des éléments tissulaires de la paroi autour d’une
lumiere réduite, sans augmentation de la CSA au niveau des artéres de résistance.
L’absence d’hypertrophie suivant I’inhibition de la synthése du NO allait & I’encontre

116,117

des résultats établis des études in vitro précédentes , qui attribuaient un rdle anti

proliférateur au NO. Dans une étude in vivo''’®, I’administration chronique de L-
NAME induisant une augmentation de pression et au développement d’un
remodelage cardiaque sans hypertrophie, du moins lorsque 1’activité du systéme

119,120

rénine-angiotensine n’était pas augmentée. D’autres études in vivo ont méme



démontré que le NO semble nécessaire au développement du remodelage
hypertrophique dans les arteéres de résistance. Le remodelage eutrophique développé
suivant I’administration chronique au L-NAME semble dépendre de la pression,
puisque le traitement avec des agents antihypertenseurs simultanément au L-NAME
(inhibiteur de ’ECA et un bloqueur des canaux calciques voltage-dépendant) diminue
la pression artérielle et prévient le développement du remodelage eutrophique des
artéres de résistance'".

L’ANG II'”, le systéme nerveux sympathique'?

et ’effet vasoconstricteur aigu
de I’ET-1**'*'** semblent participer a I’augmentation de la pression artérielle dans ce
modele. Le taux de rénine plasmatique varie selon les études'”, mais il ne semble
qu’augmenter lorsque la fonction rénale est atteinte'”. L’augmentation du tonus
vasculaire résulterait de la diminution de I’apport vasodilatateur (diminution de NO)
par rapport a I’apport vasoconstricteur (ANG II, NA, ou ET-1). Une diminution de la
production du NO mime ainsi une dysfonction endothéliale, qui est aussi observée
dans I’hypertension essentielle. Cette dysfonction endothéliale se produit si la dose

126

administrée de L-NAME est suffisamment élevée'“°. Une dose relativement faible de

L-NAME induira préférentiellement une augmentation de pression secondaire a une

rétention de sel et d’eau plus importantes au niveau des reins'>"'?%,

De plus, tout comme dans I’hypertension essentielle, le modele L-NAME mene
au dommage des organes cibles. En effet, une administration de L-NAME durant 8
semaines mene Iau dommage des reins et augmente le taux de rénine plasmatique'®.
Une administration entre 7 et 11 semaines peut mener a des ischémies cérébrale et de

la moélle épiniere'”. Un traitement de 16 semaines au L-NAME cause 100% de
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mortalité chez les rats®>. Ainsi, le modéle L-NAME n’est pas un modéle qui
développe une hypertension chronique progressive, comme celle qui est observée

chez les rats SHR (qui peut durer jusqu’a deux ans)”'.

Un autre volet de mes travaux avait pour but d’étudier les mécanismes
impliqués dans le remodelage eutrophique cardiaque, i.e. en absence d’hypertrophie
ventriculaire. Parmi les modeles expérimentaux d’hypertension décrits ci haut, seul le
modele induit par une inhibition chronique de la syntheése du NO développe ce type

de remodelage, du moins, lorsque le systéme rénine-angiotensine n’est pas activé''®.
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CHAPITRE 4. MECANISMES IMPLIQUES DANS LE

REMODELAGE VASCULAIRE

L’augmentation de la pression artérielle semble un stimulus important pour
générer un changement de structure des arteres. En effet, plusieurs études ont
démontré que la protection de différents segments vasculaires contre une
augmentation de pression, prévenait le changement de structure des arteres®'**'?’,
Aussi, dans un modele d’hypertension induite par une coarctation aortique,
I’hypertrophie vasculaire des arteres de gros calibre était observée seulement dans la
partie hypertendue. De leur c6té, les artéres de résistance des muscles crémasters

12 Dans

n’ont pas développé de remodelage eutrophique dans la section normotendue
I’hypertension essentielle, les arteres développent un remodelage vasculaire
hétérogeéne selon le type d’artere : les artéres de gros calibre développent un
remodelage hypertrophique tandis que les artéres de résistance changent de structure
par un réarrangement des cellules de leur paroi autour d’un diametre artériel réduit,
sans hypertrophie (remodelage eutrophique). Il a été proposé par Prewitt'” que
I’hypertension artérielle induit un remodelage hypertrophique des grosses artéres par
un mécanisme qui dépend de I’augmentation de la tension pariétale circonférentielle.
Au niveau des artéres de résistance, I’hypertension artérielle menerait au

développement d’un remodelage eutrophique par un mécanisme dépendant d’une

augmentation du tonus vasculaire. Toutefois, les mécanismes impliqués dans le
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développement de ces deux types de remodelages vasculaires, secondaire a une

augmentation de pression artérielle, restent encore a définir.

De plus en plus d’études démontrent que, au méme titre que les fibroblastes, les
cellules musculaires lisses captent les changements hémodynamiques extérieurs et les
transmettent a la cellule par une cascade d’activation de facteurs intracellulaires. Ce
phénoméne réfere au concept de la mécano-transduction cellulaire, terme étant
devenu de plus en plus populaire au cours des 10 derniéres années. Il a été ainsi
proposé que les cellules musculaires lisses soumises a une augmentation de pression
génerent trois réponses cellulaires principales: la premiére consiste a produire une
force résultant d’une contraction soutenue (augmentation du tonus myogénique), la
seconde étant la sécrétion de facteurs de croissance ou d’él€éments de la matrice
extracellulaire (changement du phénotype cellulaire) et la troisieme étant la
stimulation de I’hypertrophie/hyperplasie cellulaire”. Ces différentes réponses
impliquent la contribution de nombreux facteurs (éléments de la matrice
extracellulaire, intégrines, canaux ioniques, enzymes) qui ont été identifiés dans les
voies de signalisation de la mécano-transduction. Ces facteurs sont illustrés
sommairement a la figure 4.1. Une breéve description de chacun est présentée dans la
section suivante et elle ciblera surtout leur implication dans les réponses cellulaires
menant a une augmentation du tonus myogénique ou a une stimulation de la

prolifération cellulaire.
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4.1 Eléments vasculaires impliqués dans la mécano-
transduction

4.1.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) assure I’intégrité du tissu musculaire qu’elle
entoure. Elle est formée de la substance fondamentale et de fibres (notamment de

30 La substance fondamentale est

fibres de collagéne et de fibres élastiques)
constituée de liquide interstitiel, de protéines d’adhérence et de protéoglycanes. Les
protéines d’adhérence servent de colle qui permet aux cellules environnantes de se
fixer aux éléments de la MEC'. Parmi celles-ci, la fibronectine, la laminine et la
vitronectine en sont des exemples. Les fibres, elles, servent principalement de
soutien. Les artéres de conductance ont une MEC riche en fibres élastiques,
contrairement aux artéres de plus petit calibre, qui est plus riche en fibres de

collagéne. Lorsque la pression artérielle augmente, les fibres de la MEC résistent a

cette force qui est exercée sur elles.

4.1.2 Les intégrines

Elles représentent des glycoprotéines transmembranaires, faisant le pont entre

la matrice extracellulaire et le CSK des cellules musculaires lisses ou endothéliales.

Elles sont formées d’hétérodiméres o et § dont chacune comprend plusieurs
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isoformes. De plus, chacune des isoformes des hétérodimeres o et § peut lier

différents constituants de la matrice extracellulaire. La réponse cellulaire dépend de la
spécificité de la liaison des intégrines avec les éléments de la matrice extracellulaire.

La partie extracellulaire se fixe aux constituants de la matrice extracellulaire incluant

la vitronectine (ligand pour I’intégrine otvf3), la laminine (ligand pour I’intégrine
0.6B1), la fibronectine (ligand pour les intégrines a5B1 et awvB3) et les fibres de
collgéne. La partie intracelullaire B de I’intégrine assure la jonction des éléments du

cytosquelette comme la taline, la paxilline ou les filaments d’actine, via un site de
liaison tri-peptidique renfermant les acides aminés RGD (Arginine-Glycine-
Asparagine). Elle lie aussi certaines enzymes a activité TK, tel que la kinase
d’adhésion focale (FAK). Cette conformation spatiale permet ainsi aux intégrines de
transmettre le message mécanique de facon bidirectionnelle, soit de I’extérieur

(MEC) de la cellule vers I’intérieur (CSK) ou soit I’inverse.

Une stimulation mécanique les active et, par conséquent, elles induisent la
production de seconds messagers, amplifient la rigidité du CSK et stimulent la
phosphorylation des résidus tyrosine des protéines ancrées au CSK"'. Lorsqu’elles
sont activées, les intégrines s’agglomerent en des endroits particuliers nommés « site
d’adhésion focale ». Cette terminologie est surtout attribuée pour des cellules en
culture. Les structures analogues aux sites d’adhésion focale dans les CMLs in situ,
sont les corps denses''. Ceux-ci servent de points d’attache pour les protéines
contractiles 2 la membrane plasmique. Les corps denses regroupent de nombreuses

protéines impliquées dans la mécano-transduction®'.

74



4.1.3 Le cytosquelette

Le CSK est formé de microtubules, de microfilaments (filaments d’actine) et de
filaments intermédiaires. Les deux premiers éléments sont impliqués principalement
dans la structure et la mobilité cellulaires. Leur formation est dynamique puisqu’elle
nécessite la polymérisation ou la dépolarisation de leurs composants unitaires (la
tubuline pour les microtubules et I’actine pour les microfilaments), ce qui détermine

’architecture et la forme de la cellule'*.

Les microtubules servent de charpente cellulaire, déterminent la forme générale
de la cellule et ’emplacement des éléments de la cellule. Ils sont les éléments du

1% L es filaments d’actine assurent la mobilité et la forme de la

CSK les plus rigides
cellule. Ils forment un réseau dense qui est relié a la face interne de la membrane
plasmique (les corps denses) et renforcent ainsi la surface de la cellule. De plus, les
filaments d’actine interagissent avec la myosine pour développer une force

130

contractile'. Les microfilaments offrent aussi des sites de liaison pour d’autres

protéines impliquées dans la réorganisation du cytosquelette.

Les filaments intermédiaires sont des fibres protéiques solides qui résistent aux
forces d’étirement de la cellule. Elles sont attachées aux jonctions spécialisées de la

130

cellule, les desmosomes'™. Leur formation n’implique pas de processus dynamique.

La disposition en réseau des éléments du cytosquelette lui permet de supporter
des tensions cellulaires importantes. Le CSK fait le pont entre les intégrines,

lesquelles sont connectées a la matrice extracellulaire, et le noyau cellulaire. Il
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représente le centre de la machinerie contractile et orchestre les réponses cellulaires

en fonctions des stimulations mécaniques extérieures'”.

4.1.4 Les GTPases de la famille Rho

Les petites protéines a activité GTPasique de la famille Rho comportent
notamment les protéines Rho et Rac. Celles-ci sont impliquées dans de multiples

réponses cellulaires dont la prolifération, la contraction et la migration cellulaire ainsi

que I’expression génique'*'**. De la méme fagon que la sous-unité o d’une protéine

G, les protéines de la famille Rho sont actives par leur liaison au GTP, influengant
par la suite I’état d’activation d’effecteurs cellulaires spécifiques'®. En réponse a de
nombreux stimuli mécaniques extérieurs ou suivant la liaison d’un agoniste, leur réle
est de générer une modification dans la structure du cytosquelette d’actine ou de
moduler la contraction musculaire en amplifiant la sensibilit¢ au calcium des
protéines contractiles. Ainsi, elles représentent le centre de convergence de la
transmission de signaux provenant de différentes protéines transmembranaires,
notamment les récepteurs couplés aux protéines G (comme les récepteurs AT1 de
I’ANG II)*, les récepteurs des facteurs de croissance a activité TK ou les intégrines.

Celles-ci sont capables de détecter les stimulations mécaniques.

4.1.5 Les canaux ioniques
De nombreuses études ont démontré une implication des canaux ioniques dans
la réponse myogénique. Or, lorsque la membrane des cellules musculaires lisses est

soumise a une augmentation de la pression, elle se déforme, ce qui mene a
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I’activation de canaux ioniques sensibles a I’étirement. (Voir la section 1.2.2. de
I’introduction qui traite de la résistance). L’activation de ces canaux méne a une
dépolarisation membranaire et cause I’ouverture des CCVD favorisant I’entrée de
calcium, et, par conséquent, la contraction musculaire'. L’ouverture des canaux
potassiques dépendants du calcium et des canaux K* voltage-dépendant cause une
hyperpolarisation de la cellule et atténue la réponse myogénique®. Leur activation
permet de réguler la contraction musculaire comme mécanisme de rétroaction

négative.

4.1.6 Les enzymes a activité tyrosine kinase (TK)

Les enzymes 2 activité TK sont impliquées dans la réponse au stress mécanique
des cellules musculaires lisses. Parmi celles-ci, les enzymes FAK et c-src ont été
identifiées. Ce sont des enzymes qui favorisent la phosphorylation des résidus
tyrosine d’autres protéines, menant a une cascade de phosphorylations subséquentes
et a une réponse cellulaire impliquant la prolifération ou la différenciation cellulaire.
Suivant une stimulation mécanique, les intégrines regroupées aux sites d’adhésion
focale (ou corps denses) recrutent et activent des enzymes cytoplasmiques a activité
TK, comme FAK et c-src. Les récepteurs des facteurs de croissances, ayant eux aussi
une activité enzymatique TK, peuvent contribuer a la transmission du signal en
servant de cibles aux enzymes TK cytoplasmiques FAK et c-src. Par conséquent, la
phosphorylation des récepteurs TK meéne au recrutement des complexes

SH2/Grb2/Sos, lesquels ménent a I’activation de la voie ras, raf et la phosphorylation
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des MAPKs. Ceci conduit notamment a I’activation de la transcription de génes

impliqués dans la prolifération cellulaire.

4.1.7 Les enzymes a activité sérine / thréonine kinase

41.71 LaPKC

La PKC est une protéine a activité sérine / thréonine kinase qui est générée par
la liaison de médiateurs, comme I’ANG II, PET-1 ou la NE, a leur récepteur
transmembranaire couplé a une protéine Gq. Cette liaison menent a la stimulation de

la sous unité o de la protéine Gq, qui a son tour active I’effecteur transmembranaire,

la PLC. L’activation de la PLC méne au clivage enzymatique du PIP, membranaire,
pour former deux produits équimolaires : I’inositol-3-phosphate (IP;) et le
diacylglycérol (DAG). L’IP, favorise la libération du calcium emmagasiné dans le
réticulum endoplasmique (RE) qui augmente ainsi la concentration de calcium
intracellulaire. La formation du DAG méne a la stimulation de la PKC. En plus de la
liaison des facteurs neuro-humoraux ou endothéliaux aux récepteurs couplés aux
protéines Gq, la PKC peut aussi étre activée par une augmentation de la pression, lui
attribuant un role dans la réponse myogénique'®. Cette kinase est impliquée dans la
contraction des muscles lisses par un processus indépendant de I’entrée de calcium
(augmentation de la sensibilité au calcium). Les mécanismes qui ont été proposés
135

dans ce processus impliquent [’activation de certaines MAPKs™ ou la

phosphorylation de la phosphatase de la myosine'*.



4.1.7.2 Les MAPKSs :protéines kinases activées par les mitogéenes

Les MAPKSs comprennent trois classes de kinases a activité serine /thréonine:
ERK 1/2, JNK et p38. Elles sont impliquées dans la prolifération cellulaire et aussi
dans la contraction cellulaire. Par exemple, suivant un stimulus mécanique, leur
activation résulte d’une cascade de phosphorylations des protéines kinases'”’. ERK
1/2 sont stimulées par I’activation de la voie raf. Cette voie mene a la transcription de
génes impliqués dans la prolifération cellulaire et la synthése protéique. De plus,
ERK 1/2 peuvent étre impliquées dans la réponse myogénique (contraction
musculaire) indépendante de I’entrée de calcium suivant une stimulation par une

PKC'®.

Les MAPKs JNK et p38 ont été classifiées comme des protéines kinases
activées par le stress. Par exemple, p38 peut étre stimulée par les rayons UV, le choc

B89 ont démontré une

thermique, I’hypoxie ou I’hyperosmolarité. Certaines études
implication de p38 dans la contraction musculaire suivant un stress mécanique. Ceci
impliquerait un processus indépendant du calcium'”. Les MAPKs p38 et JNK

semblent impliquées dans la prolifération cellulaire induite par I’ANG II qui stimule

la génération de radicaux libres via la NADPHoxidase membranaire'®.

4.2 Voies de signalisation du remodelage
hypertrophique

Le remodelage vasculaire hypertrophique représente le changement de structure

artérielle le mieux étudié et le mieux compris. Dans I’hypertension essentielle, il est
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surtout observé dans les artéres de conductance. Le remodelage hypertrophique des
grosses artéres participe faiblement au maintien de la pression artérielle élevée
puisqu’il ne contribue pas a I’augmentation de la résistance périphérique. En effet,
suivant la loi de Laplace, les artéres de gros calibre étant incapable de se contracter de
maniére a réduire leur diametre de facon significative, elles doivent augmenter
I’épaisseur de leur paroi afin de normaliser la tension pariétale. Pour se faire, elles
développent un remodelage hypertrophique, en stimulant la prolifération cellulaire et
en augmentant la sécrétion des éléments de la MEC. Au niveau des artéres de
résistance, le remodelage hypertrophique se développe surtout lors d’hypertension
essentielle sévere ou I’apport de facteurs neuro-humoraux et endothéliaux intervient
dans le processus hypertrophique, indépendamment de la pression. Il a été aussi
démontré®” que I’altération de la capacité myogénique (perte de la capacité a se
contracter) des arteres de résistance chez des patients diabétiques et hypertendus, a
mené au développement d’un remodelage hypertrophique dans ces arteres. Ceci
suggérait qu’en étant incapable de se contracter, la tension pariétale n’a pu &tre
normalisée qu’en stimulant I’augmentation de la prolifération cellulaire.

Ainsi, la prolifération cellulaire peut &tre stimulée par I’augmentation de la

tension pariétale. Les études du laboratoire de Prewitt'*'"'*

ont démontré ce concept
en utilisant des artéres de résistance isolées et soumises a une augmentation de la
pression, ex vivo. En augmentant la pression trans-murale de fagon a ne pas engendrer
une réponse myogénique, I’expression des facteurs de transcription impliqués dans la

prolifération cellulaire, c-fos et c-myc, était augmentée. Cette amplification

d’expression de protéines oncogéniques était aussi associée a une élévation de la
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tension pariétale’’. Les enzymes a activité kinase, c-src et ERK 1/2, interviennent

dans la stimulation de la prolifération cellulaire induite par I’augmentation de la

TP143.

Outre I’augmentation de la tension pariétale, les facteurs neuro-humoraux (NA
et ANG II), endothéliaux (ET-1) ou de croissance (PDGF, EGF) peuvent aussi activer
la réponse proliférative des arteres de conductance et de résistance. Les voies de
signalisation impliquées dans ces cas sont similaires a celles induites par une
augmentation de la TP, i.e. qu’elles impliquent une augmentation de la
phosphorylation des enzymes kinases. La figure 4.2 illustre les voies de signalisation
menant a la prolifération cellulaire induite soit par une augmentation de la tension

pariétale ou soit par une stimulation a I’ANG II.
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4.2.1 Augmentation de la tension pariétale

L’élévation de la pression mene a I’augmentation de la TP lorsque la réponse
contractile est absente. Les données de la littérature attribuent une importance aux
intégrines pour capter le signal mécanique (augmentation de la TP). L’accroissement
de la TP stimule le recrutement des intégines au site d’adhésion focale ol elles

activent les enzymes TK, c-src et FAK. Les kinases c-src se lient a la sous unité [ des

intégrines et permet 1’association des complexes de protéines adaptatrices
Grb2/Shc/SOS. Ceci mene a la liaison du GTP a la protéine Ras, a la phosphorylation
et a I’activation des protéines Raf, MEK et ERK 1/2. Cette derniere étape conduit a
I’activation de facteur de transcription nucléaire qui stimule la transcription génique
de protéines impliquées dans la prolifération cellulaire telle que c-fos, c-myc et c-jun.
Des études faites sur des CMLs en culture ont démontré qu’une stimulation
mécanique mene a [’activation des récepteurs TK au PDGF et a I’EGF,
indépendamment de la liaison a leur récepteur respectif'**'**. L’activation des
récepteurs TK favorise aussi le recrutement des complexes des protéines adaptatrices

Grb2/Shc/SOS, qui stimulent la voie Raf et qui induisent la phosphorylation de ERK

1/2 et a la prolifération cellulaire'”’.
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4.2.2 Hypertrophie stimulée par ’'ANG |l

L’ANG II peut stimuler la prolifération cellulaire indépendamment de son effet
presseur ''"'*¢1¥7 [ es voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire
induite par I’ANG II sont similaires a celles qui sont engendrées par I’augmentation
de la TP'*®. Or, en se liant 2 son récepteur AT1 couplé a une protéine Gq, I’ANG II
stimule la croissance cellulaire en augmentant la phosphorylation tyrosine kinase, en
activant les MAPKs et en générant des agents oxydants via la NADPH oxidase'®.
Ainsi, Pactivation du récepteur AT1 stimule les protéines TK, c-src et FAK. Ceci
meéne 2 ’activation de ERK 1/2. Aussi, I’activation du récepteur AT1 peut stimuler

~

les récepteurs a activité TK des facteurs de croissance PDGF ou EGF par un

150

processus impliquant une transactivation™. Cette voie de signalisation mene aussi a

la phosphorylation de ERK 1/2.

L’ANG II stimule la formation des anions superoxides par la NADPH oxidase
transmembranaire via I’action de c-src, de la PLA, et de la PLD en plus d’augmenter
la synthése des sous unités p67phox, p22phox et p47phox constituant la NADPH
oxidase. Les anions superoxides formés et leurs produits dérivés H,O, sont des agents
mitogénes transmettant le signal en activant les MAPKs p38 et JNK'®’. Cette voie de

signalisation qui implique la formation des ROS n’est pas illustrée a la figure 10.
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4.3 Voies de signalisation du remodelage eutrophique

Le remodelage eutrophique observé dans les arteres de résistance chez des
patients atteints d’hypertension essentielle est caractérisé par une réduction de la
lumiere artérielle interne (rappelant une artére en état contracté), un réarrangement
des éléments tissulaires de la paroi autour d’un diametre artériel réduit sans qu’il n’y
ait une augmentation de la CSA (absence d’hypertrophie). Suivant la loi de Laplace,
les artéres de résistance ont la capacité de se contracter de maniere significative pour
normaliser la tension pariétale lorsque la pression artérielle augmente. Une réduction
du diametre des artéres de résistance augmente de facon marquée la résistance
périphérique, en considérant la loi de Poiseuille. Or, les artéres de résistance changent
de structure en gardant leur diamétre interne réduit, participant ainsi au maintient de
la pression artérielle élevée. Les mécanismes impliqués dans le développement du
remodelage eutrophique restent encore a définir.
l|.42

Les travaux de Allen et al.” ont démontré que la réponse myogénique

d’arteres mésentériques isolées et soumises a une augmentation de la pression
intraluminale, inhibait la transcription de génes impliqués dans la prolifération
cellulaire, comme c-myc et la sous unité 18S de I’ARNr (indice de synthése
protéique). De plus, cette inhibition de I’expression de des protéines était associée a

1."”' ont démontré

une normalisation de la TP. De plus, les travaux de Bakker et a
qu’un stimulus vasoconstricteur (ET-1) en présence d’une élévation de la pression

intraluminale, étaient tous deux nécessaires au développement du remodelage
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eutrophique d’arteére de résistance mise en culture. En effet, une stimulation a I’'ET-1
en condition hypotensive menait a une réduction de la lumiere de [’artere de

résistance sans remodelage eutrophique™.

Dans I’hypertension essentielle, une dysfonction endothéliale est souvent
observée et la réponse myogénique est amplifiée”. Toutefois, aprés dénudation de
I’endothélium, la réponse myogénique est semblable a celle des artéres
normotendues. Ceci suggere que 1’amplification de la réponse myogénique est
secondaire a la dysfonction endothéliale et non a une modification intrinseque du
muscle lisse vasculaire des artéres de résistance™. Il a été rapporté que les inhibiteurs
de I’ECA et les bloqueurs des canaux calciques, améliorent la fonction endothéliale

€', Ceci expliquerait les

en augmentant la libération du NO ou sa biodisponibilit
bénéfices d’utilisation de ces deux agents anti-hypertenseurs pour renverser le

remodelage eutrophique des artéres de résistance®. Les agents anti-hypertenseurs qui

n’ont pas la capacité d’améliorer la fonction endothéliale, tels que les B-bloqueurs,

diminuent la pression sans corriger le remodelage eutrophique'®.

Afin d’expliquer les événements pouvant contribuer au développement du

remodelage eutrophique, il a été suggéré**'>

qu’une vasoconstriction initiale serait
I’étape précoce a la stimulation des événements cellulaires conduisant au
réarrangement des CMLs normales tout en maintenant un diametre artériel réduit. En
utilisant des artérioles de muscles squelettiques isolées, Martinez-Lemus et al.”' ont
démontré qu’une stimulation vasoconstrictrice aigu€¢ a la NA causait un
raccourcissement des fibres musculaires lisses (contraction normale et diminution du

2 N

diametre artériel), tandis qu’une stimulation prolongée a la NA menait a un
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réarrangement des cellules musculaires lisses par une élongation des fibres, tout en
gardant un diamétre artériel réduit. Etant donné qu’une augmentation du tonus
myogénique est nécessaire au développement du remodelage eutrophique®, les
mécanismes impliqués dans la contraction chronique ont été proposés comme
processus d’adaptation mécanique des CMLVs. Or, la contraction indépendante du
calcium (augmentation de la sensibilité au calcium) et celle qui implique un
réarrangement du cytosquelette (polymérisation d’actine), peuvent représenter deux

153

mécanismes de contraction soutenue”". De plus, étant des processus de contraction

consommant peu d’énergie, ils permettent de maintenir de facon chronique, une force

134 Ces deux mécanismes semblent

contractile qui garde un diametre artériel réduit
favoriser le recrutement des intégrines au site d’adhésion focale ainsi que la

phosphorylation T 18131.155.156

4.3.1 Augmentation de la sensibilité au calcium

Les travaux de Morgan ont démontré que la génération de la force contractile
induite par un agoniste ne corrélait pas nécessairement avec la concentration de

calcium intracellulaire'®’

. Le concept de la contraction indépendante du calcium a été
proposé et celle-ci est caractérisée par une augmentation de la sensibilité au calcium,
qui favorise la contraction soutenue. Les deux principaux mécanismes impliqués dans

la contraction indépendante du calcium sont I’activation de la voie de la PKC'*'® et

la voie Rho-RhoKinase'®''®*. Ces mécanismes sont schématisés a la figure 4.3.
t=]
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4.3.1.1 Voie de la PKC

La voie de la PKC peut étre activée par les agents vasoconstricteurs comme
’ET-1'%, la NA'*'% ou I’ANG II*%. Ces agents se lient a leur récepteur a 7 passages
transmembranaires coupl€ a une protéine Gq et active la PLC menant a la stimulation
de la PKC. Celle-ci peut aussi étre activée par I’augmentation de pression, par des
mécanismes de mécanotransduction. En effet, le groupe de Davies'' a démontré une
contribution des intégrines a 1’augmentation du tonus myogénique induit par
I’augmentation de la pression. Dans ce cas-ci, ’activation de la PKC est le résultat de
la cascade d’activation des intégrines via la FAK et c-src, qui stimulent la PLC"'. Il a

été proposé que les MAPKs, ERK 1/2 et p38, sont activées par I’isoforme € de la

PKC pour induire une vasoconstriction soutenue indépendante du calcium'. Or, dans
le cas de I’activation de ERK 1/2, la phosphorylation de la MLC se ferait vie une
kinase liée aux intégrines (ILK). Cette kinase favoriserait aussi la phosphorylation de

la myosine phosphatase (MP). De son c6té, la p38 activée par la PKC-€ stimulerait

une kinase ZIP via une HSP27. L’activation de la kinase ZIP causerait aussi la
phosphorylation de la MLC et/ou de la MP. L’activation de ERK 1/2 par la PKC peut

72,138

résulter d’une stimulation agonistique ou mécanique™ ™, comparativement a

I’activation de p38, qui résulte surtout d’une stimulation mécanique'*®.

4.3.1.2 Voie Rho-Rho kinase
Plus récemment, la protéine monomérique GTPasique Rho a été identifiée pour

contribuer & I’augmentation de la sensibilité au calcium'®"'®®. Tout comme la voie de
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la PKC, la contraction indépendante du calcium induite par Rho peut €tre activée par
des agents vasoconstricteurs'® et par I’augmentation de la pression, amplifiant le
tonus myogénique'®''. Les mécanismes de la contraction indépendante du calcium
par la voie d’activation de Rho ressemblent a ceux stimulés par la PKC. Ils
impliquent une phosphorylation directe de la MLC et/ou une phosphorylation de la

136

myosine phosphatase (MP) .

4.3.2 Polymérisation d’actine

L’état de polymérisation / dépolymérisation des filaments d’actine des CMLs
est dynamique et participe au cycle de la contraction / relaxation des muscles lisses.

1% ont démontré que ’augmentation de la polymérisation

Les travaux de Gunst
d’actine contribue au développement de la force de contraction dans les CMLs
pulmonaires qui sont soumises au stress mécanique de la respiration. Elle différe de la
contraction induite par la phosphorylation de la MLC, puisque, dans ce cas, celle-ci
ne contribue pas a la génération de la force contractile '"°. L’hypothése est que les
mécanismes de contraction stimulés pharmacologiquement ou par une augmentation
d’un stress mécanique dépendent de la période de la stimulation'”’. Sur une courte
durée, les mécanismes de contraction impliquent ceux qui menent a la
phosphorylation de la MLC, favorisant les interactions actine/myosine. Une
stimulation a long terme impliquerait un remodelage dynamique des filaments
d’actine a des points membranaires précis permettant a la cellule de s’adapter aux

171

changements mécaniques extérieurs’ . En utilisant des artéres de résistance isolées,

Cipolla et al.”™ ont démontré que la polymérisation d’actine participe a

90



I’augmentation de la production de la force contractile pour contrer la tension
pariétale lorsque la pression est élevée. Ce processus permettrait a I’artére de
résistance de maintenir son diametre interne réduit de facon chronique en
consommant peu d’énergie”'. Aussi, I’élongation des filaments d’actine peut
favoriser 1’ancrage de nouvelles intégrines a la MEC via la liaison d’autres protéines
adaptatrices (comme la vinculine ou la paxilline). Ainsi, la polymérisation d’actine
assurerait la formation de nouveaux sites d’adhésion focale, ces derniers représentant

des endroits de transduction mécanique membranaire'”'.

Pour I’instant, il semble que ce soient les intégrines qui activent le remodelage
des filaments d’actine. L application d’un stimulus mécanique favorise le recrutement
des intégrines au site d’adhésion focale, qui mene au regroupement des TK, FAK et
c-src, en plus des protéines adaptatrices, taline, vinculine et paxiline. Ces protéines
font le pont entre les intégrines et les filaments d’actine. Il a été démontré qu’une
activation de la paxiline via la FAK mene a la polymérisation d’actine suivant une

156

stimulation mécanique”°. D’autres mécansimes régulent la polymérisation d’actine et

sont élaborés dans les sections suivantes.

4.3.2.1 Régulation de la polymérisation d’actine

L’implication des petites protéines a activité GTPasique dans la réorganisation
du cytosquelette d’actine a été largement démontrée dans les études ayant été
effectuées majoritairement in vitro, dans les fibroblastes mis en culture'*'** En effet,
en réponse a des stimuli mécaniques, Rho, Rac et cdc42 ont été identifiées comme

des agents responsables de la réorganisation du cytosquelette. Ainsi, elles contribuent
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a différentes réponses cellulaires incluant la prolifération et la migration cellulaires et

la stimulation de I’expression génique.

A. Implication de Rho dans la polymérisation d’actine

En plus d’étre impliquée dans la prolifération cellulaire et la contraction
soutenue en augmentant la sensibilité au calcium (voir plus haut) ’activation de la
voie Rho stimule la polymérisation d’actine. Les principaux effecteurs en aval de
Rho, qui permettent son action dans le cytosquelette, sont la pI60Rho kinase
(ROCK1) et la mDial. ROCK1 induit la formation des fibres de stress et la formation

12 De son c6té, mDial (un

de sites d’adhésion focale via I’activation des intégrines
homologue mammifére de la protéine diaphanous de la drosophile) induit une
augmentation de la polymérisation d’actine en recrutant une protéine liant I’actine,
i.e. la profiline'”. La polymérisation d’actine induite par mDial semble étre

impliquée spécifiquement lors de stimulations mécaniques comparativement a celle

induite par ROCK 1'".

B. Implication de la MAPK P38
Des études ont démontré une contribution de la MAPK p38 dans la contraction

5 et des artérioles isolées™® Or, cette

des cellules musculaires lisses en culture"
contraction semble étre impliquée majoritairement en réponse a une stimulation
mécanique, et ce, de fagon plus importante que ERK 1/2'**. Des études mécanistiques

ont proposé que cette observation pouvait &tre expliquée par le fait que p38 MAPK

stimule la contraction en augmentant la polymérisation d’actine par un processus



impliquant la formation de polyméres de la protéine de choc thermique 27
(HSP27)'*. La voie d’activation en amont de la MAPK p38 reste peu connue dans ce
contexte. Toutefois, il a été proposé que Rac et son effecteur PAK peuvent mener a

son activation'’®'"’,

C. Implication de Rac dans la stabilisation de la polymériation d’actine
Au méme titre que Rho, la GTPase Rac est aussi une protéine impliquée dans la

178 Toutefois, son

réorganisation du cytosquelette en réponse a un stimulus mécanique
role a surtout été attribué a la déformation des membranes (« membrane ruffling ») ou
a la formation de lamellipodes démontré notamment dans des études in vitro vérifiant
la migration des fibroblastes en culture. Ces GTPases induisent leur action via
I’activation de leurs effecteurs respectifs, PAK étant I’effecteur de Rac le mieux
défini jusqu’a présent'’”'™. De plus, il a été proposé que I’activation de la voie Rac
antagonise la voie Rho. En effet, ’activation de PAK mene a I’inhibition de la
formation des fibres de stress et au renouvellement des sites d’adhésion focale,
potentiellement par un mécanisme qui inhibe la MLCK'®. La phosphorylation de la
chaine lourde de la myosine par PAK peut aussi mener a I’inhibition de la fonction de
la myosine, causant la dissociation des structures actine/myosine, un autre effet

'8 Aussi, PAK influence la réorganisation du

contraire a celui exercé par la voie Rho
cytosquelette en stabilisant les filaments d’actine (actine F) en empéchant I’action de
la cofiline, qui est responsable de dépolariser I’actine F en actine globulaire (actine

G)'®, En effet, en stimulant la kinase LIM, PAK phosphoryle et inactive la cofiline'®.

La figure 4.4 résume les mécanismes impliqués dans le remodelage eutrophique dans



le contexte ol I’artere réorganise son cytosquelette d’actine en vue d’avoir une

apparence en état contracté.
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CHAPITRE 5. LE REMODELAGE CARDIAQUE

L’hypertension essentielle meéne aussi au changement de structure du cceur,
surtout au niveau du ventricule gauche. Tout comme les artéres de la circulation
systémique, le cceur est soumis a une augmentation de tension pariétale qu’il
normalise lorsque la pression artérielle est élevée, suivant la loi de Laplace.
Toutefois, les paramétres calculés dans la formule different quelque peu'®. Des
études cliniques ont mesuré la structure cardiaque de patients atteints d’hypertension
essentielle, par la méthode echocardiographique, en considérant la masse
ventriculaire gauche (MVG) et I’épaisseur relative de la paroi ventriculaire (ERPV)
comme paramétres de mesure géométrique du ventricule gauche'®'®. Ainsi, ces
études ont classifié 4 types de géométrie ventriculaire différents comprenant une
géométrie ventriculaire normale avec une MVG et une ERPV normales, un
remodelage concentrique avec une‘MVG normale mais une augmentation de I’ERPV,
un remodelage hypertrophique excentrique avec une MVG élevée mais une ERPV
normale et finalement un remodelage hypertrophique concentrique, les deux variables
étant a la hausse. La majorité des patients présentaient une géométrie ventriculaire
normale (entre 41-52%), et trés peu de patients développaient un remodelage
hypertrophique concentrique (entre 8-10%). Les remodelages concentrique et
hypertrophique excentrique montraient des pourcentages de développement variant

entre 15 et 32 %'*'¥’
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Le remodelage concentrique est caractérisé par une réduction de la cavité du
ventricule gauche et est associé a augmentation de la résistance périphérique,
I’augmentation du volume de remplissage ventriculaire (pression volumique) étant un
facteur moins important dans le développement de ce type de remodelage. Le
remodelage hypertrophique excentrique est caractéris€ par une augmentation de
I’épaisseur ventriculaire sans changement de la cavité du ventricule. Il est associé a
une augmentation de la résistance périphérique et a une augmentation de la pression
volumique. Le remodelage hypertrophique concentrique montre une cavité
ventriculaire réduite et une augmentation de 1’épaisseur de la paroi. Il est associé a
une augmentation de la résistance périphérique. Des quatre types de remodelage
cardiaque observés chez les patients atteints d’hypertension essentielle, le remodelage
hypertrophique concentrique est celui qui correspond au plus au taux de mortalité et
de morbidité'**'®. L hypertrophie cardiaque est fortement associée a la dysfonction
cardiaque'”. Ainsi des études cliniques ont montré une corrélation positive entre la
dysfonction cardiaque et le développement du remodelage hypertrophique

concentrique'”'. Le développement des remodelages cardiaque eutrophique ou

hypertrophique excentrique montrait une meilleure fonction ventriculaire.
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OBJECTIFS GENERAUX

L’hypertension essentielle est associée a une augmentation de la résistance
périphérique et au développement du remodelage eutrophique des artéeres de
résistance. Il a été démontré que le remodelage eutrophique est un processus
d’adaptation chronique des artéres de résistance contribuant au maintient de
I’élévation de la pression artérielle'®. De plus, il a été observé que le remodelage
eutrophique des artéres de résistance représente un phénomene précoce contribuant
au dommage des organes cibles*'*>. En effet, ce type de remodelage est caractérisé
par une réduction du diamétre interne des arteres (lumiere) avec un réarrangement
des éléments tissulaires de la paroi autour de cette lumiére réduite, sans augmentation
de la CSA. A long terme, une réduction de la lumiére des artéres de résistance
diminue la réserve vasculaire et peut mener a la diminution de I’apport sanguin des
organes qu’elles perfusent, menant ainsi au dommage de ces derniers. Or, peu de
connaissances des mécanismes menant au remodelage eutrophique des arteres de

résistance associée a I’hypertension essentielle, existent a ce jour.

Nous avons utilisé un modele d’hypertension induite par I’inhibition chronique
du monoxyde d’azote (NO) pour étudier les mécanismes impliqués dans le
développement du remodelage des arteres de résistance et du coeur. L hypertension
induite par le L-NAME est un modele imitant certaines caractéristiques pathologiques
associées a I’hypertension essentielle humaine. Par exemple, tout comme dans
I’hypertension essentielle, il induit une dysfonction endothéliale (mais de nature

légerement différente sans production d’O,’), méne au développement du remodelage
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eutrophique dans les arteres de résistance, produit un remodelage hypertrophique
dans les artéres de conductance, et, a long terme, cause le dommage des organes
cibles. Cette thése présente I’ensemble des travaux effectués durant ma formation au
doctorat, visant a comprendre les mécanismes menant au développement du
remodelage eutrophique des artéres de résistance et du cceur, dans un modele

d’hypertension induite par I’inhibition de la synthése du NO.

1.Implication de ERK 1/2 dans la vasoconstriction mésentérique menant a la

normalisation de la tension pariétale suivant I’inhibition de la NOS.

Dans I’hypertension essentielle, les artéres de gros calibres développent un
remodelage hypertrophique et les arteres de résistance développent un remodelage
eutrophique. L’absence d’hypertrophie des cellules musculaires lisses des arteres de
résistance serait la conséquence de la normalisation de leur tension pariétale causée
par une augmentation du tonus myogénique (vasoconstriction), en réponse a une
augmentation de pression. Ainsi en répondant au principe de Laplace, lors d’une
augmentation de pression, les artéres ayant la capacité de se contracter, normalisent
leur tension pariétale, inhibant la prolifération cellulaire. Les arteres n’ayant pas la
capacité de se contracter (comme les artéres de gros calibres ou les arteres ayant une

fonction myogénique altérée) doivent normaliser la tension pariétale en stimulant la

129 193

prolifération cellulaire’”. Au cours d’une étude précédente™™, nous avons démontré
que I’inhibition de la synthése du NO menait a une augmentation de la synthese

protéique (indice d’hypertrophie) seulement dans [’aorte (en mesurant les taux de
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leucine tritiée). Toutefois, I’expression de ERK 1/2 (MAPK impliquée dans la
prolifération cellulaire) étant augmentée dans |’aorte et dans les arteres
mésentériques, ces résultats suggéraient une implication de ERK 1/2 dans une
réponse divergeant de la prolifération cellulaire. A la lumigre de ces observations,
notre premier objectif était de mesurer la réponse vasoconstrictrice, in vivo par
microscopie intra vitale, dans deux types d’artere (fémorale vs mésentérique) durant
I’inhibition de la synthése de NO. De plus, nous voulions vérifier I’implication de

ERK 1/2 dans la réponse contractile.

2. Mécanismes impliqués dans le développement du remodelage eutrophique

dans les artéres de résistance

' ont démontré que les artdres mésentériques se

Nos travaux précédents
contractaient et normalisaient leur tension pariétale en réponse a ’augmentation de
pression induite par I’inhibition aigu€ de la synthése du NO. L’inhibition chronique
du NO menant au remodelage eutrophique des arteres mésentériques, nous avons
émis I’hypothése que la vasoconstriction serait I’étape initiale au développement du
remodelage eutrophique des arteéres de résistance en réponse a I’augmentation de la
pression artérielle. Ce concept allait de pair avec celle du groupe de Bakker, dont les
études avaient démontré que 1’augmentation du tonus myogénique et I’augmentation
de la pression des artéres de résistance mises en culture étaient nécessaires au

développement du remodelage eutrophique. D’autres études ont rapporté que la

polymérisation de I’actine (qui est un processus de réorganisation du cytosquelette
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cellulaire) représentait le mécanisme de contraction soutenue pour générer une force
de tension contrant la tension pariétale, et gardant le diamétre de I’artére réduit'>.
Notre objectif dans cette étude était donc de mesurer I’expression de protéines
impliquées dans la polymérisation de I’actine, au cours du développement du
remodelage eutrophique d’artere mésentérique suivant I’inhibition de syntheése du
NO. Nous visions ainsi a identifier un marqueur spécifique au remodelage
eutrophique, au méme titre que la synthése protéique est un marqueur de remodelage

hypertrophique.

3. Compréhension des mécanismes impliqués dans le remodelage concentrique

(eutrophique) dans le cceur suivant I’inhibition de la synthése du NO.

Dans I’hypertension essentielle, les remodelages cardiaques les plus observés
sont un remodelage concentrique, hypertrophique excentrique et hypertrophique
concentrique, le dernier étant grandement associé aux événements cardiovasculaires.
Or, dans le modéle d’hypertension induit au L-NAME, le type de remodelage
cardiaque observé est un remodelage concentrique, du moins lorsque le systeme
rénine-angiotensine n’est pas activé'’’. Or, il a été rapporté que la croissance
cellulaire était couplée dans le temps avec I’augmentation de la vascularisation, afin
d’approvisionner adéquatement les cellules en nutriments essentiels a leur
fonctionnement et a leur survie. L’ implication du NO dans la réponse angiogénique

ayant été largement démontrée, notre hypothése était qu’une diminution de la

production du NO, pourrait expliquer I’absence de remodelage hypertrophique, par
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I’incapacité des artéres coronaires a générer des nouveaux capillaires. Ainsi, les
objectifs de travail pour cette étude étaient de vérifier la contribution du NO
endogéne dans la néovascularisation issue d’artéres coronaires suivant I’inhibition
chronique du NO. En plus, nous voulions mesurer la structure et la densité des

capillaires cardiaques chez des rats hypertendus au L-NAME.
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6.1 ABSTRACT

As in essential hypertension, chronic NOS inhibition leads to hypertrophic
remodeling in large arteries and inward eutrophic remodeling in small arteries with
activation of extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 in both vessel types. We
tested the hypothesis that this remodeling heterogeneity could be related to distinct
vasoreactivity patterns in small and large arteries, with a vessel-specific function of
ERK 1/2 signaling. Using intravital microscopy we demonstrate that acute NOS
inhibition (L-NA injection, 100 mg/kg) produced vasoconstriction of small
mesenteric arteries. Consequently, the calculated in vivo wall stress was not
significantly modified, despite the local rise in pressure. This could explain the lack
of vascular protein synthesis elevation. Inhibition of ERK 1/2 activation with PD
98059 blunted mesenteric artery contractions. Femoral arteries did not contract and
were submitted to an enhanced wall stress and to hypertrophic remodeling in chronic
conditions. In conclusion, the heterogeneous vascular remodeling in the L-NAME
model appears to be related to a heterogeneous vasoconstriction response to acute
NOS inhibition. Indeed, in contrast to large arteries, L-NA-induced vasoconstriction
in small arteries normalized wall stress and prevented early signs of hypertrophy. Our
results also suggest that ERK 1/2 is a signaling element in NOS inhibition-induced

vasoconstriction of small arteries in vivo.

Key Words : vascular remodeling, NO, small artery contraction, ERK 1/2, wall
stress.
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6.2 INTRODUCTION

Chronic blockade of nitric oxide synthase (NOS) activity, withL-arginine
analogues such as NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), leads to
hypertension| 1, 2] and mimics a defective endothelium-dependent dilation found in
arteries of patients with essential hypertension|3, 4]. As in essential hypertension, L-
NAME-induced hypertension is associated with an increase in peripheral
resistance[5-7] and leads to a heterogeneous vascular remodeling along the arterial
tree. Indeed, large arteries remodel with increases in both media to lumen ratio (M/L)
and medial cross sectional area (CSA)[8, 9], while small arteries change their
structure (increase M/L) without alteration of media CSA[4, 10, 11]. Thus, small
artery remodeling in the L-NAME model and in essential hypertension is generally
considered as inward eutrophic remodeling[12, 13]. This type of remodeling is
believed to contribute to the increase of peripheral resistance since lumen diameter is
reduced. Indeed, according to Poiseuille’s Law, resistance varies inversely with the
fourth power of the blood vessel radius, so that a small decrease in the lumen
diameter markedly increases resistance, potentially leading to decreased organ

perfusion and end-organ damage[14-16].

Mechanisms leading to eutrophic remodeling in resistance arteries are still
poorly understood. Previous work has demonstrated that an elevation of arterial
pressure enhances the expression of genes implicated in cell proliferation in the wall
of large[17] and small[18] arteries. Both studies have also observed a contribution of

extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK 1/2) in signaling mechanisms
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leading to vascular hypertrophy[17, 19]. However, the group of Prewitt has also
observed that in response to pressure, contraction of isolated small mesenteric arteries
led to wall stress normalization[20]. Interestingly, the vasoconstriction blunted the
expression of early response genes involved in growth and proliferation. Thus, early
vasoconstriction could lead to eutrophic remodeling by preventing wall stress
elevation and the subsequent trophic response [13]. Accordingly, the transition from
vasoconstriction to the more stable eutrophic remodeling has been demonstrated in

cultured small arteries [21].

Recent work in our laboratory has shown that acute (five hours) endogenous
NOS inhibition leads to an augmentation of protein synthesis, an early marker of
hypertrophy, in large arteries but not in small arteries in vivo[22]. However, ERK 1/2
activity was increased in both types of arteries suggesting that ERK 1/2 could
contribute to other functions than proliferation in small arteries. Accordingly, the
contribution of ERK 1/2 to vascoconstriction of small arteries has already been
confirmed after angiotensin II (Ang II) stimulation in cells [23, 24| and in isolated
arteries[25]. However, its role in vivo and in NOS inhibition-induced remodeling

remains unresolved.

In this study, we aimed at demonstrating, in vivo, that early vasoconstriction
during NOS inhibition is heterogeneous along the vascular tree and that only small
resistance arteries normalize their wall stress by this mechanism. Our observation
would then lend support to the hypothesis that vasomotion is a determinant of long-
term remodeling. To do so, we documented in vivo vasoreactivity in mesenteric and

femoral arteries after acute NOS inhibition by intravital microscopy and compared
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these acute observations with arterial structural changes induced by chronic treatment
with L-NAME. In addition, the contribution of ERK1/2 in mesenteric contraction
after acute NOS inhibition was studied by phosphospecific immunoblotting and by

inhibition of its activation with PD 98059.
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6.3 METHODS

Male Wistar rats weighing between 250-275 g were purchased from Charles
River (St-Constant, Qc, Canada). All protocols were approved by the Animal Care

Committee of Université de Montréal.

Chronic study

Male Wistar rats (n=8) were treated with L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl
ester, Sigma Chemical CO) at a dose of 50 mg/kg/day during 4 weeks, dissolved in
their drinking water. Eight untreated rats served as control. After treatment and
under anesthesia, (sodium pentobarbital (50 mg/kg, i.p.)), a polyethylene catheter
(PE10 tubing welded with a PE 50 tubing) was inserted in left femoral artery
followed by a tracheotomy. After a laparatomy, a second polyethylene catheter was
inserted in a first order mesenteric artery located more distal than another first order
artery feeding the small artery selected for analysis. Mesenteric and femoral mean
arterial pressure were recorded through a pressure transducer. The right femoral
artery and the selected third order mesenteric artery were collected and prepared
under a dissection microscope in a cold Krebs’ solution of the following composition
(in mmol/L; control solution): NaCl 118.6, KCI 4.7, CaCi2 2.5, KH2PO4 1.2,
MgS04 1.2, NaHCO3 25.1, edetate calcium disodium 0.026, glucose 10.1. Arteries
were pulled and sutured on two glass cannulae positioned in a vessel chamber (Living
System Instrumentation) and superfused with calcium free control solution
maintained at 37°C and oxygenated (95% O, / 5% CO,). The vessel chamber was

positioned on a stage of an inverted microscope (Zeiss) and the amplified image was
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transmitted to a monitor and a video dimension analyzer (Living System
Instrumentation) as previously described [26]. Both arteries were equilibrated for 30
minutes in a calcium control solution with a constant perfusion pressure allowing for
the measurements of lumen diameter, external diameter and media thickness of the
small mesenteric artery. Mesenteric dimensions allowed the calculation of M/L ratio
and CSA. Due to the thickness of the femoral artery, its structure could not be
reliably measured in the system. Therefore, they were fixed with 4 %
paraformaldehyde PBS solution for 15 minutes in perfused and pressurized

conditions. Femoral structure parameters were obtained by digital morphometry on 5

pwm paraffin-embedded histological slices.

Thus, mesenteric CSA = ([1/4) ¢[(ED)*-(ID)*] while femoral CSA = External Area —

Internal Area

Acute study

In the first acute intravital study, one group of 8 rats served for intravital
femoral reactivity measurement and another group of 8 rats served for mesenteric
reactivity, each rat serving as its own control. For the femoral measurement, a
polyethylene catheter (PE10 tubing welded with a PE 50 tubing) was inserted in the
left femoral vein under anesthesia (sodium pentobarbital (50 mg/kg, IP)). This
procedure was followed by a tracheotomy and rats were laid on a temperature
controlled (37°C) surgery board. After careful isolation of the artery from the vein,
the external diameter of the right femoral artery was measured by video microscopy,
using a trinocular dissection microscope (Zeiss, Stemi2000) at a final magnification

of 50x. The quantification was done using a video dimension analyzer (Living
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systems instrumentation). Local femoral mean arterial pressure and external diameter
were recorded before and after an acute intravenous injection of L-nitro arginine (L-
NA, 100 mg/kg in 0.25 mL). The maximal response for both parameters is presented.
Preliminary experiments showed that a similar volume of physiological saline did not

increase arterial pressure.

Mesenteric reactivity was measured after laparatomy and exteriorization of the
mesenterium, which was superfused with a control Krebs solution oxygenated (95 %
0, /5 % CO,) and maintained at 37°C. The external diameter of a selected third order
artery was obtained by video microscopy (see above) and local mesenteric mean

arterial pressure was recorded as described in the chronic study section.

Since CSA does not change after acute treatments, arterial lumen diameters
were obtained by measuring the CSA for each artery as described in the chronic study
section. Femoral and mesenteric internal diameter, media thickness and wall stress

were obtained by using the following formulas:
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Lumen area = (External diameter/2)*mw — wall CSA

Lumen diameter = 2¢(lumen area/r)"?

Media thickness = (external diameter-lumen diameter)/2.

Wall stress (LaPlace Law) = pressure ® 1334 dyn/cm’’mmHg  lumen diameter /

media thickness.

In the second acute study, three additional groups of rats served to determine
the in vivo contribution of ERK 1/2 in mesenteric reactivity and to measure its
phosphorylation state. A group of rats (n=4) was used as controls and received an
injection of physiological saline solution (NaCl 0.9%). A second group received an
intravenous injection of L-NA (100 mg/kg in 0.25 mL) and a last group received an
i.p. administration of PD 98059 (3 mg/kg ), a selective inhibitor of ERK 1/2
activation, one hour before the L-NA injection. Local mean arterial pressure and the
external diameter were measured before and after the i.v. injection of L-NA , as

described above.

Western blotting of ERKs

ERK 1/2 phosphorylation was estimated by western blot, using a
phosphospecific antibody, as previously described[22, 23]. In the second acute study
described above, all arterial branches of the mesenterium, excluding the superior
mesenteric artery, were harvested and frozen at —80°C. Samples were pulverized in
dry ice and liquid nitrogen and homogenized using a polytron in ice cold -lysis buffer

(PBS 20 %, Igepal CA-630 1%, Na-deoxycholate 0,5 %, SDS 0.1 %, PMSF 0.25 %,
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aprotinine 0.1 %). After 30 minutes of incubation at 4 °C, the protein supernatant
was separated by centrifugation (4°C, 30 min, 14 000 g) and protein concentration

determined with a Micro BCA Protein Reagent Kit (Pierce).
Equal amounts of protein (20 1g) were loaded on a 10 % SDS polyacrylamide

gel (SDS-PAGE). Proteins were than transferred to a polyvynillidene difluoride
membrane (Fisher Scientific) and incubated overnight at 4°C with a phosphospecific
ERK 1/2 antibody (p44/p42 MAPK thr 202/tyr 204 E10 monoclonal antibody New
England Biolabs, final dilution 1:2000). The membrane was then washed and
incubated for 2 hours at room temperature with a second antibody (anti-rabbit IgG
(H&L) HRP-linked, Cell Signalling Technology). After the final wash, the
membrane was incubated 1 minute with ECL western blotting reagents (Amersham
Pharmacia Biotech), exposed on Hyperfilm ECL (Amersham) which was
subsequently developed. The film was scanned and optical density quantified using
NIH Image. The optical density of ERK 1 and 2 were generally closely related and
the values were added to provide a single value. Results were normalized to control

values on each gel to account for methodological variation.

Plasma renin activity measurements

Blood was obtained from control and L-NA-treated rats used in the second
acute study, 15 minutes after the injection of L-NA. Samples were collected in
eppendorffs containing EDTA (1 mg/mL), centrifuged during 15 min at 12000 g and

stored at -20°C. Plasma renin activity was measured by determining the generation of
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angiotensin I by a radioimmunoassay using '*I-labeled angiotensin [ as a tracer

(angiotensin I ['*I] radioimmunoasay kit, NEN Life Science Products, NEA104).

Protein synthesis measurements

Vascular protein synthesis during NOS inhibition was measured in a previous
study[22]. However, the dose of L-arginine analogs was smaller and there was no
significant elevation of arterial pressure. Additional control and L-NA treated rats
(n=4 per group) were used to confirm our previous findings, but with pressor doses of
L-NA. Rats received a first i.v. bolus of L-NA (50 mg/kg), one hour before the start of
a four-hour [*H] L-leucine infusion (12 xCi/hr). The injection of L-NA was repeated
2.5 hours after the first injection. Rats were then rapidly sacrificed, mesenteric
arteries collected and processed to determine the incorporation of radiolabeled
leucine, as previously described[22]. The final results are expressed as cpm/mg
protein. Pressure was measured throughout the experiment and the average of the

five-hour recording is reported.

Drugs and statistical analysis

All drugs were obtained from Sigma, except PD98059, which was purchased at
Calbiochem. A suspension of PD98059 was prepared using a 1% polymeric solution

(pluronic F68) and sonication, before the i.p. administration. Data are presented as

mean £SEM except for ERK 1/2 activity where data were expressed as mean percent
changes from control values ZSEM. Statistical analysis was performed by unpaired t-

test (chronic study and protein synthesis), paired t-test (acute study), ANOVA
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followed by Bonferroni’s correction for multiple comparisons (study with PD98059)

and one sample analysis (western blots). P<0.05 was considered significant.
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6.4 RESULTS

Vascular structure after chronic NOS inhibition

In the first series of experiments (Table 1), chronic L-NAME significantly
increased local femoral mean arterial pressure, as expected. Femoral medial thickness
increased significantly, and since the internal diameter did not change significantly,
both M/L and CSA were significantly elevated in the L-NAME-treated group. The
local pressure in the mesenteric artery was also elevated by L-NAME. In contrast to
the femoral artery, however, the elevation of M/L was not associated with changes in
CSA under L-NAME treatment, confirming a eutrophic type of inward remodeling

(Table 1).

In vivo reactivity of the femoral and the mesenteric arteries after acute
NOS inhibition

Acute administration of L-NA significantly increased local mean arterial
pressure in the femoral and mesenteric arteries, as compared to control values (Fig.
1A and 1D). The absence of femoral contraction after L-NA injection (Fig. 1B) led
to a local increase of wall stress, as compared to control values (Fig. 1C). In contrast,
the significant reduction in external and, more importantly, in lumen diameter of
mesenteric arteries confirmed that L-NA induced local vasoconstriction in these
arteries (Fig. 1E and table 2). This acute change of morphology prevented any
significant elevation of wall stress. In fact, wall stress tended to decrease under L-NA
administration (Fig. 1F), as compared to control values. As presented in the methods,
femoral and mesenteric wall stresses were calculated from structural parameters

shown in table 2.
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Since there was no femoral reactivity after acute NOS inhibition, the
contribution of ERK 1/2 to vascular contraction was only studied in mesenteric
arteries (Fig. 2). As previously observed, the acute administration of L-NA increased
systemic mean arterial pressure when compared to control values (Fig. 2A). Pre-
treatment of animals with an IP injection of PD 98059 one hour before L-NA
injection, did not modify baseline blood pressure, nor the pressor response to L-NA.
However, the L-NA-induced mesenteric constriction was totally prevented by PD

98059, as shown by the changes in the external diameter (Fig. 2B).

ERK 1/2 phosphorylation

Western blot analysis with a phosphospecific antibody showed a significant
increase of ERK 1/2 phosphorylation in mesenteric arteries harvested from rats
treated acutely with L-NA (Fig. 3). Pretreatment with PD 98059, in addition to
prevent contraction, abrogated the ERK 1/2 phosphorylation induced by L-NA. In
fact, the level of ERK 1/2 phosphorylation even decreased below control levels (Fig.

3).

Plasma renin activity measurements

To rule out any global effect of the circulating renin-angiotensin system on
mesenteric contraction during acute NOS inhibition, we measured plasma renin
activity in control and L-NA treated rats. Acute injection of L-NA (100 mg/kg) had

no significant effect on the plasma renin activity (9.3 = 1.0 ng/ml/hr as compared to

7.8 £ 0.9 ng/ml/hr in the control group).
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Protein synthesis

Basal protein synthesis was 217.7 + 42.9 cpm/mg protein in mesenteric arteries.

Injection of a pressor dose of L-NA (2x 50 mg/kg administered at 2.5 hour interval),

did not enhance mesenteric protein synthesis (234.8 £ 62.0 cpm/mg protein vs

control). On average over the five hours of recording, the pressure increased from

104 £3.9 to 134 £ 6.6 mmHg with L-NA.
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6.5 DISCUSSION

The use of intravital microscopy enabled us to measure in vivo reactivity of
femoral and mesenteric arteries during acute NOS inhibition, and the simultaneous
local pressure recording allowed us to directly evaluate local wall stress. We
observed that mesenteric contraction in response to acute NOS blockade normalized
wall stress, while no contraction was observed in femoral arteries, leading to a rise of
wall stress. These acute differences were translated into distinct remodeling patterns
in chronic conditions. In addition, we report that ERK 1/2 activation contributes to

mesenteric contraction, but not proliferation in vivo during acute NOS inhibition.

Chronic administration of L-NAME increased local femoral and mesenteric
mean arterial pressure, as expected from numerous studies using this drug to induce
hypertension. We have previously reported that the dose used inhibits approximately
50% of tissue NOS activity [27]. The M/L ratio of large and small arteries increased,
suggesting that chronic NOS inhibition caused remodeling. However, the type of
remodeling was heterogeneous along the vascular tree. Indeed, in femoral arteries the
increase of media thickness was mainly responsible for the elevation of M/L ratio,
while a reduction of lumen diameter contributed to the remodeling of mesenteric
arteries. Thus, large arteries adapted to the pressure elevation by an hypertrophic
process, while mesenteric arteries underwent inward eutrophic remodeling. These
results are in line with previous work from our group, showing that acute NOS
inhibition leads to an elevation of protein synthesis in large, but not in small

arteries[22]. Moreover, previous work showed eutrophic remodeling in resistance
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arteries after chronic NOS inhibition [10, 11] and hypertrophic remodeling in large
arteries [8], but never in the same animals. The distinction is important, considering
the discrepancy in the literature regarding cardiovascular hypertrophy in the L-NAME
model (see discussion in [26]). Interestingly, this heterogeneous remodeling also
seems to occur in essential hypertension |9, 13, 28], suggesting that the L-NAME
model and essential hypertension could share similar characteristics that are relevant

to the heterogeneous remodeling process.

The hallmark of essential hypertension is an enhanced peripheral vascular
resistance and L-NAME administration also elevates arterial pressure by favoring
vasoconstriction [7]. Thus, resistance artery vasoconstriction could represent a
common characteristic determining the remodeling process. Accordingly, the major
aim of this study was to characterize the early vasoreactivity changes in small and
large arteries during NOS inhibition, in an attempt to test the hypothesis that
vasoconstriction (and normalization of wall stress) prevents vascular growth in vivo.
This concept was elegantly studied in vitro by the group of Prewitt. They showed that
vasoconstriction prevents the expression of early genes involved in the trophic
process, by normalizing wall stress, while arteries not contracting show signs of
hypertrophy [20]. Our data lend support to the hypothesis. Indeed, vasoconstriction
was observed only in small resistance arteries in vivo after acute NOS inhibition, and
this effect normalized (or even reduced) wall stress. In contrast to what was observed
in large arteries [22], there was no elevation of protein synthesis in small arteries.
Furthermore, in chronic conditions, small mesenteric arteries did not develop

hypertrophy but eutrophic remodeling. In contrast, wall stress was acutely elevated in
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the femoral artery, as no vasomotion was observed, and a significant increase in CSA,
an index of hypertrophy/hyperplasia, was observed in chronic conditions. Thus,
although the direct relationship between acute wall stress and chronic hypertrophy
remains speculative, our observations suggest such a relationship in vivo. Further
studies are needed to better identify the mechanism linking early vasoconstriction to
inward eutrophic remodeling during endothelial dysfunction. The contribution of
extracellular matrix components and integrins [29, 30] are likely and currently under

investigation in our laboratory.

The MAP kinase ERK 1/2 is known to be part of an important cellular signaling
pathway leading to hypertrophy in VSMC and other cell types [31]. It was thus of
interest that ERK 1/2 phosphorylation was enhanced acutely by L-NA in small
arteries, but that these arteries do not develop hypertrophy. In agreement, we have
previously reported that five hours of NOS inhibition leads to ERK 1/2
phosphorylation both in large and small arteries, but protein synthesis was enhanced
only in the former in basal and Ang Il-stimulated conditions[22]. However, this
previous study was done with non-pressor doses of L-arginine analogs and since
elevated pressure was found to stimulate early index of hypertrophy in isolated
mesenteric arteries[18, 19], we have measured in vivo protein synthesis after acute
administration of pressor dose of L-NA. Our results confirm that protein synthesis is
not enhanced in small mesenteric arteries in this context of increased pressure. These
results have two implications: 1) the measurement of protein synthesis is a good early
index of the type of remodeling that will ensue (enhanced in hypertrophic

remodeling, but normal in eutrophic remodeling), and 2) the function of ERK 1/2 in
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small arteries may not be related to growth. Accordingly, other studies performed in
cultured cells from SHR[23] or human resistance arteries|24], or by using intact
pressurized rat mesenteric arteries[25], have reported a contribution of ERK 1/2 to
contraction after ANG II stimulation. In the present study, by using intravital
microscopy, we have demonstrated, for the first time in vivo, that ERK 1/2
contributes to small mesenteric contraction induced by NOS inhibition. Indeed, L-
NA-induced vasoconstriction was completely prevented by PD98059, at a dose that
we confirmed to inhibit local ERK 1/2 phosphorylation in vivo. The involvement of
ERK 1/2 in the vasoconstriction of arteries that will eventually undergo eutrophic
remodeling is of great interest, considering the growing body of evidence indicating
that specific members of MAPKSs, including ERKs, mediate ECM and integrin-
derived signaling events in vascular responses[32-34]. Indeed, the contribution of
factors involved in the interaction of VSMC with extracellular matrix components
represent an avenue to determine the transition of vasoconstriction to eutrophic

remodeling.

Although, PD 98059 abrogated ERK 1/2 phosphorylation and L-NA-induced
contraction in mesenteric arteries, as mentioned above, it did not affect arterial
pressure. We believe that these results could be related to the site of injection of
PD98059. Indeed, is it possible that because of its chemical properties[35], with
limited tissue diffusion, the action of PD 98059 could have been most prominent in
the mesenteric bed. Moreover, a study has demonstrated that the mesenteric bed
contributes only partially to total peripheral vascular resistance, and hence pressure

elevation, under NOS inhibition[36].
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The increased CSA observed after chronic NOS in the present study, suggests
that NO modulates vascular growth. Alternatively, the pressure increase produced by
small artery vasoconstriction could also influence growth of large arteries, as an
elevation of transmural pressure has been shown to induce growth of VSMC:s in large
arteries through ERK 1/2 phosphorylation[17]. However, we have previously
reported that acute treatment with a non pressor dose of three different L-arginine
analogs increased protein synthesis in large arteries[22], suggesting that NO has a
pressure-independent growth inhibitory effect. In the present study, the pressure-
dependence of the responses cannot be accounted for and it is likely that both factors,
pressure and NOS inhibition, contribute to the trophic response. One further
limitation of working in vivo is the presence of several modulatory mechanisms.
Thus, it is not possible to rule out the involvement of neurohumoral influences on
large arteries SMCs growth or proliferation during chronic NOS inhibition. Indeed,
NO has been shown to interact with several systems such as sympathetic nerve fibers,
the renin angiotensin system and endothelin-1{37-39], that could all contribute to the
trophic process. Furthermore, all these systems also stimulate the ERK 1/2 signaling
pathway[40-42]. However, considering that these trophic factors also cause
hypertrophy of small arteries[22, 26, 43], their activation would have to be localized
only to large arteries in the L-NAME model, since small arteries did not hypertrophy.
Alternatively, their activation in small arteries could contribute only to the initial
vasoconstriction, as it was previously suggested that the elevation of arterial pressure
after acute NOS inhibition depends mainly on endothelin [44, 45]. It was not the aim

of the present study to examine the intermediate effectors between NOS inhibition
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and the parameters studied, but to document the final effects in vivo. Nonetheless,
measurement of plasma renin activity confirms that the circulating renin-angiotensin

system is not implicated in NOS-induced vasoconstriction.

In conclusion, our results lend further support to the concept that wall stress is a
determinant of vascular hypertrophy. Indeed, normalization of this parameter in small
resistance arteries through vasoconstriction blunts protein synthesis and appears to
lead to eutrophic remodeling. In contrast, large arteries tend to normalize the elevated
wall stress by thickening their wall, since they are not acutely compensating by a
reduction of lumen diameter. Furthermore, while our previous report suggested that
ERK 1/2 contributed to large artery hypertrophy under NOS inhibition [22], our new
findings suggest that ERK 1/2 contributes to small artery vasoconstriction in vivo and
may represent an initial signaling event in the evolution of vasoconstriction to inward
eutrophic remodeling. These observations obtained from intravital microscopy could
explain, at least in part, the heterogeneous vascular remodeling observed during NOS

inhibition and, eventually, in essential hypertension.
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TABLES

TABLE 1 - Local mean arterial pressure (MAP) and morphological characteristics of
femoral and mesenteric arteries in control and rats chronically treated with L-NAME.

Femoral Artery Mesenteric Artery

Parameters Control L-NAME Control L-NAME
Local MAP, mmHg 103+ 3 163* £ 11 97 +4 150* + 16
Lumen diameter, um 336t 15 303+ 34 260+ 8 23717
External diameter, um 440 + 14 448 + 25 310 + 11 29118
Media thickness, pm 52+3 72* 6 25+ 1 27 1
M/L (%) 166+1.2 266"+49 9.7x04 11.5*+0.2
Media CSA, um? x 10° 63+4 83" +5 23+1.8 23+1.2

M/L: media thickness / lumen diameter ratio; CSA: cross-sectional area
*P<0.05 vs respective control values.
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TABLE 2 - Morphological characteristics of femoral and mesenteric arteries in

control and rats treated acutely with L-NA.

Femoral Artery Mesenteric Artery
Parameters Control L-NA Control L-NA
External CSA (um’x 10°) 116+ 8 1235 273 18* +2
Medial CSA (um’ x 10%) 103£13 103 +£8 12+1 12+1
Lumen Area (um?x 10°) 28.8%75 31.7+82 153+26 53*+20
Lumen diameter (Lm) 189 + 24 197 £ 28 137+ 13 94* + 12
Media thickness ((Lm) 106 £ 9 1049 2412 315

The external cross-sectional area (CSA) was calculated from in vivo external
diameter (Figures 1B and 1E), while the other morphological parameters were
deduced from in vitro measurements on the same arteries. These values were used to
calculate wall stress (Figures 1C and F). See “Materials and Methods” for
calculations.

P*<0.05 vs respective control values.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Maximal effect of acute NOS inhibition on local mean arterial pressure
(MAP), external diameter and wall stress (x 10° dyn/cm?) in rat femoral (A,B,C) and
mesenteric (D, E, F) arteries before and after drug administration (L-NA, 100 mg/kg).

*P<0.05 vs basal, paired t-test.

Fig. 2 Maximal effect of saline (hollow symbols), L-NA (100 mg/kg, filled symbols)
and L-NA plus PD 98059 (3 mg/kg, given one hour before, dotted circles @) on (A)
mean arterial pressure and (B) mesenteric external diameter.

*P<0.05 vs basal, ANOVA plus Bonferroni’s correction for multiple comparisons.

Fig. 3 (A) Representative western blot using a phosphospecific ERK 1/2 (p44-p42
MAP Kinase) antibody in rats treated with saline (Ctl), L-NA and L-NA plus PD
98059 (3 mg/kg, given one hour before). (B) Mean relative optical density of
phorphorylated ERK 1/2. Each bar represents the mean of 4 animals, performed on 3
separated experiments. Values were corrected by the control value (fixed at 100) on
each gel.

*P<0.05 vs 100, one sample analysis.
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7.1 ABSTRACT

As in essential hypertension, L-NAME-induced hypertension leads to eutrophic
remodeling (reduced lumen diameter without change in cross-sectional area) in small
resistance arteries. During this process, small resistance arteries could reorganize
their actin-based cytoskeleton by altering signaling involved in this cellular process.
Our objective was to identify a specific marker for eutrophic remodeling by
measuring the kinetic of expression of proteins implicated in actin polymerization,
such as Dial, p38 MAPK and p21-activated protein kinase (PAK1), during NOS
inhibition. Wistar rats were treated with L-NAME (50 mg/kg/day) during 1, 3, 6 and
24 hours, and 3, 7 and 14 days. Another group of rats received angiotensin II (as a
comparative model of hypertrophic remodeling) at a dose of 200 ng/kg/min for
similar durations. A third group of rats served as controls. Mesenteric arteries were
harvested and used for the measurement of their structure and of protein expression
by western immunoblotting. In the L-NAME group, Dial increased transiently to
become reduced after 3 days. The expression of p38 MAPK increased after 3 and 7
days of treatment, while that of PAK1 increased up to four folds throughout the
treatment interval. In the ANG Il-treated rats, p38 MAPK increased after 1 hour to
return to baseline values. Ang II did not modify Dial and PAK1 protein expression.
In conclusion, we observed a marked and sustained over expression of PAKI in
mesenteric arteries during chronic L-NAME-induced hypertension. Considering that
PAK1 is known to stabilize polymerized actin filaments, this process appears

significant during the development hypertension-induced eutrophic remodeling.
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7.2 INTRODUCTION

Small resistance arteries adapt to chronic elevation of arterial pressure by
increasing their media to lumen ratio (M/L), in order to normalize their wall stress'.
In essential hypertension, these arteries undergo a reduction of their lumen diameter
without alteration of cross-sectional area (CSA), a process known as inward eutrophic
remodeling® °. This remodeling is probably not without consequences. Indeed,
considering Poiseuille’s relation which dictates that the resistance varies inversely
with the fourth power of the blood vessel radius, eutrophic remodeling is likely to
contribute to the total peripheral resistance elevation seen in hypertension'. Moreover,
there is mounting evidence that eutrophic remodeling contributes to decrease organ
perfusion, thus contributing to hypertension-induced target organ damage* °.
Endothelial dysfunction is a another key vascular alteration of essential hypertension,
resulting mainly from an impairment of nitric oxide (NO) availability® .
Interestingly, chronic nitric-oxide synthase (NOS) inhibition with Ny-nitro-arginine-

methyl ester (L-NAME), leads to hypertension in rats®, characterized by increased

peripheral resistance’ and inward eutrophic remodeling of resistance arteries'™'".

Since small arteries contribute to the elevation of arterial pressure by reducing
their lumen (contraction leading to peripheral resistance), they simultaneously
normalize their wall stress, which is believed to eliminate the need for a hypertrophic
response to the pressure load'” *. Additional studies, including ours, have proposed
that sustained small artery vasoconstriction precedes inward eutrophic remodeling'*

15 However, there is a lack of understanding of how active vasoconstriction evolves
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into structural remodeling. Recent studies have demonstrated that smooth muscle
cells adapt to changes in their external environment by reorganizing their actin-based
cytoskeleton and by altering signaling pathways that regulate contractile protein
activation and function'®'”. Small GTPases, such as Rho and Rac have been reported

as molecular switches for actin cytoskeletal reorganization '*"°.

The hypothesis tested is that during eutrophic remodeling, vascular smooth
muscle cells reorganize their actin-based cytoskeleton by altering signaling
dynamically involved in actin remodeling. Since Rho and Rac also contribute to a
wide range of cellular responses (growth, migration), measuring the expression of
their downstream effectors known to be directly involved in actin polymerization
appeared more appropriate. Our objective was thus to determine the kinetic of mDial
(Rho pathway), p38 MAPK and p21-activated protein kinase (PAK1, Rac pathway)
expression, in an in vivo model of eutrophic remodeling (L-NAME rat model). A
comparative in vivo model known to induce hypertrophic remodeling in small

20,21

resistance arteries (ANG II administration **') was used in an effort to find signaling

events specific for eutrophic remodeling.

7.3 METHODS

Treatments

Male Wistar rats weighing between 250 and 275 g were purchased from
Charles River (St-Constant, Canada). All protocols were approved by the Animal

Care Committee of Université de Montréal. A group of rats were treated with L-
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NAME at a dose of 50 mg/kg/day and were sacrificed after 1, 3, 6 and 24hours, and
3,7 and 14 days. Drug treatments less than 24 h were made by intravenous infusion
and for longer times of treatment, L-NAME was added to the drinking water. A
second group of rats received ANG II at a dose of 200 ng/kg/minutes following the
same time course as L-NAME treated rats. ANG Il was administrated intravenously
for 1, 3 and 6 hour subgroups, and through osmotic pumps (Alzet, models 1002 and
1003D, Cupertino) for other time points. Finally, a third group of rats served as
controls. Twenty four hours before sacrifice, a polyethylene catheter (PE10 tubing
welded into a PE50 tubing) was inserted in the femoral artery under anesthesia with
sodium pentobarbital (50 mg/kg, i.p.). This allowed for measurements of arterial
pressure through a pressure transducer in awake and freely moving condition. Rats
were sacrificed by pentobarbital overdose (150 mg/kg) and a third order artery from
the mesenteric tree was used for measurement of arterial structure in rats treated for
14 days with L-NAME or Ang Il and in age-matched control rats (n=8/group). In our
experience, 14 days represent the minimal period to observe significant remodeling **.
Mesenteric artery structure was determined in a perfused vessel chamber (Living
System Instrumentation, Burlington, USA) at a constant perfusion pressure of 40
mmHg in fully relaxed conditions, as previously described *. This allowed for the
measurements of lumen diameter, external diameter and media thickness of small
mesenteric arteries, from which media to lumen ratio (M/L) and cross-sectional area

(CSA) were calculated. Mesenteric CSA was calculated as (w/4) x [(External

diameter)’-(internal diameter)].
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Western immunoblotting

All the arterial mesenterium, excluding the superior mesenteric artery, were
harvested and frozen at —-80C. Samples were pulverized in dry ice and liquid nitrogen
and homogenized using polytron in ice-cold lysis buffer (PBS 20%, Igepal CA-630
1%, Na-deoxycholate 0.5%, SDS 0.1%, PMSF 0.25% and aprotinine 0.1%). After 30
minutes of incubation at 4°C, the protein supernatant was separated by centrifugation
(4°C, 30 minutes, 14,000g) and protein concentration obtained with a Micro BCA
Protein Reagent Kit (Pierce). The kinetic expression of proteins implicated in
remodeling the actin-based cytoskeleton, such as mDial, p38 and PAK1 was
determined by western immunoblotting, using equal amount of protein (20 ug) loaded
on a 6 % SDS polyacrilamide gel for pl40mDia and PAK1 and on a 10 % SDS
polyacrilamide gel for p38. Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
overnight at 4°C. Membranes were then incubated with specific mDial (final dilution
1 :500, BD Transduction Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) p38 and PAKI
(both from at a final dilution of 1:100 and from Cell Signaling Technology,
Pickering, Ontario, Canada) antibodies overnight at 4°C. Membranes were washed
and incubated for 90 minutes at room temperature with a secondary antibody (p38
and PAKI1 : anti-rabbit IgG, H&L, HRP-linked; mDial : anti-mouse IgG, H&L,
HRP-linked, Cell Signaling Technology). After the final wash, membranes were
incubated 5 minutes with a chemiluminescent substrate (ChemiGlow, Alpha
Innotech, San Leandro, CA, USA). Results where normalized to control values on

each gel to account for methodological variation.
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Drugs and Statistical analysis
L-NAME and Ang II were obtained from Sigma (Oakville, Ontario, Canada).

Data are presented as mean + SEM. Protein expression from western immunoblotting

was expressed as the percent change from control values obtained on the same gel.
Statistical analysis was performed by ANOVA followed by Bonferroni’s correction
for multiple comparisons (hemodynamic and mesenteric artery structure) and by One-
sample analysis for Western blots (comparing to the reference value of 100%). A P

value less than 0.05 was considered significant.

7.4 RESULTS

Haemodynamic and resistance arteries structure

Inhibition of eNOS with L-NAME increased significantly the mean arterial
pressure already from 1 hr until 14 days of treatment (Fig. 1A). In contrast, mean

arterial pressure remained similar to control values in ANG Il-treated rats.

After 14 days of L-NAME and ANG II treatment, internal and external
diameters were modified. In the L-NAME group, internal diameter was reduced

(from 244 .4 + 8.1 um in controls to 236.9 + 5.5 um, p < 0.05), while the external

diameter was unaltered (284.3 + 8.3 and 283.2 + 6.6 wm, respectively). In Ang II-

treated rats, both internal (299.3 £ 19.2 um) and external (361.3 + 16.9 ym) diameters
increased (p>0.05). Thus, M/L ratio was increased in both groups (Fig. 1B), but CSA

was only enhanced in the ANG II group (Fig. 1C).
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Kinetic of protein expression

The expression of mDial increased rapidly after 1 hour of L-NAME
administration but decreased significantly at 3days and remained below control
values thereafter (n.s.) (Fig. 2A). In contrast, ANG II had no significant effect on
mDial expression in mesenteric arteries (Fig. 2A). The mesenteric artery expression
of p38 MAPK increased slowly at 3 and 7 days to return to baseline levels at 14 days
of L-NAME treatment (Fig. 2B). In contrast, Ang Il induced only a transient
elevation of p38 MAPK at 1 hr (Fig. 2B). In L-NAME treated rats, PAK1 expression
was increased significantly throughout the time course, except for the 6 hr and 14
days time points where the elevation did not reach statistical significance (Fig. 2C).
Mesenteric artery PAK1 expression in the ANG Il group was not different from
controls (Fig. 2C). To further confirm that PAK1 was limited to eutrophic
remodeling, its Kinetic of expression was measured in the aorta of the same L-NAME
treated rats. As shown in figure 3A, PAK1 expression in the aorta did not differ from

control values.

Since mDial and PAK1 are effectors of the Rho and the Rac pathways,
respectively, and that these pathways appear to have antagonistic effects (see
discussion), we are proposing that the PAK1/mDial ratio could represent an index of
the dominant pathway in terms of actin polymerization. Figure 3B illustrates that in
small mesenteric arteries undergoing eutrophic remodeling, the Rac pathway

predominates, reaching significance after the first day of the remodeling process.
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7.5 DISCUSSION

Nitric oxide synthase inhibition led to a predictable elevation of mean arterial
pressure from 1 hour to 14 days of treatment. Moreover, the structural measurement
of mesenteric arteries after 14 days of L-NAME treatment, showing an increase of the
M/L ratio without elevation of the CSA, confirmed the type of remodeling expected

in this model'® "

, which is comparable to small artery remodeling found in patients
with essential hypertension®. Previous studies have shown that Ang II induces
hypertrophy of small arteries partially by a pressure-independent mechanism?***. For
that reason, the Ang Il model was selected to compare the kinetic of expression of
candidate proteins with that of the L-NAME model. The dose of Ang II selected was
previously reported to produce an elevation of arterial pressure of approximately 30
mmHg ** %*. However, our results did not show any significant elevation of blood
pressure for reasons that we are unable to explain. Nonetheless, the expected increase
in small artery M/L ratio and CSA characterizing hypertrophic remodeling was

observed, lending strong support to the proposed pressure-independent trophic effect

of Ang II.

Our general hypothesis is that an initial vasoconstriction of small arteries,
which contributes to the elevation of arterial pressure, evolves into eutrophic
remodeling. We explored the involvement of VSMC actin-based cytoskeleton
reorganization as a link between vasoconstriction and remodeling. Current evidence
suggests that dynamic remodeling of the actin cytoskeleton may provide an important
mechanism for mechanical adaptation in smooth muscle cells". It has been well

documented that the Rho pathway is implicated in sustained smooth muscle cell
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contraction by a mechanism underlying Ca*-sensitization through the inhibition of
myosin phosphatase activity, in addition of its action on myosin light chain
phosphorylation®. More recently, it has been reported that Rho leads to contraction
by a mechanism implicating actin polymerization through its downstream effector
mDial (mammalian homolog of Drosophilia diaphanous)*. Indeed, Watanabe et al.
have reported that mDial could provide a direct molecular link between Rho and
profilin, which have been characterized separately as regulators of the actin
cytoskeleton®”’. Actin polymerization by mDial seems an important contraction
mechanism when external stimuli or contraction-generated force is applied on cells®.
In the present study, we have shown a marked over expression of mDial after 1 hour
of L-NAME in mesenteric arteries, while in ANG II treated rats, mDial expression
was unchanged at all times. These findings are in agreement with our hypothesis
suggesting that an initial vasoconstriction evolves into eutrophic remodeling. Indeed,
the early overexpression of mDial in L-NAME treated rats suggests a contribution of
the Rho pathway in the very early phase by fostering acute actin polymerization.
Since a significant reduction of mDial was observed after 3 days of treatment with L-
NAME, we can speculate that other mechanisms are resbonsible for the consolidation

of the remodeling process.

It has been suggested that the downstream effectors of Rac, such as p38 MAPK,
are activated in response to mechanical stress in vitro, leading to sustained
contraction of VSMC?¥. Indeed, it has been previously reported that p38 MAPK,
together with heat shock protein 27 (HSP 27), was implicated in the maintenance of

the contractile response and actin polymerization®*'. Moreover, another recent study
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has demonstrated a specific involvement of the p38 MAPK pathway in the
mechanotransduction of wall tension in pressurized skeletal arterioles®. Taking
theses considerations into account, the late overexpression of p38 MAPK observed in
our study (days 3 and 7) suggests that it could be implicated in the transition from

vasoconstriction to eutrophic remodeling.

Evidence is mounting that PAK1 has an important role in the regulation of the
actin cytoskeleton dynamics® *. It has been identified as a direct effector of Rac and
a potential upstream activator of p38 MAPK. The contribution of PAK1 on actin-
based cytoskeleton remodeling seems to be antagonistic to Rho-dependant MLC
phosphorylation via inhibition of the MLCK or by direct phosphorylation of myosin
I1 heavy chain®*?. Another target of PAK for its regulation of actin dynamics is LIM
Kinase (LIMK). When activated by PAK, LIMK inactivates cofilin and thus
promotes stabilization of actin filaments **. Our experiments have revealed, for the
first time, a marked and sustained over expression of PAK1 in mesenteric arteries
during L-NAME treatment. Considering the in vivo nature of our experiments, where
modulations are often subtle, the magnitude of the increase suggest a prominent role
of PAK1 in the remodeling process. Interestingly, PAK1 expression was not elevated
by Ang II, which produced hypertrophic remodeling of resistance arteries. Moreover,
we have measured the kinetic of PAK1 expression in the aorta of L-NAME treated
rats to confirm that its over expression in mesenteric arteries was not explained by
NOS blockade or pressure elevation. We have previously reported that there is
heterogeneous vascular remodeling in L-NAME-induced hypertension according to

the artery type, as in essential hypertension'> ** *’. Indeed there is hypertrophic
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remodeling of large arteries, but eutrophic remodeling of small arteries following L-
NAME treatment. Thus, PAK1 appears to be specifically up regulated in small
mesenteric arteries undergoing eutrophic remodeling, where it could promote actin

filament stabilization.

As mentioned above, Rho and Rac pathways are increasingly suggested to be
antagonistic. Looking at some of their downstream effectors, our results support that
such a functional interaction occurs in vivo. The early overexpression of mDial is
probably implicated in the actin polymerization process to ensure the translation of
the global vasoconstriction force to the cell, so that wall tension is normalized. PAK 1
could then be over expressed to stabilize the polymerized actin, preventing it from
depolymerization. Simultaneously, p38 MAPK could take over the actin
polymerization process, maybe through PAK1 signaling. If we accept that mDial is a
direct effector of Rho involved in actin polymerization and that PAK1 is a direct
effector of Rac involved in stabilization of polymerization, the ratio between PAK1
and mDial expression could provide a visual representation of the dynamics of actin
polymerization. A ratio below one would suggest active actin polymerization, while a
ratio over one represents stabilization. From figure 3B, one can clearly see that during
the remodeling process, actin stabilization seems to predominate. In addition, this

process appears to be engaged early on, although it became significant at day 3.

In the ANG IlI-induced hypertrophic remodeling model, few of the signaling
elements that were measured in this study were modified. In the past, we have
demonstrated early ERK 1/2 activation and the involvement of a rapamycin-sensitive

pathway in the trophic response®. The early activation of the p38 MAPK pathway by
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Ang 11 has been previously reported and related to the generation of local reactive

oxygen species *.

Perspectives

The difficulty to dissociate the local vascular effects from the hemodynamic
conditions represents a limitation of in vivo studies. However, in the present study
both cannot and should not be dissociated, and working in vivo becomes a distinct
advantage. Indeed, according to our hypothesis, eutrophic remodeling will only occur
if the arteries first constrict, which will inevitably elevate pressure. Accordingly, in a
previous study using the same L-NAME model, we have shown that if arterial
pressure is prevented from increasing by vasodilators, the remodeling process is
completely blunted"'. Since the majority of studies measuring cell signaling of actin-
based cytoskeleton reorganization have been made in vitro, our study offers the
advantage of studying the expression of target proteins with time during the whole
remodeling process. Thus, the kinetic of protein expression presented here, together
with a previous paper reporting the time-course of remodeling development®, could
be valuable to others wishing to study the transition form vasoconstriction to overt
remodeling. Indeed, studies of eutrophic remodeling in vivo have traditionally been
limited to long-term studies, since there were no surrogate markers of the process.
Although our finding of PAK1 overexpression needs to be substantiated in other
models, and its involvement confirmed by some kind of pharmacological
intervention, we believe that it could serve as an early marker, thus allowing shorter
studies to be performed with pharmacological agents difficult to administer in vivo

for prolonged periods due to toxicity or cost.
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Conclusion

By comparing a model of small artery eutrophic remodeling to conditions of
small and large artery hypertrophic remodeling in vivo, our study allowed the
identification of a signaling element, PAK1, that is specific for eutrophic remodeling.
Indeed, this downstream effector of the small GTPase Rac involved in the
stabilization of polymerized actin filaments was markedly up regulated during the
remodeling process, along with p38 MAPK also stimulated by the Rac pathway Thus,
according to the known effects of PAK1, actin filament stabilization appears to be an

intermediate step between acute vasoconstriction and chronic remodeling.
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Figure legends

Figure 1. A) Mean blood pressure (MBP, mmHg) evolution during L-NAME (50
mg/kg/day, closed circles) and angiotensin II (200 pg/kg/minute, closed triangles)

administration. Open circles represent control rats. B) Media to lumen ratio (M/L)

and C) Cross-sectional area (CSA, x10°um?) of small mesenteric arteries measured

after 14 days of L-NAME and angiotensin II treatments. ¥*P<0.05 versus control,

ANOVA with Bonferroni’s correction for multiple comparisons.

Figure 2. Kinetic of expression of A) mDial, B) p38 MAPK and C) PAK1 during L-
NAME (closed circles) and Angiotenin II treatments (closed triangles) in mesenteric
arteries. Results are expressed as the relative optical density compared to the control
value, which was normalized at 100% (line). Each time point represents the mean of

4 animals. *P<0.05 versus 100, One-sample analysis.

Figure 3. A) Kinetic of PAK1 expression during L-NAME treatment in the aorta.

Each point represents the mean of 4 animals. *P<0.05 versus 100, One-sample

analysis. B) Ratio of relative PAK1/mDial expression in L-NAME-treated rats.

*P<0.05 versus 1, One-sample analysis.
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8.1 ABSTRACT

L-NAME-induce hypertension has been shown to produce concentric
(eutrophic) remodeling of the heart despite an enhanced afterload. We postulated that
nitric oxide synthase inhibition could limit coronary capillary growth to explain the
nature of remodeling. To test our hypothesis, we aimed at determining the effect of
endogenous and exogenous nitric oxide on coronary neovascularization. Aortic and
coronary rings from normotensive animals were incubated in a three-dimensional
type [ collagen matrix in the presence of L-NAME or the nitric oxide donor SNAP.
L-NAME inhibited, while SNAP stimulated neovascularization from aortic and
coronary rings after 12 days of in vitro incubation. In arterial rings harvested from
rats treated with L-NAME for 14 days and in which no further in vitro treatment was
added, only coronary rings showed a reduction in new capillary generation. While
confirming that chronic L-NAME treated rats develop concentric remodeling, the
evaluation of capillary density did not reveal any difference as compared to the
controls in 3 areas of the myocardium. In conclusion, chronic inhibition of nitric
oxide synthesis in vivo produces a long lasting reduction in the capacity of coronary
arteries to generate new capillaries in vitro. Thus, our results lend support to the
hypothesis that an inhibition of new capillary formation could prevent the
development of compensatory ventricular hypertrophy, in favor of concentric

remodeling.
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8.2 INTRODUCTION

In patients with essential hypertension, concentric remodeling is the most
common change of cardiac morphology. It is characterized by a normal left
ventricular mass, but an increased thickness of the ventricular wall[1]. Concentric
remodeling decreases the risk of mortality, as compared to eccentric or concentric
hypertrophic remodeling|2]. Mechanisms determining the type of remodeling that
patients with essential hypertension will develop are still poorly understood. Chronic

inhibition of nitric oxide synthase (NOS) activity with N“-nitro-L-arginine-methyl

ester (L-NAME), leads to hypertension|3, 4]. Recent studies have shown that such a
treatment, similarly to essential hypertension, induces concentric eutrophic
remodeling of the heart|5, 6]. Moreover, these studies have reported that this
adaptation of the left ventricle to the chronic pressure overload normalizes cardiac
systolic stress. Furthermore, concentric remodeling decreases passive myocardial
stiffness, allowing greater muscle strain for a given diastolic stress of preload|5] and

an enhanced left ventricular (LV) contractile reserve in response to calcium[6].

Angiogenesis, defined as new blood vessel growth from existing vessels, has
been observed in chronic pathological ischemia, wound healing, tumor growth and
metastases[7]. Furthermore, it has been observed that angiogenesis and compensatory
muscle hypertrophy are temporally coupled, suggesting that muscular hypertrophy
requires angiogenesis[8]. Several in vitro and in vivo studies have demonstrated a
direct involvement of NO in angiogenesis[9-12]. We hypothesized that endothelial

dysfunction (reduction in NO release / availability) in hypertension could affect the
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compensatory ventricular hypertrophy expected with an enhanced afterload, by
limiting coronary capillary growth. To lend support to this hypothesis, we aimed at
determining the effect of NO on coronary neovascularization measured in three-
dimensional type I collagen cultures following in vitro and in vivo L-NAME
treatments, using the aorta as a comparative artery. The effect of chronic L-NAME on
myocardial structure and capillary density was also assessed to support the

hypothesis.

8.3 METHODS

Treatments

Male Wistar rats weighing between 250-275g were purchased from Iffa-Credo
(L’ Arbresle, France) for the in vitro neovascularization experiments, which were
divided in in vitro and in vivo experiments. In the former, culture medium (see
below) was either used alone (control group, n=9) or supplemented with L-NAME (1
mmol/L, n=8), the NO donor S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, 0.1 mmol/L,
n=7), or both (n=6). In the in vivo study of neovascularization, rats were treated with
L-NAME at a dose of 50 mg/kg/day (dissolved in drinking water) during 14 days
(n=4 rats, two rings from each rat were averaged and a n of 4 was used in statistical
analysis). Untreated rats served as controls (n=4 in replicate). Additional control and
in vivo L-NAME-treated rats from Charles River (St-Constant, Qc, Canada) were
used for the cardiac structure and capillary density evaluation (n=7/group). The local

animal care committees approved all protocols.



165

Neovascularization

Neovascularization was measured as described previously|13]. Briefly, the
abdominal aorta and the heart were removed from untreated (in vitro and control
animals for in vivo experiments) or L-NAME treated (in vivo experiments) rats under
a binocular dissection microscope. One millimeter thick aortic and coronary rings
from the septum were prepared in a sterile Hank’s balance salt solution (HBSS) and

embedded in a three-dimensional gel of type I collagen on a 24-well plate at 37°C.

Type I collagen was obtained from rat-tail tendon as described by Elsdale and
Bard[14]. Gels of collagen were prepared according to Montesano et al.[15] by

quickly mixing at 4°C, 1:2 rat-tail collagen solution (3 mg/ml) 1:2.5 DMEM, 1:17
sodium bicarbonate (0.1 N). Gelation was allowed to take place at 37°C for 30

minutes by coating each well with 0.5 ml of the collagen solution. After gelation,
Dolbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) solution supplemented with 1-
glutamine, endothelial cell growth supplement (ECGS, 15 mg/mL), 10 % fetal calf
serum, epidermal growth fac_tor (EGF, 10 ng/mL) and insulin (5 pg/mL), was added

to the wells. Embedded artery rings were then incubated for 12 days at 37°C. All

cultures were observed every second day with an inverted microscope equipped with
a 35 mm camera. Final quantification of new tube growth and ramification was
performed on images captured after twelve days of culture. The number of tubes
emerging from the artery and the number of ramifications from each of these new
capillaries were added to obtain a final score. The data are expressed as a percentage

of growth relative to the control wells on each plate, to reduce the influence of plate
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to plate variability. In the in vivo study, however, absolutes values are given since

fewer plates were required.

Cardiac morphometry and capillary density measurement

After treatment, rats were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg,
i.p.) and instrumented using a polyethylene catheter (P10 tubing welded with a PE 50
tubing) in the right femoral artery. Mean arterial pressure was recorded 24 hours
later in the awake and freely moving rats through a pressure transducer. Rats were
sacrificed and hearts were removed, transferred in cold Krebs solution and weighed.
Slices from the base of the heart were fixed with 4% paraformaldehyde PBS solution
for 24 hours. This method yields similar structural observations as using KCl to stop
the heart in diastole [16].Structural parameters of the left ventricle (cavity diameter,
external diameter, wall thickness, and CSA) were obtained by digital morphometry

on 4 um paraffin-embedded histological slices. Wall/lumen ratio and wall stress (in

dynes/cm’ = pressure ® lumen diamter ¢ 1334/wall thickness) were calculated from

the morphometric values.

Capillary density was obtained from serial sections of the basal part of the left
ventricle. The tissue sections were first heated and dewaxed with ethanol and then
blocked with saponine-EGTA solution for 15 minutes at room temperature. Tissue
sections were rinsed with PBS and incubated with lectin TRITC labeled from

Bandeirarea simplicifolia (5)g/ml) for 1 hour at 37°C. After 4 washes with PBS,

sections were mounted with Vectashield. Slides were kept in the dark at 4°C until

microscopic analysis. Capillary density was determined in sections labeled with lectin
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and was based on quantification of positively labeled structure with <8 um lumen

size and with 1 nucleus (endothelial cell) per mm?. Only sections oriented
perpendicular to the capillaries were counted. Vessel density was evaluated by a
blinded investigator throughout the subendocardium, midmyocardium and
subepicardium of the circumference of the left ventricle, in two different areas for
each ventricular layer (the duplicates were averaged). Capillaries were counted

(400X) by use of fluorescent microscopy.

Drugs and statistics
L-NAME, SNAP, ECGs, EGF, IGF were obtained from Sigma. HBSS,

DMEM, HAM F12, FVS, penicillin, fungizone were obtained from GibcoBRL-Life

Technologies. Data are presented as mean £ SEM. Statistical analysis was performed

by one sample analysis when controls were normalized to 100 (Fig. 1), or by unpaired

t-test,. P<0.05 was considered significant.
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8.4 RESULTS

Neovascularization

In the in vitro study of neovascularization, the presence of L-NAME (ImM) in
the culture medium significantly decreased the relative (control = 100%)

neovascularization from normotensive aortic and coronary rings by 35.5 £ 9.9%, and

579 *+ 6.7%, respectively (p<0.05) (Fig. 1). When compared between arteries, the

effect had a tendency to be of greater magnitude in coronary arteries (p=0.08). The

addition of SNAP (0.1 mM) in the culture medium significantly increased growth of

new vessels from both artery rings (27.3 £ 9.2% in aortic rings; 85.6 £ 28.1 % in

coronary rings, p<0.05). Again, coronary arteries had a tendency to be more sensitive

(p=0.07). Simultaneous incubation with L-NAME and SNAP abrogated the effect of

either drug used alone.

In the in vivo study, treatment with L-NAME (50 mg/kg/day during 14 days)
significantly increased mean arterial pressure, as expected (Fig. 2). Angiogenesis
from aortic rings was not altered in chronic L-NAME treated rats as compared to
controls (Fig. 2 and 3). In contrast, however, chronic NOS inhibition led to an
impaired neovascularization from coronary rings as compared to control values (Fig.
2 and 3). It must be reemphasized that modulators of NO were not added acutely in

the culture medium in these experiments.
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Ventricular structure and capillary density

In this study, chronic in vivo administration of L-NAME also significantly
increased mean arterial pressure (Table 1). Body weight, heart weight and heart
weight/body weight ratio (HW/BW) of L-NAME hypertensive rats was similar to that
of untreated rats (Table 1). Detailed morphological analysis demonstrated that
chronic NOS inhibition induced a change in left ventricular (LV) geometry, as
compared to control animals. Specifically, a decreased LV cavity chamber size and
an increased relative wall thickness were observed, leading to an increased wall to
lumen ratio (W/L, Table 1). Furthermore, LV cross-sectional area (CSA) was similar
in L-NAME treated and in control rats, confirming the lack of hypertrophy suggested
by the normal HW/BW. Altogether, these data suggest that chronic NOS inhibition
led to concentric cardiac remodeling. Calculation of ventricular wall stress revealed
that the increase in pressure was overcompensated by cardiac remodeling in L-

NAME-treated rats (Table 1).

Capillary density analysis showed no significant differences between L-NAME
treated and untreated rats in all three myocardial areas, although there was a tendency
for lower capillary density in the subendomyocardium L-NAME treated rats.

Estimated total capillaries in a cross-section didi not differ between the groups.

8.5 DISCUSSION

According to several in vitro and vivo studies, NO is directly involved in
angiogenesis[9-12]. Compounds of different chemical nature which mimic the effect
of NO, like NO donors such as SNP, promote endothelial cell proliferation and

migration in vivo and in vitro, while inhibitors of NOS suppress these responses|17].
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Our results of acute neovascularization are consistent with the concept that
endogenous NO is involved in the process. Indeed, aortic and coronary angiogenesis
was decreased with the addition of L-NAME in the culture medium. Furthermore,
supplementation of the culture medium with a NO donor, SNAP, increased
neovascularization. When both drugs were used in combination, a net effect could not
be observed, suggesting that endogenous NO (inhibited by L-NAME) and exogenous
NO have additive effects. In other words, endogenous NO continues to influence
neovascularization even in the presence of an NO donor. Interestingly, the magnitude
of the response in coronary arteries (to NOS inhibition or exogenous NO), tended to
be superior to that of the aorta, suggesting that coronary arteries could be more
sensitive or responsive to angiogenesis modulation by NO. In that respect, the dose of
L-NAME used in this study (1 mM) was similar[18, 19] or even less[20] as compare
to other in vitro studies measuring the contribution of NO in the angiogenesis

process.

The major new finding of this study was that chronic in vivo NOS inhibition
led to a persistent reduction of the coronary angiogenic capacity. In contrast, the
ability of aortic rings to generate new tubes was not modified by treating rats
chronically with L-NAME. This difference could be explained by the lower
sensitivity or responsiveness of the aorta to NO, as suggested by our in vitro
experiments. We have also observed that coronary arteries precontracted with
phenylephrine also relax significantly more than aortic rings to sodium nitroprusside
(79.4 vs 37.8%), suggesting that their general responsiveness to NO is enhanced (data

not shown). Our results would therefore implicate that different types of arteries



171

(conductance vs. more muscular) could respond differently to angiogenic stimuli or

inhibitors, including endothelial dysfunction.

The evaluation of cardiac morphology revealed that the LV underwent
concentric remodeling. Indeed, chronic treatment with L-NAME led to a decreased
LV chamber size, and to increases in wall thickness and in wall to lumen cavity ratio.
Both HW/BW and CSA of the LV supported an absence of cardiac hypertrophy after
chronic NOS inhibition. Our results are in line with previous work reporting that L-
NAME-induced hypertension was associated with a distinct pattern of LV
remodeling, characterized by a decrease in LV chamber size relative to wall thickness
in the absence of an increase in LV mass[5, 6]. We found wall stress on the left
ventricle to be reduced in L-NAME-treated rats as compared to controls, suggesting
that the change in geometry overcompensated the blood pressure increase.
Accordingly, functional evaluation of the heart did not reveal any differences
between control and L-NAME-treated rats[5, 6]. In contrast to the concentric
remodeling observed in this and other studies, other groups have reported cardiac
hypertrophy in hypertensive rats subjected to chronic NOS inhibition|21-23]. In that
respect, Arnal et al. found significant myocardial hypertrophy only in six out of
twenty five rats with L-NAME-induced hypertension[24]. Interestingly, only these
six rats showed elevated plasma renin activity (PRA). Thus, as previously discussed
elsewhere|25], the renin angiotensin system appears important to mediate
cardiovascular hypertrophy in this experimental model. We found no increased PRA
after 14 days of treatment with L-NAME at a dose of 50 mg/kg/day (data not shown).

Alternatively, it has been postulated that the development of cardiac hypertrophy
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could depend on the dosage of L-NAME and the duration of treatment[21]. However,
our results are similar to those obtained in rats treated with 50 mg/kg/day for 6
weeks[6] and 100 mg/kg/day for 8 weeks|5]. It is still unclear as to what triggers the
activation of the RAS in the L-NAME model, but renal injury appears to be a likely
candidate. Nonetheless, our results suggest that the L-NAME model can reproduce
the concentric cardiac remodeling observed in essential hypertension when the RAS

is not activated.

Blood vessel recruitment is an important feature of normal tissue growth. It has
been observed that compensatory muscle hypertrophy and angiogenesis are
temporally coupled|8]. Numerous evidences have also showed a positive correlation
between coronary vascular growth (and/or capillary growth) and cardiac hypertrophy,
depending upon specific factors associated with either species or models of cardiac
hypertrophy[26]. During development of pressure overload hypertrophy, structural
remodeling and angiogenesis occur. Studies manipulating coronary microvascular
growth during the development of LVH suggest that angiogenesis is an important
factor in maintaining coronary capillary density[26-29]. Indeed, as cardiac
hypertrophy develops, the flow through any given capillary needs to increase in
proportion to the magnitude of the enhanced metabolic demand[26]. It is thus
interesting that Kubis et al. observed left ventricular hypertrophy and normal
capillary density (suggesting proportional capillary growth), in hypertensive mice
lacking the eNOS gene[30]. Although these results suggest that NO does not
modulate capillary growth and associated hypertrophy, they have not determined the

possible contribution of compensatory mechanisms in the angiogenic process, nor the
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possible contribution of the RAS system in their model. In contrast to the results
obtained in eNOS knockout mice, there was no increase in ventricular mass in L-
NAME-treated rats (see above). Since capillary density was similar to controls, this
suggests that the net amount of capillaries was not modified. Considering that chronic
NOS inhibition reduced the capacity of coronary arteries to generate new vessels in
vitro, it is tempting to speculate that reduced capacity to stimulate proportional
capillary angiogenesis in vivo could impede on the development of compensatory
ventricular hypertrophy. To support our hypothesis, a study specifically designed to
address the capillary / tissue growth relationship, reported that mice in which NOS
was pharmacologically inhibited or mice lacking eNOS had a marked reduction in
compensatory lung growth[31]. Furthermore, two studies have reported that chronic
NOS inhibition prevents the development of ventricular hypertrophy induced by

DOCA-salt treatment [32] or by a carotid arterio-venous shunt [33].

Our study has limitations, including a very superficial evaluation of the
mechanisms explaining the difference in responsiveness to NO between the aorta and
coronary arteries. The amount of coronary arteries collectable to measure biochemical
parameters, such as cGMP, guanylate cyclase of even NOS, is insufficient. In
addition, it is difficult to extrapolate results obtained in vitro to the in vivo situation.
Thus, our study lends support, but does not prove that lack of ventricular hypertrophy
is directly linked to inhibition of neovascularization. The method used to harvest and
fix the heart did not use KCI to clearly stop the heart in diastole. Nonetheless, we
have evidence that the dimensions obtained are in accodance with this technique.

Finally, some rats were treated in France, while others came from Canada. The
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arterial pressure is different between the two sets of experiments and we cannot

exclude that other parameters may vary as well.

Conclusion

Chronic inhibition of NO synthesis in vivo produces concentric remodeling of
the heart and a long lasting reduction in the capacity of coronary arteries to generate
new tubes in vitro. Although present experiments do not allow to causally relate the
inhibition of capillary growth to concentric (eutrophic) ventricular remodeling, our
results nonetheless lend support to the hypothesis that an inhibition of new capillary
formation could prevent the development of compensatory ventricular hypertrophy, at

least when the RAS is not activated.
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Table 1 — Cardiac morphological characteristics and capillary density in control and

in vivo L-NAME treated rats, n= 7/ group.

Parameters Control L-NAME
Body weight (g) 339+ 19 362+ 8
Heart weight (mg) 901 £ 23 995 + 33
HW/BW ratio (mg/g) 2.66£0.13 2.75 1+ 0.69
MAP (mmHg) 96 +5 118+ 5*
Heart rate (bpm) 385+8 371+ 19
LV cavity diameter (mm) 3.52+ 0.05 3.01 £ 0.09*
LV external diameter (mm) 7.79+0.25 8.16 £ 0.23
LV wall thickness (mm) 2.14+0.12 2.58 £ 0.08*
Wall / Lumen ratio 0.607 +£ 0.035 0.858 + 0.024*
LV CSA (mm?) 38.1+29 455125

Wall stress (dyn/cm?)

Mean capillary density in LV (capillaries/
mm?)

- subendomyocardium
- midmyocardium
- subepimyocardium

Total capillaries in a cross section

274X10°% £ 14X10°

1747 + 113

1928 + 154
1936 + 171
1201 £ 109

78832 + 2927

226X10° + 10X10°

1621+ 93

1606 + 157
1895 + 107
1361 + 111

78870 +3121

HW/BW: heart weigh/ body weigh ratio; MAP: mean arterial pressure; LV: left ventricle;

CSA: cross-sectional area.

*P<0.05 vs control values (unpaired t-test)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Relative capillary growth of A) aortic and B) coronary artery rings from
normotensive rats (normal culture condition (CTRL) was normalized to 100%).
Drugs were added only to the culture medium: L-NAME (1 mmol/L}), S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP, 0.1 mmol/L), or both for 12 days, at which time the
capillary growth was quantified (see methods), n = 6-9. Data are presented as mean *

SEM, * P < 0.05 vs. 100, one sample analysis.

Figure 2. A) Mean arterial pressure (MAP) and absolute capillary outgrowth of B)
aortic and C) coronary artery rings from normotensive (CTRL) and L-NAME-treated
rats in vivo. (n=4 rats, two rings from each rat were averaged). No drugs were added
to the culture medium. Data are presented as mean + SEM, * P < 0.05 vs. Control

rats, unpaired t-test.

Figure 3. Representative pictures of tube outgrowth after 12 days of incubation from
aortic rings harvested from A) control and B) L-NAME-treated rats in vivo. C)
Coronary artery tube formation from control and D) L-NAME-treated rats. The

reduction of coronary neovascularization with L-NAME (D vs. C) is evident.
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DISCUSSION

Remodelage eutrophique des artéres de résistance

Tout comme dans I’hypertension essentielle, I’hypertension induite par une
inhibition chronique de la synthése du NO, laquelle mime une dysfonction
endothéliale, meéne a une hétérogénéité dans le changement de structure artérielle
selon le type d’artere. En effet, en réponse a une augmentation de pression, les artéres
de conductance de gros et de moyen calibre, ayant une composante matricielle
importante, semble générer un remodelage hypertrophique. Ce dernier est défini par
un diametre interne peu ou inchangé et un épaississement de la paroi vasculaire
montrant une augmentation de 1’aire de section de la média. De leur c6té, les artéres
de résistance, ayant une composante musculaire importante et donc ayant la capacité
de se contracter, génerent a long terme un remodelage eutrophique. Celui-ci est défini
par un réarrangement des cellules de la paroi vasculaire autour d’un diamétre interne
réduit, sans augmentation de |’aire de section de la média. Ainsi, les artéres
composant le systeme artériel périphérique répondent a la loi de Laplace lorsque la
pression augmente afin de normaliser la tension pariétale. Les arteres de conductance
n’ayant pas la capacité de se contracter de fagon significative, doivent épaissir leur
paroi en favorisant I’hypertrophie ou ’hyperplasie des cellules musculaires lisses.
Les arteres de résistance, ayant la capacité de se contracter, normalisent ainsi la
tension pariétale sans avoir a augmenter le volume cellulaire constituant la média. Par
conséquent, nous pouvons avancer que les artéres qui subissent une augmentation de

pression générent un remodelage hypertrophique. Par opposition aux artéres de
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résistance, qui développent un remodelage eutrophique, maintenant la pression
artérielle élevée. Le remodelage eutrophique est souvent associé a I’atteinte des
organes cibles puisqu’il diminue la réserve vasculaire au repos*’. Dans un modele
d’hypertension secondaire a une dysfonction rénale, les arteres de résistance
développent un remodelage hypertrophique. Une étude a démontré que dans ce
modele d’hypertension, les arteres de résistance avaient une fonction myogénique
altérée, ce qui pouvait expliquer I’augmentation de la tension pariétale et le
développement du remodelage hypertrophique dans ces artéres'”. Aussi dans un
modele administrant des faibles doses d’ANG 11, il a été rapporté que I’augmentation
graduelle et modeste de la pression artérielle était secondaire a la stimulation
trophique par ’ANG II qui cause une hypertrophie des artéres de résistance,
caractérisée surtout par une accumulation des éléments de la matrice

extracellulaire'’.

Nous avons ainsi cherché a vérifier la loi de Laplace dans notre modéle
d’hypertension induite par le L-NAME, en mesurant la vasoconstriction d’artéres de
types différents, par microscopie intravitale. Ainsi, apres I’inhibition aigué de la
syntheése du NO, nous avons observé une réponse vasoconstrictrice dans les artéres
mésentériques, laquelle menait & une normalisation de la tension pariétale. La mesure
de la vasoréactivité dans les artéres fémorales s’est avérée nulle, et donc associée a
une augmentation de la tension pariétale. Une inhibition chronique de la synthése du
NO et la mesure du changement de structure vasculaire dans ces deux types d’artéres
a montré un remodelage hypertrophique au niveau fémoral et un remodelage

eutrophique au niveau mésentérique. Nous avons ainsi stipulé d’aprés nos



188

observations que la contraction mésentérique précoce, laquelle a mené a une
normalisation de la tension pariétale, représenterait le processus initial dans le
développement du remodelage eutrophique, lors d’une hypertension induite par une
diminution de la production du NO (dysfonction endothéliale). Nos résultats sont en

accord avec les travaux du laboratoire de Russel L Prewitt'*-'*

, qui ont démontré
dans des arteres mésentériques isolées, qu’une augmentation de la tension pariétale en
réponse a I’augmentation de pression menait a I’activation du facteurs oncogénes, c-

myc et c-fos, et ainsi a la prolifération cellulaire'®’

. De plus, cette méme équipe de
recherche a démontré dans une méme série d’expériences, qu’une augmentation du
tonus myogénique mésentérique, en réponse a une augmentation de pression, inhibait
la stimulation du facteur oncogénique c-myc ou de I’expression de I’ARNr de la sous

unité 18S (indice de synthése protéique)'*

. Ainsi, une réponse vasoconstrictrice
menant & une normalisation de la tension pariétale expliquerait I’absence de
remodelage hypertrophique dans les arteres de résistance. De plus, les travaux de
Bakker™'*' ont aussi démontré ce concept dans un autre montage expérimental, ce
dernier mesurant le remodelage vasculaire a partir d’artéres mésentériques mises en
culture et soumises a une augmentation de pression constante. Ces résultats ont
démontré I’importance d’une stimulation vasoconstrictrice a ’ET-1, en plus de
I’augmentation de pression, pour induire un remodelage eutrophique, suggérant que
la réponse contractile des artéres de résistance, lors d’une élévation de pression,
représenterait la réponse initiant le remodelage eutrophique. Allant dans le méme

ordre d’idées, une étude a démontré''’” que I’administration de L-NAME chez des rats

induisant une augmentation de la pression, menait au remodelage eutrophique des
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artéres de résistance cérébrales et qu’en présence d’un agent hypertrophique (ANG II
a une dose non pressive), ces arteres ont développé tout de méme un remodelage
eutrophique. Ainsi, I’augmentation du tonus myogénique est cruciale pour initier le

développement du remodelage eutrophique des artéres de résistance®®.

Lors d’une étude précédente'®, nous avons tenté de vérifier I’implication du
NO dans la réponse proliférative de différents segments vasculaires afin d’expliquer
I’hétérogénéité du changement de la structure vasculaire rencontré dans les grosses
arteéres par rapport aux arteres de résistance lors d’hypertension induite par
I’inhibition de la synthése du NO. Dans cette étude, nous avons mesuré la synthese
protéique (index d’hypertrophie) dans ’aorte (arteére de gros calibre) et dans les
arteres mésentériques (arteres de résistance) en plus de mesurer I’expression de ERK
1/2, qui représente une protéine kinase largement connue pour induire la prolifération
cellulaire. Or, les résultats de cette étude ont démontré un rdle anti-prolifératif du NO
uniquement dans les grosse artéres étant donné qu’une inhibition de la génération du
NO a mené a une augmentation de la synthése protéique seulement dans 1’aorte. De
plus, ’expression de ERK 1/2 étant élevée dans les deux types d’arteres, nous avons
suggéré une implication autre que la synthése protéique dans les artéres
mésentériques, a savoir une contribution dans la réponse vasoconstrictrice. Voulant
vérifier cette hypothese, nous avons mesuré I’expression de ERK 1/2 dans les artéres
mésentériques en mesurant la vasoréactivité par microscopie intravitale, lors de
I’inhibition aigu€ de la synthése de NO. Nos résultats ont confirmé que ERK 1/2 sont

impliquées dans la vasoconstriction mésentérique puisque I’administration de
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I’inhibiteur de son précurseur (MEK) a inhibé la vasoconstriction normalement

induite par I’administration du bloqueur de la NOS.

L’implication de ERK 1/2 dans la vasoconstriction a été rapportée dans de
nombreuses études. Par exemple, il a ét€¢ démontré que ERK 1/2 sont impliquées dans
le développement du tonus myogénique d’arteres de résistance soumises a une
élévation de la pression via I’activation de la PKC'®. D’autres études ont mesuré une
augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2 dans des cellules musculaires lisses
de rats SHR et d’humains hypertendus, mises en culture, lors d’une réponse
vasoconstrictrice stimulée par ’ANG 1. Aussi, Mulvany et al. ont démontré un
effet synergique de I’ANG II avec I’augmentation de la pression sur la réponse
vasoconstrictrice d’artéres mésentériques isolées'’. L’implication de ERK 1/2 dans la
vasoconstriction peut étre induite soit par ’ANG II ou par I’augmentation de

pression'*®

. Toutefois, I’augmentation de pression nécessite une contribution moindre
de ERK 1/2 dans la réponse myogénique comparativement a une autre MAPK Kkinase,
la MAPK p38'*. L’utilisation d’un modele in vivo chez le rat permet de conserver
toute la complexité des influences locales et hémodynamiques. Or, dans un modéle
d’hypertension induite par I’inhibition de la synthése du NO, il a été rapporté que des
agents vasoconstricteurs tels que I’ET-1 et I’ANG II tissulaire sont présents et
contribuent a la vasoconstriction résultant de la diminution de I’apport vasodilatateur
du NO. Il est donc difficile de trancher de fagon irrévocable si la contribution de ERK
1/2 dans la vasoconstriction suivant I’inhibition de la NOS est due a I’augmentation

de pression ou a I’influence de ’ET-1 ou de I’angiotensine II tissulaire. Toutefois,

mentionnons des observations rapportant que ERK 1/2 ne sont pas impliquées dans la
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173! Ceci expliquerait en partie pourquoi les

vasoconstriction stimulée par I’ET-
inhibiteurs des récepteurs a ET-1 n’ont pas d’influence pour diminuer la pression ou
pour prévenir le remodelage eutrophique dans un modele d’hypertension

112,198

essentielle contrairement au inhibiteurs de ’enzyme de conversion a I’ANG II et

aux bloqueurs des canaux calciques'®"”.

Nos travaux ont donc confirmé que dans le modele d’hypertension induite par
I’inhibition de la synthése du NO, les artéres ayant la capacité de se contracter,
normalisent la tension pariétale et développent un remodelage eutrophique,
contrairement aux types d’artéres n’ayant pas la capacité a se contracter
significativement. Ces observations nous ont ensuite poussé a vouloir comprendre
davantage les mécanismes impliqués dans le processus adaptatif menant au
remodelage eutrophique des artéres de résistance, en considérant la vasoconstriction
comme événement initial au changement de structure. Notre hypothése de recherche
s’est alors focalisée sur les concepts de transduction mécanique des cellules
musculaires lisses qui se définissent par une adaptation de structure en réponse a une
stimulation mécanique (augmentation de pression). La mécanotransduction est
caractérisée par la transmission d’un signal mécanique capté par la membrane
cellulaire et qui est ensuite transformé en signal biochimique dans la cellule. Une des
principales réponses cellulaires générées par les cellules musculaires lisses lors d’une
stimulation mécanique est la vasoconstriction soutenue'®. Compte tenu du contexte du
remodelage eutrophique, nous nous sommes davantage intéressés a étudier les

mécanismes impliqués dans la transduction mécanique résultant de la

vasoconstriction soutenue.
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Le cytosquelette représente la principale structure cellulaire pouvant générer
une force ou supporter un stress mécanique, d’une part, par sa localisation faisant le
pont entre les intégrines et les éléments contractiles cellulaires, et d’autre part, par sa

1."** ont démontré qu’en

capacité a réorganiser sa structure. Les travaux de Cipolla et a
réponse a ’augmentation de pression, la polymérisation d’actine représentait un
processus pour générer une force contractile et maintenir le diamétre de ’artére de
résistance réduit, opposant ainsi 1’augmentation de la tension pariétale. D’autres
études ont démontré I’importance de la génération d’une force contractile dans la
réponse myogénique, laquelle peut mener au remodelage eutrophique™. Ainsi pour
qu’une force contractile soit générée, la polymérisation d’actine doit &tre augmentée
ou les filaments d’actines nouvellement formés doivent étre stabilisés’™. D’autres
études ont démontré que des cellules musculaires lisses pulmonaires soumises au
stress mécanique se contractent en augmentant la polymérisation de I’actine ', Ce
processus contractile consomme peu d’énergie et représente un mécanisme
intéressant pour garder les artéres dans une conformation en état de contraction
chronique en réponse a un stimulus mécanique. Suivant ces observations, nous nous
sommes alors concentrés a vérifier I’implication de molécules impliquées dans la
réorganisation du cytosquelette d’actine (polymérisation d’actine) durant le

développement du remodelage eutrophique des artéres de résistance dépendant d’une

augmentation de pression.

Dans notre étude, nous avons cherché a mesurer la cinétique d’expression de
protéines pouvant étre impliquées dans la polymérisation d’actine, durant

I’hypertension induite par I’inhibition de la synthése du NO, afin de déterminer leur
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contribution potentielle dans le processus de remodelage eutrophique des artéres de
résistance (mésentériques). De plus, en mesurant dans le temps I’expression protéique
de telles molécules, nous pouvions identifier un marqueur spécifique de remodelage
eutrophique, au méme titre que la syntheése protéique est un marqueur pour la
prolifération cellulaire. Sachant que les petites protéines a activité GTPasique, telles
que Rho et Rac, représentent des cibles intéressantes pour stimuler la réorganisation

B4 hous avons décidé de mesurer P’expression de leurs

du cytosquelette
effecteurs directement impliqués dans la polymérisation d’actine. Ainsi, mDial est un
effecteur direct de la voie Rho pour stimuler la polymérisation d’actine'” et PAK1 est
un effecteur direct de la voie Rac impliqué dans la réorganisation du cytosquelette
d’actine®*®™. De plus, la MAP kinase p38 semble un effecteur de Rac'’*** mais
d’autres études doivent confirmer cette observation. D’autre part, plusieurs études ont
démontré un role de p38 dans la contraction soutenue en réponse a un stress

138,175

mécanique impliquant 1’augmentation de la polymérisation d’actine via la

phosphorylation d’une protéine de choc thermique 27"°.

Nos résultats ont montré une augmentation marquée de mDial dans la phase
précoce du développement du remodelage eutrophique, une augmentation soutenue
de I’expression de la MAPK p38 entre les jours 3 et 7 d’hypertension induite par
I’inhibition de la synthése du NO, et une augmentation marquée et stable de PAKI1
tout au long du développement du remodelage eutrophique dans les artéres
mésentériques soumises a une augmentation de pression. Or, PAK1 semble un
marqueur spécifique de remodelage eutrophique, puisque son expression est restée

inchangée dans les artéres ayant développé un remodelage hypertrophique induit soit
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par ’administration d’ANG II (arteres mésentériques) ou par le traitement au L-
NAME (aorte). A la lumigre de ces observations, nous pensons que la voie Rho est
impliquée dans la phase précoce du développement du remodelage eutrophique,
probablement associée a la vasoconstriction soutenue initiale. En effet, au cours
d’études précédentes, il a été clairement démontré que Rho est impliquée dans

’augmentation de la sensibilité au calcium dans le processus contractile'

. De plus,
puisque les voies Rho et Rac semblent étre des voies de signalisations
antagonistes'**'*'?% le rapport entre leur effecteur respectif, mDial et PAK1, nous a
permis de mesurer leur implication relative dans le développement du remodelage
eutrophique. Or, cette mesure nous a suggéré que la voie Rho semble importante dans
la phase précoce du remodelage eutrophique et la voie Rac semble importante tout au
long du processus adaptatif de la structure des artéres mésentériques. Bien que cette
étude nous ait apporté une information convaincante sur |’identification d’un
marqueur spécifique de remodelage eutrophique, ces résultats ouvrent la porte a de
nombreuses études futures, visant a améliorer la compréhension des voies de

signalisation pouvant étre impliquées dans le remodelage eutrophique et basée sur la

réorganisation du cytosquelette cellulaire.

Remodelage eutrophique cardiaque

Tout comme les arteres, le cceur change sa structure en réponse a une
augmentation de pression. Or, subissant une post-charge élevée expliquée par une
augmentation de la résistance périphérique, il serait concevable de penser que le cceur
développerait une hypertrophie cardiaque, selon les principes de Laplace mentionnés

plus haut. Or, dans I’hypertension essentielle, différents types de remodelage
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cardiaque sont observés comme le remodelage concentrique (ou eutrophique par
comparaison au remodelage vasculaire), le remodelage hypertrophique excentrique
(surtout observé dans un modele d’hypertension volumique) et le remodelage
hypertrophique concentrique. Ce dernier est souvent observé dans I’hypertension
essentielle sévere et est associé aux événements cardiaques mortels. L hypertension
induite par I’inhibition de la synthése du NO, est associée a une augmentation de la
résistance périphérique, le débit cardiaque restant inchangé. Des études utilisant le L-
NAME comme agent induisant I’hypertension ont démontré un remodelage cardiaque

concentrique®’**®

, tel que nous I’avons observé dans notre étude. Or, ces résultats
semblent contradictoires avec d’autres laboratoires administrant du L-NAME, qui ont
rapporté un remodelage hypertrophique cardiaque. Toutefois I’influence de I’ANG 11
dans le processus hypertrophique cardiaque représente la meilleure explication pour
interpréter cette divergence et les résultats de Arnal et al. ont su répondre
adéquatement au débat. En effet, ce groupe a rapporté que sur 25 rats traités au L-
NAME, 6 d’entre eux, dont le systeme rénine-angiotensine était activé, ont développé

un remodelage hypertrophique concentrique''’

. De plus, selon différentes €tudes, il a
été rapporté que le remodelage concentrique, sans hypertrophie, se défini comme un
réarrangement des cellules cardiaques autour d’une cavité ventriculaire réduite, sans
qu’il n’y ait des altérations dans les fonctions cardiaques®’”*. Afin d’expliquer la
présence de remodelage concentrique dans le modele L-NAME, nous nous sommes
inspirés des concepts démontrant que I’hypertrophie doit étre couplée a la formation

de nouveaux vaisseaux, permettant ainsi |’apport d’oxygene nécessaire a la survie

cellulaire. Nous avons émis [’hypothése qu’une diminution de la production du NO
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qui induit une augmentation de pression, peut aussi réduire la capacité des artéres
coronaires a générer des nouveaux capillaires puisque le NO est aussi un facteur
angiogénique. Or, ne pouvant s’hypertrophier, le cceur développerait un remodelage
eutrophique (du moins lorsque le syst¢éme rénine-angiotensine n’est pas activé). Nos
résultats ont démontré une plus grande sensibilité des artéres coronaires au NO
endogene par rapport aux anneaux aortiques pour générer des nouveaux capillaires.
En effet, en inhibant chroniquement la production de NO chez des rats traités au L-
NAME, la capacité a générer des nouveaux vaisseaux en culture semblait fortement
atténuée dans les anneaux issues d’artéres coronaires en comparaison avec les
anneaux issus d’aortes. Or, ces observations suggéraient que la capacité angiogénique
vasculaire change d’un type artériel 2 un autre, les artéres coronaires étant plus
sensibles au NO endogene pour générer des nouveaux capillaires. Pour confirmer
cette observation nous avons aussi mesuré la sensibilité au NO dans ces deux types
d’artéres dans la réponse dilatatrice. Nos résultats ont démontré que les artéres
coronaires avaient une meilleure réponse vasodilatatrice au NO que les anneaux
aortiques. Cette sensibilité accrue des artéres coronaires au NO pourrait étre
expliquée par leur composition; ces artéres sont constituées principalement de fibres
musculaires en comparaison avec une importante composition en fibres élastiques
dans les anneaux aortiques. De plus, contribuant majoritairement a I’apport
nutritionnel du cceur, les artéres coronaires ont une fonction d’autorégulation
importante, ce qui pourrait expliquer leur plus grande sensibilité au NO endothélial
vasodilatateur et angiogénique par rapport a I’aorte. La seconde partie de visait a

mesurer la densité des capillaires de cceurs traités au L-NAME et de cceurs témoins.
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Nous avons observé une densité des capillaires similaires dans les deux groupes de
rats. Or, le cceur de rats traités au L-NAME ayant démontré un remodelage
concentrique (eutrophique), I’absence d’hypertrophie pourrait s’expliquer par la perte
de la capacité des arteres coronaires a générer des nouveaux capillaires. Nous ne
pouvons qu’extrapoler nos observations faites sur des anneaux coronaires et aortiques
en culture avec celles observées in vivo. Encore une fois, de plus amples expériences
sont nécessaires pour clarifier les mécanismes responsables de I’absence de
remodelage hypertrophique cardiaque lorsque I’hypertension est induite par une
diminution de la synthése du NO. Ceci est d’autant plus pertinent que le remodelage
concentrique (eutrophique) est associé a une meilleure performance cardiaque et a un

risque réduit de complications cardiaques comparativement au remodelage

hypertrophique concentrique.
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CONCLUSIONS

Une réduction sélective de la production du NO mimant une dysfonction
endothéliale, conduit a une élévation de la pression artérielle associée a un

remodelage eutrophique des artéres de résistance et du cceur.

Le remodelage artériel eutrophique semble étre tributaire de la vasoconstriction
initiale, ERK 1/2-dépendante, qui normalise la tension pariétale. Cette
vasoconstriction initiale se transforme en changement de structure par I’intervention
de modifications du cytosquelette, via, principalement, une polymérisation et une

stabilisation des filaments d’actine sous I’effet de PAK 1, un effecteur de la voie Rac.

Au niveau du cceur, le remodelage eutrophique concentrique serait tributaire de
I’inhibition de I’angiogénese coronarienne par le L-NAME. Ainsi, ’adaptation
cardiaque a la dysfonction endothéliale semble étre relativement bénéfique. Par
contre, le remodelage des arteres de résistance semble contribuer au dommage des
organes vitaux en diminuant la réserve vasculaire au repos, ce qui limite la perfusion

sanguine, principalement en période de demande accrue.

Dans I’ensemble, nos travaux ont permis de préciser I’impact d’une réduction
de la production du NO, une composante importante de la dysfonction endothéliale,
sur la structure du systeme cardiovasculaire. Nos études sur la signalisation, en
particulier, ouvrent la porte a d’autres études futures visant & mieux comprendre cette
adaptation chronique qui est un déterminant majeur de I’impact de 1I’hypertension sur

la morbidité et la mortalité cardiovasculaires.
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PERSPECTIVES

Nos travaux sur la signalisation cellulaire au cours du développement du
remodelage eutrophique ouvrent la porte sur de nombreuses possibilités d’études
futures. En effet, en ayant démontré une importance de PAK1 dans le remodelage
eutrophique, nous avons impliqué la voie Rac dans le processus d’adaptation
chronique des arteres lors d’hypertension artérielle. Selon des études in vitro
précédentes, la voie Rac semblait surtout impliquée dans la migration

cellulaire'*?%21°

Suivant nos résultats, nous pourrions mesurer la cinétique d’expression de
PAKI1 dans d’autres modeles d’hypertension induisant un remodelage eutrophique
dans les arteres de résistance. Par exemple, chez les rats SHR ou chez les rats
Goldblatt 2 reins/ 1 pince®''. Aussi, étant donné que PAK1 est connu pour activer la
LIM-kinase afin de favoriser la stabilisation des filaments d’actine en forme
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polymérisée , la mesure de P’expression de la LIM-kinase ajouterait un

complément mécanistique important.

A la lumiére de nos découvertes, nous pourrions pousser davantage nos
recherches en favorisant I’importance des interactions entre les éléments de la MEC,
des intégrines et des éléments du cytosquelette au développement du remodelage
eutrophique. Ces interactions reflétent en partie la théorie tensorielle élaborée
précédemment par I’architecte Fuller *'?. Ce dernier définissait les systémes tensoriels

comme des structures étant capables de stabiliser leur forme en générant
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continuellement une tension. Dans son modéle, Ingber*"

décrit qu’en réponse a un
stress mécanique, le cytosquelette d’actine et les filaments intermédiaires de la cellule
générent une tension contractile produite par la polymérisation de I’actine. Cette
tension est par la suite équilibrée par la force de résistance provenant des
microtubules et des éléments de la matrice extracellulaire (MEC). L’atteinte de ce
nouvel équilibre est tributaire au changement adaptatif de la structure cellulaire*"*. Ce
concept va de pair avec les travaux de Gunst'’', qui impliquent une restructuration des
filaments d’actine en fonction du temps d’application du stress mécanique. Par un
processus favorisant la polymérisation d’actine, la cellule génére une force de
contraction chronique par un mécanisme qui consomme peu d’énergie. A long terme,

la cellule solidifie sa nouvelle conformation, et ce, aussi longtemps que le stimulus

mécanique est présent.

Dans un premier temps, nous pourrions vérifier I'implication des éléments de la
MEC dans le développement du remodelage eutrophique. Par exemple, il a été
proposé que les éléments de la MEC influencent la contractilité cellulaire par un
processus favorisant I’adhésion des cellules musculaires lisses aux éléments de la

13113325 De plus, une étude de Bakker’® a démontré

MEC via les intégrines
I’implication de la trans-glutaminase, une enzyme ayant comme substrat les éléments
de la MEC, dans le développement du remodelage eutrophique. Ces travaux ont
suggéré que la trans-glutaminase est nécessaire pour fixer les CMLs a la MEC pour
maintenir 1’artére en état contracté’’®. Aussi, une étude publiée dans notre

laboratoire*’ a montré que les MMPs (« matrix metalloproteases ») ne sont pas

nécessaires au développement du remodelage eutrophique des artéres mésentériques,
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suggérant que la MEC n’est pas dégradée dans le processus du remodelage

eutrophique.

Les mécanismes impliqués dans les interactions entre les éléments de la MEC,
les intégrines et les éléments du cytosquelette menant a la stabilisation de la structure
des CMLs soumises a une stimulation mécanique chronique, représente une avenue
de recherche intéressante et prometteuse pour prévenir les complications

cardiovasculaires secondaires au changement de la structure des artéres de résistance.
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ERK1/2-Mediated Vasoconstriction Normalizes Wall Stress in
Small Mesenteric Arteries During NOS Inhibition In Vivo

Daphné Girardot, Bénédicte Demeilliers, *Denis deBlois, and Pierre Moreau

Abstract: As in essential hypertension, chronic nitric-oxide syn-
thase (NOS) inhibition leads to hypertrophic remodeling in conduit
and muscular arteries and inward eutrophic remodeling in small re-
sistance arteries with activation of extracellular signal-regulated ki-
nases 1 and 2 (ERK1/2) in both vessel types. The authors tested the
hypothesis that this remodeling heterogeneity could be related to dis-
tinct vasoreactivity patterns in small and larger arteries, with a vessel-
specific function of ERK1/2 signaling. Using intravital microscopy in
rats we have demonstrated that acute NOS inhibition (L-NA injection,
100 mg/kg) produced vasoconstriction of small mesenteric arteries.
Consequently, the calculated in vivo wall stress was not significantly
modified, despite the local rise in pressure. This could explain the lack
of vascular protein synthesis elevation in vivo, an early index of hy-
pertrophy. Inhibition of ERK1/2 activation with PD98059 blunted
mesenteric artery contractions. Femoral arteries did not contract and
were thus submitted to an enhanced wall stress and underwent hyper-
trophic remodeling in chronic conditions. In conclusion, the hetero-
geneous vascular remodeling in the L-NAME model is associated
with a heterogeneous vasoconstriction response to acute NOS inhibi-
tion. Indeed, in contrast to larger arteries, L-NA—induced vasocon-
striction in small arteries normalized wall stress and prevented early
signs of hypertrophy. The results also suggest that ERK1/2 is a sig-
naling element in NOS inhibition-induced vasoconstriction of small
arteries in vivo.

Key Words: vascular remodeling, NO, small artery contraction,
ERK1/2, wall stress

(J Cardiovasc Pharmacol™ 2003;42: 339-347)

hronic blockade of nitric-oxide synthase (NOS) activity,
with L-arginine analogues such as NC-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), leads to hypertension'* and mimics a
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defective endothelium-dependent dilation found in arteries of
patients with essential hypertension.>* As in essential hyper-
tension, L-NAME—induced hypertension is associated with an
increase in peripheral resistance™” and leads to a heteroge-
neous vascular remodeling along the arterial tree. Indeed, con-
duit arteries remodel with increases in both media to lumen
ratio (M/L) and medial cross-sectional area (mCSA),*? while
small arteries change their structure (increase M/L) without
alteration of mCSA.*'!! Thus, small artery remodeling in the
L-NAME model and in essential hypertension is generally con-
sidered as inward eutrophic remodeling.'>'? This type of re-
modeling is believed to contribute to the increase of peripheral
resistance, since lumen diameter is reduced. Indeed, accord-
ing to Poiseuille’s law, resistance varies inversely with the
fourth power of the blood vessel radius, so that a small de-
crease in the lumen diameter markedly increases resistance,
potentially leading to decreased organ perfusion and end-
organ damage.'* 6

Mechanisms leading to eutrophic remodeling in resis-
tance arteries are still poorly understood. Two studies have
demonstrated that an elevation of arterial pressure enhances
the expression of genes implicated in cell proliferation in the
wall of large'” and small'® arteries. Both studies also observed
a contribution of extracellular signal-regulated kinases 1 and 2
(ERK1/2) in signaling mechanisms leading to vascular hyper-
trophy.'”"'® However, Prewitt et al*® observed in vitro that in
response to pressure, contraction of isolated small mesenteric
arteries led to wall stress normalization and blunted the expres-
sion of early response genes involved in growth and prolifera-
tion. Thus, early vasoconstriction could lead to eutrophic re-
modeling by preventing wall stress elevation and the
subsequent trophic response.'® Accordingly, the transition
from vasoconstriction to the more stable eutrophic remodeling
has been demonstrated in cultured small arteries.?""*> How-
ever, this concept has not been tested in vivo.

Recent work in our laboratory has shown that acute (5-
hour) endogenous NOS inhibition leads to an augmentation of
protein synthesis, an early marker of hypertrophy, in the aorta
but not in small arteries in vivo.* However, ERK1/2 activity
was increased in both types of arteries, suggesting that ERK 1/2
could contribute to functions other than proliferation in small
arteries. Accordingly, the contribution of ERK1/2 to vasocon-
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striction of small arteries has already been confirmed after an-
giotensin 11 stimulation in cells?>*?* and in isolated mesenteric
arteries.”® However, its role in vivo and in NOS inhibition-
induced remodeling remains unresolved.

In this study, we aimed to demonstrate, in vivo, that early
vasoconstriction during NOS inhibition is heterogeneous
along the vascular tree and that only small resistance arteries
normalize their wall stress by this mechanism. This would lend
support to the hypothesis that vasomotion is a determinant of
long-term remodeling. The originality of our work lies in the in
vivo approach of evaluating vasoreactivity in mesenteric and
femoral arteries during acute NOS inhibition by intravital mi-
croscopy, and we compared these acute observations with ar-
terial structural changes induced by long-term treatment with
L-NAME. In addition, the contribution of ERK1/2 in mesen-
teric contraction during acute NOS inhibition was studied by
phosphospecific immunoblotting and by inhibition of its acti-
vation with PD98059, which has also not been tested in vivo.

METHODS
Male Wistar rats weighing between 250 and 275 g were
purchased from Charles River (St-Constant, Canada). All pro-
tocols were approved by the Animal Care Committee of Uni-
versité de Montréal.

Long-term study

Male Wistar rats (n = 8) were treated during a 4-week
period with a daily dose of 50-mg/kg L-NAME (N%-nitro-L-
arginine methy| ester, Sigma Chemical Company) dissolved in
their drinking water. Eight untreated rats served as controls.
After treatment and under anesthesia with sodium pentobarbi-
tal (50 mg/kg, i.p.), a polyethylene catheter (PE10 tubing
welded with a PE 50 tubing) was inserted in the left femoral
artery followed by a tracheotomy. After a laparotomy, a sec-
ond polyethylene catheter was inserted in a first-order mesen-
teric artery distal to the vessel under study (see below). Mes-
enteric and femoral mean arterial pressure were recorded
through a pressure transducer. The right femoral artery and the
selected third-order mesenteric artery were collected and pre-
pared under a dissection microscope in a cold Krebs solution of
the following composition (in mmol/L, control solution): NaCl
118.6,KCl14.7, CaCl, 2.5, KH,PO, 1.2, MgSO, 1.2, NaHCO,
25.1, edetate calcium disodium 0.026, glucose 10.1. Arteries
were pulled and sutured on 2 glass cannulae positioned in a
vessel chamber (Living System Instrumentation) and super-
fused with calcium-free control solution maintained at 37°C
and oxygenated (95% O, and 5% CO,). The vessel chamber
was positioned on a stage of an inverted microscope (Zeiss)
and the amplified image was transmitted to a monitor and a
video dimension analyzer (Living System Instrumentation) as
previously described.?” Both arteries were equilibrated for 30
minutes in a calcium-free control solution with a constant per-
fusion pressure in fully relaxed conditions. This allowed for
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the measurements of lumen diameter, external diameter and
media thickness of small mesenteric arteries, from which M/L
ratio and mCSA were calculated. Due to the thickness of the
femoral artery, its structure could not be reliably measured in
the system. Therefore, they were fixed with 4% paraformalde-
hyde PBS solution for 15 minutes in the organ bath in perfused,
pressurized, and fully relaxed conditions. Femoral structure
parameters were obtained by digital morphometry on 5-um
paraffin-embedded histologic slices.

Thus, mesenteric mCSA was calculated as: ([1/4) x
[(ED)? — (ID)?], while femoral mCSA was calculated as: ex-
ternal elastic laminae area — internal elastic lamellae area.

Acute Studies

In the first acute intravital study, 1 group of 8 rats served
for intravital femoral reactivity measurement and another
group of 8 rats served for mesenteric reactivity, each rat serv-
ing as its own control. For the femoral measurement, a poly-
ethylene catheter (PE10 tubing welded with a PE 50 tubing)
was inserted in the left femoral vein under anesthesia with so-
dium pentobarbital (50 mg/kg, IP). This procedure was fol-
lowed by a tracheotomy and rats were laid on a temperature-
controlled (37°C) surgery board. After careful isolation of
the artery from the vein, the external diameter of the right
femoral artery was measured by video microscopy, using a
trinocular dissection microscope (Zeiss, Stemi2000) at a final
magnification of 50X. The quantification was done using a
video dimension analyzer (Living systems instrumentation).
Local femoral mean arterial pressure and external diameter
were recorded before and after an acute intravenous injection
of L-nitro arginine (100 mg/kg in 0.25 mL). The maximal re-
sponse for both parameters is presented. Preliminary experi-
ments showed that a similar volume of physiological saline
did not increase arterial pressure. L-NA was chosen because
it provided more reproducible acute pressor responses then
L-NAME.

Mesenteric reactivity was measured after laparotomy
and exteriorization of the mesenterium, which was superfused
with a control Krebs solution that was oxygenated (95% O,
and 5% CO,) and maintained at 37°C. The external diameter of
a selected third-order artery was obtained by video microscopy
(see above) and local mesenteric mean arterial pressure was
recorded as described in the long-term study section.

Since the external diameter was measure in vivo and
mCSA does not change after acute treatments, other param-
eters were obtained by measuring the mCSA in vitro for each
artery in relaxed conditions as described in the long-term study
section. Femoral and mesenteric internal diameter, media
thickness, and wall stress were then obtained by using the fol-
lowing formulas:

Lumen area = (external diameter/2)? x w — wall CSA
Lumen diameter = 2 x (lumen area/ar)"?
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Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



] Cardiovasc Pharmacol™ © Volume 42, Number 3, September 2003

ERK Mediates L-NA Vasoconstriction

Media thickness = (external diameter — lumen diameter)/2

Wall stress (LaPlace law) = pressure x 1334 dyn/cm*/mm
Hg % lumen diameter/media thickness

Due to the different methodology used for structure mea-
surements in the acute and long-term studies, it must be noted
that similar anatomic segments gave different external and lu-
men diameters (Tables land 2). The expansion of arteries in
vitro (acute study, Table 2) could be related to direct manipu-
lation, removal of supporting tissues, change of longitudinal
tension, or other factors.

In the second acute study, 3 additional groups of rats
served to determine the in vivo contribution of ERK1/2 in mes-
enteric reactivity and to measure its phosphorylation state. A
group of rats (n = 4) was used as controls and received an in-
jection of physiological saline solution (NaCl 0.9%). A second
group received an intravenous injection of L-NA (100 mg/kg in
0.25 mL), and the third group received an i.p. administration of
PD98059 (3 mg/kg), a selective inhibitor of ERK1/2 activa-
tion, 1 hour before the L-NA injection. Local mean arterial
pressure and the external diameter were measured before and
after the i.v. injection of L-NA or physiological saline solution,
as described previously.

Western Blotting of ERKs

ERK1/2 phosphorylation was estimated by Western
blotting using a phosphospecific antibody, as previously de-
scribed.?*** In the second acute study, all arterial branches of
the mesenterium, excluding the superior mesenteric artery,
were harvested and frozen at —80°C. Samples were pulverized
in dry ice and liquid nitrogen and homogenized using a poly-
tron in ice-cold lysis buffer (PBS 20%, Igepal CA-630 1%,
Na-deoxycholate 0,5%, SDS 0.1%, PMSF 0.25%, and aproti-
nine 0.1%). After 30 minutes of incubation at 4°C, the protein
supernatant was separated by centrifugation (4°C, 30 minutes,

14,000g) and protein concentration determined with a Micro
BCA Protein Reagent Kit (Pierce).

Equal amounts of protein (20 ug) were loaded on a 10%
SDS polyacrylamide gel. Proteins were than transferred to a
polyvinylidene diflouride membrane (Fisher Scientific) and
incubated overnight at 4°C with a phosphospecific ERK1/2
antibody (p44/p42 MAPK thr 202/tyr 204 E10 monoclonal an-
tibody New England Biolabs, final dilution 1:2000). The mem-
brane was then washed and incubated for 2 hours at room tem-
perature with a second antibody (anti—rabbit IgG, H&L, HRP-
linked, Cell Signaling Technology). After the final wash, the
membrane was incubated I minute with ECL Western blotting
reagents (Amersham Pharmacia Biotech) and exposed on Hy-
perfilm ECL (Amersham), which was subsequently devel-
oped. The film was scanned and optical density quantified us-
ing NIH Image. The optical density of ERKs 1 and 2 were
generally closely related and the values were added to provide
a single value. Results were normalized to control values on
each gel to account for methodological variation.

Plasma Renin Activity Measurements

Blood was obtained from control and L-NA—treated rats
used in the second acute study, 15 minutes after the injection of
L-NA. Samples were collected in Eppendorfs containing
EDTA (1 mg/mL), centrifuged during 15 minutes at 12,000g,
and stored at —20°C. Plasma renin activity was measured by
determining the generation of angiotensin I by a radioimmu-
noassay using '*’I-labeled angiotensin I as a tracer (angioten-
sin I ['*°I] radioimmunoassay kit, NEN Life Science Products,
NEA104).

Protein Synthesis Measurements

Vascular protein synthesis during NOS inhibition was
measured in a previous study.”> However, the dose of L-
arginine analogs was smaller and there was no significant el-

TABLE 1. Local mean arterial pressure (MAP) and morphological characteristics of
femoral and mesenteric arteries in control rats and rats receiving long-term

L-NAME treatment

Femoral Artery Mesenteric Artery

Parameters Control L-NAME Control L-NAME
Local MAP (mm Hg) 103+3 153+ 11* 97 +4 150 + 16*
Lumen diameter (um) 336+ 15 303 +£34 260+ 8 233+ 7*
External diameter (um) 440 + 14 448 + 25 31011 291 + 8
Media thickness (um) 52+3 72 + 6* 25+ 1 271
M/L (%) 15.6+1.2 26.6 £ 4.9* 9.7+04 11.5+0.2*
mCSA (um* x 10%) 63+4 83 + 5* 23+£1.8 23+ 1.2

M/L, media thickness/lumen diameter ratio; mCSA, cross-sectional area of the media

*P < 0.05 versus respective control values.
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TABLE 2. Characteristics of femoral and mesenteric arteries in control and rats treated

acutely with L-NA

Femoral Artery Mesenteric Artery
Parameters Control L-NA Control L-NA
External CSA (um? = 10%) 116 +8 12345 27+3 18%+2
Medial CSA (um? x 10%) 103+ 13 1038 1241 12+1
Lumen Area (um? x 10%) 28.8+75 31.7+82 153+£2.6 53*x20
Lumen diameter (um) 189 + 24 197 £ 28 137+ 13 94* + 12
Media thickness (um) 106 £ 9 1049 24 +2 315

The external cross-sectional area (CSA) was calculated from in vivo external diameter (Figs. 1B and |E), while
the other morphological parameters were deduced from in vitro measurements of the same arteries. These values
were used to calculate wall stress (Figs. 1C and IF). See Methods for calculations.

*P < 0.05 versus respective control values.

evation of arterial pressure. Thus, in a third acute study, L-NA—
treated rats (n = 4) received a first i.v. bolus of L-NA (50
mg/kg) 1 hour before the start of a 4-hour [*H} L-leucine infu-
sion (12 pCi/h). The injection of L-NA was repeated 2.5 hours
after the first injection. Control rats (n = 4) received a similar
volume of saline at the same time points. Rats were then rap-
idly killed, and mesenteric arteries were collected and pro-
cessed to determine the incorporation of radiolabeled leucine,
as previously described.® The final results are expressed as
cpm/mg protein. Pressure was measured throughout the ex-
periment and the average of the 5-hour recording is reported.

Drugs and Statistical Analysis

All drugs were obtained from Sigma, except PD98059,
which was purchased from Calbiochem. A suspension of
PD98059 was prepared using a 1% polymeric solution
(pluronic F68) and sonication, before the i.p. administration.
Data are presented as mean = SEM except for ERK 1/2 activity,
which is expressed as mean percent change from control value
+ SEM. Statistical analysis was performed by unpaired ¢ test
(long-term study and protein synthesis), paired 7 test (acute
study), ANOVA followed by Bonferroni correction for mul-
tiple comparisons (study with PD98059), and 1-sample analy-
sis (Western blots). A P value less than 0.05 was considered
significant.

RESULTS

Vascular Structure after Chronic
NOS Inhibition

In the long-term experiments (Table 1), L-NAME sig-
nificantly increased femoral mean arterial pressure, as ex-
pected. Femoral medial thickness was increased, and since the
internal diameter did not change significantly, both M/L and
mCSA were elevated in the L-NAME-treated group. The local
pressure in the mesenteric artery was also elevated by L-
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NAME. However, in contrast to the femoral artery, the eleva-
tion of M/L was not associated with changes in mCSA under
L-NAME treatment, confirming a eutrophic type of inward re-
modeling (Table 1).

In Vivo Reactivity of the Femoral and the
Mesenteric Arteries During Acute
NOS Inhibition

Acute administration of L-NA significantly increased lo-
cal mean arterial pressure in the femoral and mesenteric arter-
ies, as compared with control values (Figs. 1A and 1D). The
absence of femoral contraction during L-NA injection (Fig.
1B) led to a local increase of wall stress, as compared with
control values (Fig. 1C). In contrast, the significant reduction
in external and, more importantly, in lumen diameter of mes-
enteric arteries confirmed that L-NA induced local vasocon-
striction in these arteries (Fig. 1E and Table 2). This acute
change of morphology prevented any significant elevation of
wall stress. In fact, wall stress tended to decrease under L-NA
administration, as compared with control values (Fig. 1F). As
described in Methods, femoral and mesenteric wall stresses
were calculated from structural parameters presented in Table 2.

Since there was no femoral reactivity during acute NOS
inhibition, the contribution of ERK1/2 to vascular contraction
was only studied in mesenteric arteries (Fig. 2). As previously
observed, the acute administration of L-NA increased systemic
mean arterial pressure when compared with control values
(Fig. 2A). Pretreatment with an [P injection of PD98059 1 hour
before L-NA injection did not modify baseline blood pressure
or pressor response to L-NA. However, the L-NA—induced
mesenteric constriction was totally prevented by PD98059, as
shown by the changes in the external diameter (Fig. 2B).

ERK1/2 Phosphorylation

Western blot analysis with a phosphospecific antibody
showed a significant increase of ERK1/2 phosphorylation in
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FIGURE 1. Maximal effect of acute NOS inhibition on local mean arterial pressure (MAP, mm Hg), external diameter (um), and
wall stress (x 10® dyn/cm?) in rat femoral (A-C) and mesenteric (D-F) arteries before and after drug administration (.-NA, 100

mg/kg). *P < 0.05 versus basal level, paired t test.

mesenteric arteries harvested from rats treated acutely with
L-NA (Fig. 3). Pretreatment with PD98059, in addition to pre-
vent contraction, abrogated the ERK1/2 phosphorylation in-
duced by L-NA. In fact, the level of ERK1/2 phosphorylation
even decreased below control levels (Fig. 3).

Plasma Renin Activity Measurements
To rule out any global effect of the circulating renin-
angiotensin system on mesenteric contraction during acute

© 2003 Lippincott Williams & Wilkins

NOS inhibition, we measured plasma renin activity in control
and L-NA-treated rats. Acute injection of L-NA (100 mg/kg)
had no significant effect on the plasma renin activity (9.3 + 1.0
ng/mL per hour as compared with 7.8 + 0.9 ng/mL per hour in
the control group).

Protein Synthesis
Basal protein synthesis was 217.7 + 42.9 cpm/mg pro-
tein in mesenteric arteries of control animals. Injection of a
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FIGURE 2. Maximal effect of saline (©), 100-mg/kg L-NA (@),
and L-NA plus 3-mg/kg PD98059 given 1 hour before (O) on
(A) mean arterial pressure and (B) mesenteric external diam-
eter. *P < 0.05 versus basal level, ANOVA plus Bonferroni cor-
rection for multiple comparisons.

pressor dose of L-NA (2 x 50 mg/kg administered at 2.5-hour
intervals) did not enhance mesenteric protein synthesis (234.8
+ 62.0 cpm/mg protein). On average over the 5 hours of re-
cording, the pressure increased from 104+ 3.9t0 134+ 6.6 mm
Hg with L-NA (P < 0.05).

DISCUSSION

The use of intravital microscopy enabled us to measure
in vivo reactivity of femoral and mesenteric arteries during
acute NOS inhibition, and the simultaneous local pressure re-
cording allowed us to directly evaluate local wall stress. We
observed that mesenteric contraction in response to acute NOS
blockade normalized wall stress, while no contraction was ob-
served in femoral arteries, leading to a rise of wall stress. Fur-
thermore, ERK 1/2 activation contributes to mesenteric artery
contraction in vivo during acute NOS inhibition. These acute
differences were associated with distinct remodeling patterns
in long-term conditions.
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Long-term administration of L-NAME increased local
femoral and mesenteric mean arterial pressure, as expected
from numerous studies using this drug to induce hypertension.
We have previously reported that the dose used inhibits ap-
proximately 50% of tissue NOS activity.?® The M/L ratio of
femoral and small mesenteric arteries increased, suggesting
that chronic NOS inhibition caused remodeling. However, the
type of remodeling was heterogeneous along the vascular tree.
Indeed, in femoral arteries the increase of media thickness was
mainly responsible for the elevation of M/L ratio, while a re-
duction of lumen diameter contributed to the remodeling of
mesenteric arteries. Thus, muscular arteries adapted to the
pressure elevation by an hypertrophic process, while mesen-
teric arteries underwent inward eutrophic remodeling. These
results are in line with some studies showing eutrophic remod-
eling in resistance arteries after chronic NOS inhibition'®!!
and others demonstrating hypertrophic remodeling in large ar-
teries.® Considering the discrepancy in the literature regarding
cardiovascular hypertrophy in the L-NAME model,? it was
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FIGURE 3. (A) Representative Western blot using a phos-
phospecific ERK1/2 (p44-p42 MAP kinase) antibody in rats
treated with saline (Ctl), .-NA, and L-NA plus PD98059 (3
mg/kg, given 1 hour before). (B) Mean relative optical density
of phosphorylated ERK1/2. Each bar represents the mean of 4
animals, performed in 3 separate experiments. Values were
corrected by the control value (fixed at 100) on each gel. *P <
0.05 versus 100, 1-sample analysis.
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important to demonstrate, for the first time, the heterogeneity
in the same animals. Interestingly, this heterogeneous remod-
eling also seems to occur in essential hypertension,®'3?? sug-
gesting that the L-NAME model and essential hypertension
could share similar characteristics that are relevant to the het-
erogeneous remodeling process.

The hallmark of essential hypertension is an enhanced
peripheral vascular resistance, and L-NAME administration
also elevates arterial pressure by favoring vasoconstriction.’
Thus, resistance artery vasoconstriction could represent a
common characteristic determining the remodeling process.
Accordingly, the major aim of this study was to characterize
the early vasoreactivity changes in different types of arteries
during NOS inhibition, in an attempt to lend support to the
hypothesis that vasoconstriction (and normalization of wall
stress) prevents vascular growth in vivo. This concept was el-
egantly studied in vitro by Prewitt et al,>® who showed that
vasoconstriction prevents the expression of early genes in-
volved in the trophic process by normalizing wall stress, while
arteries not contracting show signs of hypertrophy. Vasocon-
striction was observed only in small resistance arteries in vivo
during acute NOS inhibition, and this effect normalized (or
even reduced) wall stress. In contrast to what was observed in
large arteries,* there was no elevation of protein synthesis in
small arteries. Furthermore, in long-term treatment conditions,
small mesenteric arteries did not develop hypertrophy but ex-
hibited eutrophic remodeling. In contrast, wall stress was
acutely elevated in the femoral artery, as no vasomotion was
observed, and a significant increase in mCSA, an index of
hypertrophy/hyperplasia, was observed in long-term treatment
conditions. Thus, although the direct relationship between
acute wall stress and chronic hypertrophy remains speculative,
our observations are in line with such a relationship in vivo.
Further studies are needed to better identify the mechanisms
linking early vasoconstriction to inward eutrophic remodeling
during endothelial dysfunction.

Studies performed in cultured cells from SHR** or hu-
man resistance arteries,?> or studies that have used intact pres-
surized rat mesenteric arteries,”® have reported a contribution
of ERK1/2 to contraction during angiotensin 1] stimulation. In
the present study, by using intravital microscopy, we have
demonstrated, for the first time in vivo, that ERK1/2 contrib-
utes to small mesenteric contraction induced by NOS inhibi-
tion. Indeed, L-NA—induced vasoconstriction was completely
prevented by PD98059 at a dose that we confirmed to inhibit
local ERK1/2 phosphorylation in vivo. The full response to
PD98059 was rather surprising, considering the known alter-
native or complementary mechanisms responsible for vaso-
constriction. Although PD98059 inhibited ERK1/2 phosphor-
ylation, it may also produce other effects in vivo that have not
been identified so far, and our interpretation relies on our cur-
rent knowledge of the drug. The MAP kinase ERK1/2 is gen-
erally known to be part of an important cellular signaling path-
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way leading to hypertrophy in vascular smooth muscle cells
and other cell types.3® It was thus of interest that ERK 1/2 phos-
phorylation was enhanced acutely by L-NA in small arteries,
but that these arteries do not have enhanced protein synthesis
and do not develop hypertrophy. In agreement, we have previ-
ously reported that 5 hours of NOS inhibition leads to ERK1/2
phosphorylation both in the aorta and small arteries, but pro-
tein synthesis was enhanced only in the former in basal and
angiotensin Il-stimulated conditions.”> However, this previ-
ous study was done with nonpressor doses of L-arginine ana-
logs, and since elevated pressure was found to stimulate early
index of hypertrophy in isolated mesenteric arteries,'®' we
measured in vivo protein synthesis during acute administration
of a pressor dose of L-NA in the current study. Our results have
2 implications: (1) the measurement of protein synthesis is a
good early index of the type of remodeling that will ensue (en-
hanced in hypertrophic remodeling, but normal in eutrophic
remodeling), and (2) the function of ERK1/2 in small arteries
may not be related to growth. The mechanism by which the
function of ERK1/2 is redirected is not known. However, the
involvement of ERK1/2 in the vasoconstriction of arteries
that will eventually undergo eutrophic remodeling is of great
interest, considering the growing body of evidence indicating
that specific members of MAPKs, including ERKs, mediate
ECM and integrin-derived signaling events in vascular re-
sponses.' 33 Indeed, the contribution of factors involved in
the interaction of vascular smooth muscle cells with extracel-
lular matrix components represent an avenue to determine the
transition of vasoconstriction to eutrophic remodeling,?

Since PD98059 abrogated ERK 1/2 phosphorylation and
L-NA—induced contraction in mesenteric arteries, it was ex-
pected to lower L-NA-induced elevation of arterial pressure.
This was clearly not the case, and we believe that these results
could be related to the site of injection of PD98059. Indeed, is
it possible that because of its chemical properties,*® with lim-
ited tissue diffusion after intraperitoneal injection, the action
of PD98059 could have been most prominent in the mesenteric
bed, which contributes only partially to total peripheral vascu-
lar resistance under NOS inhibition.>® Thus, other vascular
beds unaffected by PD98059 could still explain the elevation
of arterial pressure.

Limitations

The increased mCSA observed after chronic NOS inhi-
bition in femoral arteries in the present study suggests that NO
modulates vascular growth. Alternatively, the pressure in-
crease produced by small artery vasoconstriction could also
influence growth of femoral arteries, as an elevation of trans-
mural pressure has been shown to induce growth of vascular
smooth muscle cells in large arteries through ERK1/2 phos-
phorylation.!” However, we have previously reported that
acute treatment with a nonpressor dose of 3 different L-
arginine analogs increased protein synthesis in large arteries,”
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suggesting that NO has a pressure-independent growth-
inhibitory effect. In the present study, the pressure dependence
of the responses cannot be accounted for, and it is likely that
both pressure and NOS inhibition contribute to the trophic re-
sponse. One further limitation of working in vivo is the pres-
ence of several modulatory mechanisms. Thus, it is not pos-
sible to rule out the involvement of neurohumoral influences
on large-artery SMC growth or proliferation during chronic
NOS inhibition. Indeed, NO has been shown to interact with
several systems, such as sympathetic nerve fibers, the renin-
angiotensin system, and endothelin-1,>-% all of which could
contribute to the trophic process. Furthermore, all of these sys-
tems also stimulate the ERK 1/2 signaling pathway.**~*' How-
ever, considering that these trophic factors also cause hyper-
trophy of small arteries,”>*7*? their activation would have to
be localized only to larger muscular arteries in the L-NAME
model, since small arteries did not develop hypertrophy. Al-
ternatively, their activation in small arteries could contribute
only to the initial vasoconstriction, as it was previously sug-
gested that the elevation of arterial pressure during acute NOS
inhibition depends mainly on endothelin.**** It was not the
aim of the present study to examine the intermediate effectors
between NOS inhibition and the parameters studied, but to
document the final effects in vivo. Nonetheless, measure-
ment of plasma renin activity confirms that the circulating
renin-angiotensin system is not implicated in NOS-induced
vasoconstriction.

CONCLUSION

Our results do not prove that wall stress is a determinant
of vascular hypertrophy, but do lend further support to the con-
cept. Indeed, normalization of this parameter in small resis-
tance arteries through vasoconstriction blunts protein synthe-
sis, and is associated with eutrophic remodeling in this
vascular bed. In contrast, larger muscular arteries tend to nor-
malize the elevated wall stress by thickening their wall. Ac-
cording to our working hypothesis, this could be secondary to
the observation that they are not acutely compensating by a
reduction of lumen diameter. The signaling element ERK1/2
appears to be involved in both conditions, but heterogeneity
seems to occur in its effects. Indeed, our previous report sug-
gested that ERK 1/2 contributed to large artery hypertrophy un-
der NOS inhibition,?* and our new findings suggest that
ERK1/2 contributes to small-artery vasoconstriction in vivo.
These observations obtained from intravital microscopy could
explain, at least in part, the heterogeneous vascular remodeling
observed during NOS inhibition and, eventually, in essential
hypertension.
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ABSTRACT

As in essential hypertension, L-NAME-induced hypertension leads to eutrophic
remodeling (reduced lumen diameter without change in cross-sectional area) in small resistance
arteries. During this process, small resistance arteries could reorganize their actin-based
cytoskeleton by altering signaling involved in this cellular process. Our objective was to identify
a specific marker for eutrophic remodeling by measuring the kinetic of expression of proteins
implicated in actin polymerization, such as Dial, p38 MAPK and p21-activated protein kinase
(PAK1), during NOS inhibition. Wistar rats were treated with L-NAME (50 mg/kg/day) during 1,
3, 6 and 24 hours, and 3, 7 and 14 days. Another group of rats received angiotensin II (as a
comparative model of hypertrophic remodeling) at a dose of 200 ng/kg/min for similar durations.
A third group of rats served as controls. Mesenteric arteries were harvested and used for the
measurement of their structure and of protein expression by western immunoblotting. In the L-
NAME group, Dial increased transiently to become reduced after 3 days. The expression of p38
MAPK increased after 3 and 7 days of treatment, while that of PAK1 increased up to four folds
throughout the treatment interval. In the ANG II-treated rats, p38 MAPK increased after 1 hour to
return to baseline values. Ang II did not modify Dial and PAKI1 protein expression. In
conclusion, we observed a marked and sustained over expression of PAK1 in mesenteric arteries
during chronic L-NAME-induced hypertension. Considering that PAK1 is known to stabilize
polymerized actin filaments, this process appears significant during the development

hypertension-induced eutrophic remodeling.

Keywords: vascular remodeling, L-NAME-induced hypertension, resistance arteries, actin

polymerization, PAK1
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INTRODUCTION

Small resistance arteries adapt to chronic elevation of arterial pressure by increasing their
media to lumen ratio (M/L), in order to normalize their wall stress'. In essential hypertension,
these arteries undergo a reduction of their lumen diameter without alteration of cross-sectional
area (CSA), a process known as inward eutrophic remodeling™*. This remodeling is probably not
without consequences. Indeed, considering Poiseuille’s relation which dictates that the resistance
varies inversely with the fourth power of the blood vessel radius, eutrophic remodeling is likely
to contribute to the total peripheral resistance elevation seen in hypertension'. Moreover, there is
mounting evidence that eutrophic remodeling contributes to hypertension-induced target organ
damage* . Endothelial dysfunction is a another key vascular alteration of essential hypertension,
resulting mainly from an impairment of nitric oxide (NO) availability®’. Interestingly, chronic
nitric-oxide synthase (NOS) inhibition with Ny-nitro-arginine-methyl ester (L-NAME), leads to
hypertension in rats®, characterized by increased peripheral resistance’ and inward eutrophic

remodeling of resistance arteries'™'".

Since small arteries contribute to the elevation of arterial pressure by reducing their lumen
(contraction leading to peripheral resistance), they simultaneously normalize their wall stress,
which is believed to eliminate the need for a hypertrophic response to the pressure load'> .
Additional studies, including ours, have proposed that sustained small artery vasoconstriction
precedes inward eutrophic remodeling'* '*. However, there is a lack of understanding of how
active vasoconstriction evolves into structural remodeling. Recent studies have demonstrated that
smooth muscle cells adapt to changes in their external environment by reorganizing their actin-
based cytoskeleton and by altering signaling pathways that regulate contractile protein activation
and function'®'’. Small GTPases, such as Rho and Rac have been reported as molecular switches

for actin cytoskeletal reorganization '* '°.

The hypothesis tested is that during eutrophic remodeling, vascular smooth muscle cells
reorganize their actin-based cytoskeleton by altering signaling dynamically involved in actin
remodeling. Since Rho and Rac also contribute to a wide range of cellular responses (growth,
migration), measuring the expression of their downstream effectors known to be directly involved
in actin polymerization appeared more appropriate. Our objective was thus to determine the

kinetic of mDial (Rho pathway), p38 MAPK and p21-activated protein kinase (PAK1, Rac
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pathway) expression, in an in vivo model of eutrophic remodeling (L-NAME rat model). A
comparative in vivo model known to induce hypertrophic remodeling in small resistance arteries
(ANG II administration *?') was used in an effort to find signaling events specific for eutrophic

remodeling.

METHODS

Treatments

Male Wistar rats weighing between 250 and 275 g were purchased from Charles River
(St-Constant, Canada). All protocols were approved by the Animal Care Committee of Université
de Montréal. A group of rats were treated with L-NAME at a dose of 50 mg/kg/day and were
sacrificed after 1, 3, 6 and 24hours, and 3, 7 and 14 days. Drug treatments less than 24 h were
made by intravenous infusion and for longer times of treatment, L-NAME was added to the
drinking water. A second group of rats received ANG II at a dose of 200 ng/kg/minutes following
the same time course as L-NAME treated rats. ANG II was administrated intravenously for 1, 3
and 6 hour subgroups, and through osmotic pumps (Alzet, models 1002 and 1003D, Cupertino)
for other time points. Finally, a third group of rats served as controls. Twenty four hours before
sacrifice, a polyethylene catheter (PE10 tubing welded into a PE50 tubing) was inserted in the
femoral artery under anesthesia with sodium pentobarbital (50 mg/kg, i.p.). This allowed for
measurements of arterial pressure through a pressure transducer in awake and freely moving
condition. Rats were sacrificed by pentobarbital overdose (150 mg/kg) and a third order artery
from the mesenteric tree was used for measurement of arterial structure in rats treated for 14 days
with L-NAME or Ang II and in age-matched control rats (n=8/group). In our experience, 14 days
represent the minimal period to observe significant remodeling **. Mesenteric artery structure was
determined in a perfused vessel chamber (Living System Instrumentation, Burlington, USA) at a
constant perfusion pressure of 40 mmHg in fully relaxed conditions, as previously described *.
This allowed for the measurements of lumen diameter, external diameter and media thickness of
small mesenteric arteries, from which media to lumen ratio (M/L) and cross-sectional area (CSA)
were calculated. Mesenteric CSA was calculated as (7/4) x [(External diameter)’-(internal

diameter)?].
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Western immunoblotting

All the arterial mesenterium, excluding the superior mesenteric artery, were harvested and
frozen at —80C. Samples were pulverized in dry ice and liquid nitrogen and homogenized using
polytron in ice-cold lysis buffer (PBS 20%, Igepal CA-630 1%, Na-deoxycholate 0.5%, SDS
0.1%, PMSF 0.25% and aprotinine 0.1%). After 30 minutes of incubation at 4°C, the protein
supernatant was separated by centrifugation (4°C, 30 minutes, 14,000g) and protein concentration
obtained with a Micro BCA Protein Reagent Kit (Pierce). The kinetic expression of proteins
implicated in remodeling the actin-based cytoskeleton, such as mDial, p38 and PAK1 was
determined by western immunoblotting, using equal amount of protein (20 ug) loaded on a 6 %
SDS polyacrilamide gel for p140mDia and PAK1 and on a 10 % SDS polyacrilamide gel for p38.
Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane overnight at 4°C. Membranes were then
incubated with specific mDial (final dilution 1:500, BD Transduction Laboratories, Mississauga,
Ontario, Canada) p38 and PAK1 (both from at a final dilution of 1:100 and from Cell Signaling
Technology, Pickering, Ontario, Canada) antibodies overnight at 4°C. Membranes were washed
and incubated for 90 minutes at room temperature with a secondary antibody (p38 and PAK1:
anti-rabbit IgG, H&L, HRP-linked; mDial: anti-mouse IgG, H&L, HRP-linked, Cell Signaling
Technology). After the final wash, membranes were incubated 5 minutes with a
chemiluminescent substrate (ChemiGlow, Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA). Results

where normalized to control values on each gel to account for methodological variation.

Drugs and Statistical analysis

L-NAME and Ang II were obtained from Sigma (Oakville, Ontario, Canada). Data are
presented as mean + SEM. Protein expression from western immunoblotting was expressed as the
percent change from control values obtained on the same gel. Statistical analysis was performed
by ANOVA followed by Bonferroni's correction for multiple comparisons (hemodynamic and
mesenteric artery structure) and by One-sample analysis for Western blots (comparing to the

reference value of 100%). A P value less than 0.05 was considered significant.

Page 5



Girardot et al. Pak1 as a marker of eutrophic remodeling

RESULTS

Haemodynamic and resistance arteries structure

Inhibition of eNOS with L-NAME increased significantly the mean arterial pressure
already from 1 hr until 14 days of treatment (Fig. 1A). In contrast, mean arterial pressure

remained similar to control values in ANG Il-treated rats.

After 14 days of L-NAME and ANG II treatment, internal and external diameters were
modified. In the L-NAME group, internal diameter was reduced (from 244.4 + 8.1 um in controls
to 236.9 £ 5.5 pm, p < 0.05), while the external diameter was unaltered (284.3 + 8.3 and 283.2 +
6.6 pm, respectively). In Ang II-treated rats, both internal (299.3 + 19.2 ym) and external (361.3
+ 16.9 um) diameters increased (p>0.05). Thus, M/L ratio was increased in both groups (Fig.
1B), but CSA was only enhanced in the ANG II group (Fig. 1C).

Kinetic of protein expression

The expression of mDial increased rapidly after 1 hour of L-NAME administration but
decreased significantly at 3days and remained below control values thereafter (n.s.) (Fig. 2A). In
contrast, ANG II had no significant effect on mDial expression in mesenteric arteries (Fig. 2A).
The mesenteric artery expression of p38 MAPK increased slowly at 3 and 7 days to return to
baseline levels at 14 days of L-NAME treatment (Fig. 2B). In contrast, Ang II induced only a
transient elevation of p38 MAPK at 1 hr (Fig. 2B). In L-NAME treated rats, PAK1 expression
was increased significantly throughout the time course, except for the 6 hr and 14 days time
points where the elevation did not reach statistical significance (Fig. 2C). Mesenteric artery
PAKI1 expression in the ANG II group was not different from controls (Fig. 2C). To further
confirm that PAK1 was limited to eutrophic remodeling, its kinetic of expression was measured
in the aorta of the same L-NAME treated rats. As shown in figure 3A, PAK1 expression in the

aorta did not differ from control values.

Since mDial and PAK1 are effectors of the Rho and the Rac pathways, respectively, and
that these pathways appear to have antagonistic effects (see discussion), we are proposing that the

PAK1/mDial ratio could represent an index of the dominant pathway in terms of actin
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polymerization. Figure 3B illustrates that in small mesenteric arteries undergoing eutrophic
remodeling, the Rac pathway predominates, reaching significance after the first day of the

remodeling process.

DISCUSSION

Nitric oxide synthase inhibition led to a predictable elevation of mean arterial pressure
from 1 hour to 14 days of treatment. Moreover, the structural measurement of mesenteric arteries
after 14 days of L-NAME treatment, showing an increase of the M/L ratio without elevation of
the CSA, confirmed the type of remodeling expected in this model'™ ', which is comparable to
small artery remodeling found in patients with essential hypertension®. Previous studies have
shown that Ang II induces hypertrophy of small arteries partially by a pressure-independent
mechanism®" #*, For that reason, the Ang II model was selected to compare the kinetic of
expression of candidate proteins with that of the L-NAME model. The dose of Ang II selected
was previously reported to produce an elevation of arterial pressure of approximately 30 mmHg
20.24 However, our results did not show any significant elevation of blood pressure for reasons
that we are unable to explain. Nonetheless, the expected increase in small artery M/L ratio and
CSA characterizing hypertrophic remodeling was observed, lending strong support to the

proposed pressure-independent trophic effect of Ang II.

Our general hypothesis is that an initial vasoconstriction of small arteries, which
contributes to the elevation of arterial pressure, evolves into eutrophic remodeling. We explored
the involvement of VSMC actin-based cytoskeleton reorganization as a link between
vasoconstriction and remodeling. Current evidence suggests that dynamic remodeling of the actin
cytoskeleton may provide an important mechanism for mechanical adaptation in smooth muscle
cells'. Indeed, there is increasing evidence that in response of external mechanical change,
contractile activation of the smooth muscle cell involves an array of cytoskeletal processes that

'6, Moreover, in

extend beyond cross-bridge cycling and sliding of thick and thin filaments
smooth muscle cells, long-term mechanical stimulus leads to a plasticity due to a rearrangement
of the contractile apparatus *. This mechano-adaptation mechanism, involving actin
polymerization, would lead to long-term contraction opposing the increased wall tension with

limited energy consumption . It has been well documented that the Rho pathway is implicated in
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sustained smooth muscle cell contraction by a mechanism underlying Ca*-sensitization through
the inhibition of myosin phosphatase activity, in addition of its action on myosin light chain
phosphorylation®®. More recently, it has been reported that Rho leads to contraction by a
mechanism implicating actin polymerization through its downstream effector mDial (mammalian
homolog of Drosophilia diaphanous)”. Indeed, Watanabe et al. have reported that mDial could
provide a direct molecular link between Rho and profilin, which have been characterized
separately as regulators of the actin cytoskeleton®. Actin polymerization by mDial seems an
important contraction mechanism when external stimuli or contraction-generated force is applied
on cells®. In the present study, we have shown a marked over expression of mDial after 1 hour
of L-NAME in mesenteric arteries, while in ANG II treated rats, mDial expression was
unchanged at all times. These findings are in agreement with our hypothesis suggesting that an
initial vasoconstriction evolves into eutrophic remodeling. Indeed, the early overexpression of
mDial in L-NAME treated rats suggests a contribution of the Rho pathway in the very early
phase by fostering acute actin polymerization. Since a significant reduction of mDial was
observed after 3 days of treatment with L-NAME, we can speculate that other mechanisms are

responsible for the consolidation of the remodeling process.

It has been suggested that the downstream effectors of Rac, such as p38 MAPK, are
activated in response to mechanical stress in vitro, leading to sustained contraction of VSMC™.
Indeed, it has been previously reported that p38 MAPK, together with heat shock protein 27
(HSP 27), was implicated in the maintenance of the contractile response and actin

3132 Moreover, another recent study has demonstrated a specific involvement of

polymerization
the p38 MAPK pathway in the mechanotransduction of wall tension in pressurized skeletal
arterioles®. Taking theses considerations into account, the late overexpression of p38 MAPK
observed in our study (days 3 and 7) suggests that it could be implicated in the transition from

vasoconstriction to eutrophic remodeling.

Evidence is mounting that PAK1 has an important role in the regulation of the actin
cytoskeleton dynamics*® *. It has been identified as a direct effector of Rac and a potential
upstream activator of p38 MAPK. The contribution of PAK1 on actin-based cytoskeleton
remodeling seems to be antagonistic to Rho-dependant MLC phosphorylation via inhibition of

the MLCK or by direct phosphorylation of myosin II heavy chain®*’. Another target of PAK for

Page 8



Girardot et al. Pak1 as a marker of eutrophic remodeling

its regulation of actin dynamics is LIM Kinase (LIMK). When activated by PAK, LIMK
inactivates cofilin and thus promotes stabilization of actin filaments ** *. Our experiments have
revealed, for the first time, a marked and sustained over expression of PAK1 in mesenteric
arteries during L-NAME treatment. Considering the in vivo nature of our experiments, where
modulations are often subtle, the magnitude of the increase suggest a prominent role of PAK1 in
the remodeling process. Interestingly, PAK1 expression was not elevated by Ang II, which
produced hypertrophic remodeling of resistance arteries. Moreover, we have measured the kinetic
of PAK1 expression in the aorta of L-NAME treated rats to confirm that its over expression in
mesenteric arteries was not explained by NOS blockade or pressure elevation. We have
previously reported that there is heterogeneous vascular remodeling in L-NAME-induced
hypertension according to the artery type, as in essential hypertension'> ** **. Indeed there is
hypertrophic remodeling of large arteries, but eutrophic remodeling of small arteries following L-
NAME treatment. Thus, PAK1 appears to be specifically up regulated in small mesenteric

arteries undergoing eutrophic remodeling, where it could promote actin filament stabilization.

As mentioned above, Rho and Rac pathways are increasingly suggested to be antagonistic.
Looking at some of their downstream effectors, our results support that such a functional
interaction occurs in vivo. The early overexpression of mDial is probably implicated in the actin
polymerization process to ensure the translation of the global vasoconstriction force to the cell, so
that wall tension is normalized. PAK 1 could then be over expressed to stabilize the polymerized
actin, preventing it from depolymerization. Simultaneously, p38 MAPK could take over the actin
polymerization process, maybe through PAK1 signaling. If we accept that mDial is a direct
effector of Rho involved in actin polymerization and that PAK1 is a direct effector of Rac
involved in stabilization of polymerization, the ratio between PAK1 and mDial expression could
provide a visual representation of the dynamics of actin polymerization. A ratio below one would
suggest active actin polymerization, while a ratio over one represents stabilization. From figure
3B, one can clearly see that during the remodeling process, actin stabilization seems to
predominate. In addition, this process appears to be engaged early on, although it became

significant at day 3.

In the ANG II-induced hypertrophic remodeling model, few of the signaling elements that

were measured in this study were modified. In the past, we have demonstrated early ERK 1/2
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activation and the involvement of a rapamycin-sensitive pathway in the trophic response®. The
early activation of the p38 MAPK pathway by Ang II has been previously reported and related to

the generation of local reactive oxygen species *°.
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Perspectives

The difficulty to dissociate the local vascular effects from the hemodynamic conditions
represents a limitation of in vivo studies. However, in the present study both cannot and should
not be dissociated, and working in vivo becomes a distinct advantage. Indeed, according to our
hypothesis, eutrophic remodeling will only occur if the arteries first constrict, which will
inevitably elevate pressure. Accordingly, in a previous study using the same L-NAME model, we
have shown that if arterial pressure is prevented from increasing by vasodilators, the remodeling
process is completely blunted''. Since the majority of studies measuring cell signaling of actin-
based cytoskeleton reorganization have been made in vitro, our study offers the advantage of
studying the expression of target proteins with time during the whole remodeling process. Thus,
the kinetic of protein expression presented here, together with a previous paper reporting the
time-course of remodeling development®, could be valuable to others wishing to study the
transition form vasoconstriction to overt remodeling. Indeed, studies of eutrophic remodeling in
vivo have traditionally been limited to long-term studies, since there were no surrogate markers of
the process. Although our finding of PAK1 overexpression needs to be substantiated in other
models, and its involvement confirmed by some kind of pharmacological intervention, we believe
that it could serve as an early marker, thus allowing shorter studies to be performed with
pharmacological agents difficult to administer in vivo for prolonged periods due to toxicity or

cost.

Conclusion

By comparing a model of small artery eutrophic remodeling to conditions of small and
large artery hypertrophic remodeling in vivo, our study allowed the identification of a signaling
element, PAK1, that is specific for eutrophic remodeling. Indeed, this downstream effector of the
small GTPase Rac involved in the stabilization of polymerized actin filaments was markedly up
regulated during the remodeling process, along with p38 MAPK also stimulated by the Rac
pathway Thus, according to the known effects of PAK1, actin filament stabilization appears to be

an intermediate step between acute vasoconstriction and chronic remodeling.
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Figure legends

Figure 1. A) Mean blood pressure (MBP, mmHg) evolution during L-NAME (50 mg/kg/day,
closed circles) and angiotensin II (200 pg/kg/minute, closed triangles) administration. Open
circles represent control rats. B) Media to lumen ratio (M/L) and C) Cross-sectional area (CSA,
x10°um?) of small mesenteric arteries measured after 14 days of L-NAME and angiotensin II
treatments. *P<0.05 versus control, ANOVA with Bonferroni's correction for multiple

comparisons.

Figure 2. Kinetic of expression of A) mDial, B) p38 MAPK and C) PAK1 during L-NAME
(closed circles) and Angiotenin II treatments (closed triangles) in mesenteric arteries. Results are
expressed as the relative optical density compared to the control value, which was normalized at
100% (line). Each time point represents the mean of 4 animals. Representative western blots for

L-NAME-treated rats are shown above each graph. *P<0.05 versus 100, One-sample analysis.
Figure 3. A) Kinetic of PAK1 expression during L-NAME treatment in the aorta. Each point

represents the mean of 4 animals. *P<0.05 versus 100, One-sample analysis. B) Ratio of relative

PAK1/mDial expression in L-NAME-treated rats. ¥P<0.05 versus 1, One-sample analysis.

Page 17



Girardot et al. Figure 1

150 -

A

: I
O o
N &

~—

(BHww) daw

{

Q0

—©

-<t

*

35

Days
Cc

*
CTL L-NAME ANG Il

144

124
104
8
6
4
2
0

(%) VN



Girardot et al. Figure 2

A
iL-u--u-- B e e J— [  — L‘“‘“’
2004 cy 6h 24h 3d 14d
£
= 150
o
o H\
o
.%
© 100 4.
=
€
50
OJ| H 1 v A T T T T T ¥
0 05 1 2 4 6 8 10 12 14
B 2ol St
2005 6h 24h 3d 7d 14d
&
o 150
©
-g M\
-
; 100
3
& 50-
OJ| Y Y ¥ A T T T T T |
0 05 1 2 4 6 8 10 12 14
C ——— — w—--M"“.:EE.“.’ il
500~ 6h 24h 3d 7d 14d
—~ 400-
é )\+\{
-
o 300 -
©
2
® 200-%/
é 100 ‘ —&
0"[ T T A ! T 1 T T )
0 05 1 2 4 6 8 10 12 14



Girardot et al. Figure 3

[~ 0

200 -

I
o O
8 D

150 S

(%) "0 aniejal IMvYd

| ] T
[{e] < §V]

oney |eiqu/LMvd

p3

-<

p— —

-0

Days



ORIGINAL ARTICLE

Chronic Nitric Oxide Synthase Inhibition Prevents New
Coronary Capillary Generation

Daphné Girardot, MSc,* Bernard Jover, PhD, | Jean-Pierre Moles, PhD, | Denis deBlois, PhD,[§
and Pierre Moreau, PhD*

Abstract: L-NAME-induced hypertension has been shown to pro-
duce concentric (eutrophic) remodeling of the heart despite an en-
hanced afterload. We postulated that nitric oxide synthase inhibition
could limit coronary capillary growth to explain the nature of remod-
eling. To test our hypothesis, we aimed at determining the effect
of endogenous and exogenous nitric oxide on coronary neovascular-
ization. Aortic and coronary rings from normotensive animals were
incubated in a three-dimensional type I collagen matrix in the
presence of L-NAME or the nitric oxide donor SNAP. L-NAME
inhibited, while SNAP stimulated, neovascularization from aortic
and coronary rings afier 12 days of in vitro incubation. In arterial rings
harvested from rats treated with L-NAME for 14 days and in which
no further in vitro treatment was added, only coronary rings showed
a reduction in new capillary generation. While confirming that
chronic L-NAME-treated rats develop concentric remodeling, the
evaluation of capillary density did not reveal any difference as com-
pared with the controls in 3 areas of the myocardium. In conclusion,
chronic inhibition of nitric oxide synthesis in vivo produces a long-
lasting reduction in the capacity of coronary arteries to generate new
capillaries in vitro. Thus, our results lend support to the hypothesis
that an inhibition of new capillary formation could prevent the devel-
opment of compensatory ventricular hypertrophy, in favor of concen-
tric remodeling.
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In patients with essential hypertension, concentric remodel-
ing is the most common change of cardiac morphology. It is
characterized by a normal left ventricular mass, but an in-
creased thickness of the ventricular wall." Concentric remod-
eling decreases the risk of mortality, as compared with eccen-
tric or concentric hypertrophic remodeling.> Mechanisms
determining the type of remodeling that patients with essential
hypertension will develop are still poorly understood. Chronic
inhibition of nitric oxide synthase (NOS) activity with N“-
nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME) leads to hyperten-
sion.>** Recent studies have shown that such a treatment, simi-
larly to essential hypertension, induces concentric eutrophic
remodeling of the heart.>® Moreover, these studies have re-
ported that this adaptation of the left ventricle to the chronic
pressure overload normalizes cardiac systolic stress. Further-
more, concentric remodeling decreases passive myocardial
stiffness, allowing greater muscle strain for a given diastolic
stress of preload® and an enhanced left ventricular (LV) con-
tractile reserve in response to calcium.®

Angiogenesis, defined as new blood vessel growth from
existing vessels, has been observed in chronic pathologic is-
chemia, wound healing, tumor growth, and metastases.” Fur-
thermore, it has been observed that angiogenesis and compen-
satory muscle hypertrophy are temporally coupled, suggesting
that muscular hypertrophy requires angiogenesis.® Several in
vitro and in vivo studies have demonstrated a direct involve-
ment of NO in angiogenesis.” ' We hypothesized that endo-
thelial dysfunction (reduction in NO release/availability) in
hypertension could affect the compensatory ventricular hyper-
trophy expected with an enhanced afterload, by limiting coro-
nary capillary growth. To lend support to this hypothesis, we
aimed at determining the effect of NO on coronary neovascu-
larization measured in three-dimensional type I collagen cul-
tures following in vitro and in vivo L-NAME treatments, us-
ing the aorta as a comparative artery. The effect of chronic

| Cardiovasc Pharmacol™ e Volume 44, Number 3, September 2004



| Cardiovasc Pharmacol™ * Volume 44, Number 3, September 2004

NO and Coronary Capillaries

L-NAME on myocardial structure and capillary density was
also assessed to support the hypothesis.

METHODS

Treatments

Male Wistar rats weighing between 250 to 275g were
purchased from Iffa-Credo (L’Arbresle, France) for the in
vitro neovascularization experiments, which were divided in
in vitro and in vivo experiments. In the former, culture medium
(see below) was either used alone (control group, n = 9) or
supplemented with L-NAME (1 mmol/L, n = 8), the NO donor
S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, 0.1 mmol/L, n = 7),
or both (n = 6). In the in vivo study of neovascularization, rats
were treated with L-NAME at a dose of 50 mg/kg/d (dissolved
in drinking water) during 14 days (n = 4 rats, two rings from
each rat were averaged and an n of 4 was used in statistical
analysis). Untreated rats served as controls (n = 4 in replicate).
Additional control and in vivo L-NAME-treated rats from
Charles River (St-Constant, Qc, Canada) were used for the car-
diac structure and capillary density evaluation (n = 7/group).
The local animal care committees approved all protocols.

Neovascularization

Neovascularization was measured as described previ-
ously."? Briefly, the abdominal aorta and the heart were re-
moved from untreated (in vitro and control animals for in vivo
experiments) or L-NAME-treated (in vivo experiments) rats
under a binocular dissection microscope. One-millimeter-
thick aortic and coronary rings from the septum were prepared
in a sterile Hanks balance salt solution (HBSS) and embedded
in a three-dimensional gel of type I collagen on a 24-well plate
at 37°C. Type I collagen was obtained from rat-tail tendon as
described by Elsdale and Bard.'* Gels of collagen were pre-
pared according to Montesano et al '3 by quickly mixing at 4°C,
1:2 rat-tail collagen solution (3 mg/ml) 1:2.5 DMEM, 1:17 so-
dium bicarbonate (0.1 N). Gelation was allowed to take place
at 37°C for 30 minutes by coating each well with 0.5 mL of the
collagen solution. After gelation, Dolbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) solution supplemented with L-glutamine,
endothelial cell growth supplement (ECGS, 15 mg/mL), 10%
fetal calf serum, epidermal growth factor (EGF, 10 ng/mL),
and insulin (5 pg/mL) was added to the wells. Embedded artery
rings were then incubated for 12 days at 37°C. All cultures
were observed every second day with an inverted microscope
equipped with a 35-mm camera. Final quantification of new
tube growth and ramification was performed on images cap-
tured after 12 days of culture. The number of tubes emerging
from the artery and the number of ramifications from each of
these new capillaries were added to obtain a final score. The
data are expressed as a percentage of growth relative to the
control wells on each plate, to reduce the influence of plate-to-
plate variability. In the in vivo study, however, absolute values
are given since fewer plates were required.

© 2004 Lippincott Williams & Wilkins

Cardiac Morphometry and Capillary
Density Measurement

After treatment, rats were anesthetized with sodium pen-
tobarbital (50 mg/kg, i.p.) and instrumented using a polyethyl-
ene catheter (P10 tubing welded with a PE 50 tubing) in the
right femoral artery. Mean arterial pressure was recorded 24
hours later in the awake and freely moving rats through a pres-
sure transducer. Rats were killed and hearts were removed,
transferred in cold Krebs solution, and weighed. Slices from
the base of the heart were fixed with 4% paraformaldehyde
PBS solution for 24 hours. This method yields similar struc-
tural observations such as using KCl to stop the heart in dias-
tole.'® Structural parameters of the left ventricle (cavity diam-
eter, external diameter, wall thickness, and CSA) were
obtained by digital morphometry on 4-um paraffin-embedded
histologic slices. Wall/lumen ratio and wall stress (in
dynes/cm?® = pressure - lumen diameter - 1334/wall thickness)
were calculated from the morphometric values.

Capillary density was obtained from serial sections of
the basal part of the left ventricle. The tissue sections were first
heated and dewaxed with ethanol and then blocked with sapo-
nine-EGTA solution for 15 minutes at room temperature. Tis-
sue sections were rinsed with PBS and incubated with lectin
TRITC labeled from Bandeirarea simplicifolia (5 pg/ml) for 1
hourat 37°C. After 4 washes with PBS, sections were mounted
with Vectashield. Slides were kept in the dark at 4°C until mi-
croscopic analysis. Capillary density was determined in sec-
tions labeled with lectin and was based on quantification of
positively labeled structure with <8 pm lumen size and with 1
nucleus (endothelial cell) per mm?. Only sections oriented per-
pendicular to the capillaries were counted. Vessel density was
evaluated by a blinded investigator throughout the subendo-
cardium, midmyocardium, and subepicardium of the circum-
ference of the left ventricle, in two different areas for each
ventricular layer (the duplicates were averaged). Capillaries
were counted (400%) by use of fluorescent microscopy.

Drugs and Statistics

L-NAME, SNAP, ECGs, EGF, and IGF were obtained
from Sigma. HBSS, DMEM, HAM F12, FVS, penicillin, and
fungizone were obtained from GibcoBRL-Life Technologies.

Data are presented as mean £ SEM. Statistical analysis
was performed by one sample analysis when controls were
normalized to 100 (Fig. 1), or by unpaired ¢ test. P < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Neovascularization

In the in vitro study of neovascularization, the presence
of L-NAME (1 mM) in the culture medium significantly de-
creased the relative (control = 100%) neovascularization from
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FIGURE 1. Relative capillary growth of (A) aortic and (B) coro-
nary artery rings from normotensive rats (normal culture con-
dition (CTRL) was normalized to 100%). Drugs were added
only to the culture medium: .-NAME (1 mmol/L), S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP, 0.1 mmol/L), or both for 12 days,
at which time the capillary growth was quantified (see meth-
ods), n = 6-9. Data are presented as mean * SEM, *P < 0.05
versus 100, one sample analysis.

normotensive aortic and coronary rings by 35.5 £ 9.9%, and
57.9 + 6.7%, respectively (P < 0.05) (Fig. 1). When compared
between arteries, the effect had a tendency to be of greater
magnitude in coronary arteries (P = 0.08). The addition of
SNAP (0.1 mM) in the culture medium significantly increased
growth of new vessels from both artery rings (27.3 £ 9.2% in
aortic rings; 85.6 + 28.1% in coronary rings, P <0.05). Again,
coronary arteries had a tendency to be more sensitive (P =
0.07). Simultaneous incubation with L-NAME and SNAP ab-
rogated the effect of either drug used alone.

In the in vivo study, treatment with L-NAME (50
mg/kg/d during 14 days) significantly increased mean arterial
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pressure, as expected (Fig. 2). Angiogenesis from aortic rings
was not altered in chronic L-NAME treated rats as compared
with controls (Figs. 2 and 3). In contrast, however, chronic
NOS inhibition led to an impaired neovascularization from

A
160-

120

80-

MAP (mmHg)

2
3
1

40 - *

L

CTRL L-NAME

FIGURE 2. (A) Mean arterial pressure (MAP) and absolute cap-
illary outgrowth of (B) aortic and (C) coronary artery rings
from normotensive (CTRL) and L.-NAME-treated rats in vivo
(n = 4 rats, two rings from each rat were averaged). No drugs
were added to the culture medium. Data are presented as
mean + SEM, *P < 0.05 versus Control rats, unpaired t test.

Absolute capillary
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FIGURE 3. Representative pictures of tube
outgrowth after 12 days of incubation from
aortic rings harvested from (A) control and
(B) .-NAME-treated rats in vivo. (C) Coro-
nary artery tube formation from control
and (D) L-NAME-treated rats. The reduction
of coronary neovascularization with t-
NAME (D versus C) is evident.

coronary rings as compared with control values (Figs. 2 and 3). Body weight, heart weight, and heart weight/body weight ratio
It must be reemphasized that modulators of NO were notadded ~ (HW/BW) of L-NAME hypertensive rats was similar to that of
acutely in the culture medium in these experiments. untreated rats (Table 1). Detailed morphologic analysis dem-
onstrated that chronic NOS inhibition induced a change in left

Ventricular Structure and Capillary Density ventricular (LV) geometry, as compared with control animals.
In this study, chronic in vivo administration of L-NAME  Specifically, a decreased LV cavity chamber size and an in-

also significantly increased mean arterial pressure (Table 1). creased relative wall thickness were observed, leading to an

TABLE 1. Cardiac Morphological Characteristics and Capillary Density in
Control and In Vivo I-NAME-Treated Rats, n = 7/Group

Parameters Control L-NAME
Body weight (g) 339 + 19 362+ 8
Heart weight (mg) 901 +£23 995 + 33
HW/BW ratio (mg/g) 2.66+0.13 2.75 £ 0.69
MAP (mm Hg) 96 £ 5 118 £ 5*
Heart rate (bpm) 385+ 8 371 £ 19
LV cavity diameter (mm) 3.52 +0.05 3.01 £ 0.09*
LV external diameter (mm) 7.79 £0.25 8.16 £0.23
LV wall thickness (mm) 2.14+0.12 2.58 +£ 0.08*
Wall/lumen ratio 0.607 + 0.035 0.858 + 0.024*
LV CSA (mm?) 38.1+29 455+25
Wall stress (dyn/cm?) 274 x 10* £ 14 x 10 226 x 103+ 10 x 107*

Mean capillary density

in LV (capillaries/mm?) 1747 + 113 1621 £ 93
Subendomyocardium 1928 + 154 1606 + 157
Midmyocardium 1936 £ 171 1895 + 107
Subepimyocardium 1201 £ 109 1361 £ 111

Total capillaries in a cross section 78832 + 2927 78870 £ 3121

HW/BW, heart weight/body weight ratio, MAP, mean arterial pressure; LV, left ventricle;
CSA, cross-sectional area.
*P < 0.05 vs control values (unpaired r-test).
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increased wall to lumen ratio (W/L, Table 1). Furthermore, LV
cross-sectional area (CSA) was similar in L-NAME-treated
and in control rats, confirming the lack of hypertrophy sug-
gested by the normal HW/BW. Altogether, these data suggest
that chronic NOS inhibition led to concentric cardiac remod-
eling. Calculation of ventricular wall stress revealed that the
increase in pressure was overcompensated by cardiac remod-
eling in L-NAME-treated rats (Table 1).

Capillary density analysis showed no significant differ-
ences between L-NAME-treated and untreated rats in all 3
myocardial areas, although there was a tendency for lower cap-
illary density in the subendomyocardium L-NAME-treated
rats. Estimated total capillaries in a cross-section did not differ
between the groups.

DISCUSSION

According to several in vitro and vivo studies, NO is
directly involved in angiogenesis.®~'? Compounds of different
chemical nature that mimic the effect of NO, like NO donors
such as SNP, promote endothelial cell proliferation and migra-
tion in vivo and in vitro, while inhibitors of NOS suppress
these responses.'” Our results of acute neovascularization are
consistent with the concept that endogenous NO is involved in
the process. Indeed, aortic and coronary angiogenesis was de-
creased with the addition of L-NAME in the culture medium.
Furthermore, supplementation of the culture medium with an
NO donor, SNAP, increased neovascularization. When both
drugs were used in combination, a net effect could not be ob-
served, suggesting that endogenous NO (inhibited by L-
NAME) and exogenous NO have additive effects. In other
words, endogenous NO continues to influence neovasculariza-
tion even in the presence of an NO donor. Interestingly, the
magnitude of the response in coronary arteries (to NOS inhi-
bition or exogenous NO), tended to be superior to that of the
aorta, suggesting that coronary arteries could be more sensitive
or responsive to angiogenesis modulation by NO. In that re-
spect, the dose of L-NAME used in this study (1 mM) was
similar'®'? or even less?° as compared with other in vitro stud-
ies measuring the contribution of NO in the angiogenesis pro-
cess.

The major new finding of this study was that chronic in
vivo NOS inhibition led to a persistent reduction of the coro-
nary angiogenic capacity. [n contrast, the ability of aortic rings
to generate new tubes was not modified by treating rats chroni-
cally with L-NAME. This difference could be explained by the
lower sensitivity or responsiveness of the aorta to NO, as sug-
gested by our in vitro experiments. We have also observed that
coronary arteries precontracted with phenylephrine also relax
significantly more than aortic rings to sodium nitroprusside
(79.4 versus 37.8%), suggesting that their general responsive-
ness to NO is enhanced (data not shown). Our results would
therefore implicate that different types of arteries (conduc-
tance versus more muscular) could respond differently to an-
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giogenic stimuli or inhibitors, including endothelial dysfunc-
tion.

The evaluation of cardiac morphology revealed that the
LV underwent concentric remodeling. Indeed, chronic treat-
ment with L-NAME led to a decreased LV chamber size, and to
increases in wall thickness and in wall to lumen cavity ratio.
Both HW/BW and CSA of the LV supported an absence of
cardiac hypertrophy after chronic NOS inhibition. Our results
are in line with previous work reporting that .-NAME-induced
hypertension was associated with a distinct pattern of LV re-
modeling, characterized by a decrease in LV chamber size
relative to wall thickness in the absence of an increase in LV
mass.>® We found wall stress on the left ventricle to be re-
duced in L-NAME-treated rats as compared with controls, sug-
gesting that the change in geometry overcompensated the
blood pressure increase. Accordingly, functional evaluation of
the heart did not reveal any differences between control and
L-NAME-treated rats.>° In contrast to the concentric remodel-
ing observed in this and other studies, other groups have re-
ported cardiac hypertrophy in hypertensive rats subjected to
chronic NOS inhibition.?’ 2 In that respect, Arnal et al**
found significant myocardial hypertrophy only in 6 of 25 rats
with L-NAME-induced hypertension. Interestingly, only these
6 rats showed elevated plasma renin activity (PRA). Thus, as
previously discussed elsewhere,? the renin angiotensin sys-
tem appears important to mediate cardiovascular hypertrophy
in this experimental model. We found no increased PRA after
14 days of treatment with L-NAME at a dose of 50 mg/kg/d
(data not shown). Alternatively, it has been postulated that the
development of cardiac hypertrophy could depend on the dos-
age of L-NAME and the duration of treatment.?' However, our
results are similar to those obtained in rats treated with 50
mg/kg/d for 6 weeks® and 100 mg/kg/d for 8 weeks.® It is still
unclear as to what triggers the activation of the RAS in the
L-NAME model, but renal injury appears to be a likely candi-
date. Nonetheless, our results suggest that the L-NAME model
can reproduce the concentric cardiac remodeling observed in
essential hypertension when the RAS is not activated.

Blood vessel recruitment is an important feature of nor-
mal tissue growth. It has been observed that compensatory
muscle hypertrophy and angiogenesis are temporally
coupled.® Numerous evidences have also shown a positive cor-
relation between coronary vascular growth (and/or capillary
growth) and cardiac hypertrophy, depending upon specific
factors associated with either species or models of cardiac hy-
pertrophy.2® During development of pressure overload hyper-
trophy, structural remodeling and angiogenesis occur. Studies
manipulating coronary microvascular growth during the de-
velopment of LVH suggest that angiogenesis is an important
factor in maintaining coronary capillary density.?*° Indeed,
as cardiac hypertrophy develops, the flow through any given
capillary needs to increase in proportion to the magnitude of
the enhanced metabolic demand.?® It is thus interesting that
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Kubis et al*® observed left ventricular hypertrophy and normal
capillary density (suggesting proportional capillary growth) in
hypertensive mice lacking the eNOS gene. Although these re-
sults suggest that NO does not modulate capillary growth and
associated hypertrophy, they have not determined the possible
contribution of compensatory mechanisms in the angiogenic
process, nor the possible contribution of the RAS system in
their model. In contrast to the results obtained in eNOS knock-
out mice, there was no increase in ventricular mass in L-
NAME-treated rats (see above). Since capillary density was
similar to controls, this suggests that the net amount of capil-
laries was not modified. Considering that chronic NOS inhibi-
tion reduced the capacity of coronary arteries to generate new
vessels in vitro, it is tempting to speculate that reduced capac-
ity to stimulate proportional capillary angiogenesis in vivo
could impede on the development of compensatory ventricular
hypertrophy. To support our hypothesis, a study specifically
designed to address the capillary/tissue growth relationship re-
ported that mice in which NOS was pharmacologically inhib-
ited or mice lacking eNOS had a marked reduction in compen-
satory lung growth.3! Furthermore, 2 studies have reported
that chronic NOS inhibition prevents the development of ven-
tricular hypertrophy induced by DOCA-salt treatment®? or by
a carotid arterio-venous shunt.*?

Our study has limitations, including a very superficial
evaluation of the mechanisms explaining the difference in re-
sponsiveness to NO between the aorta and coronary arteries.
The amount of coronary arteries collectable to measure bio-
chemical parameters, such as cGMP, guanylate cyclase of
even NOS, is insufficient. In addition, it is difficult to extrapo-
late results obtained in vitro to the in vivo situation. Thus, our
study lends support, but does not prove that lack of ventricular
hypertrophy is directly linked to inhibition of neovasculariza-
tion. The method used to harvest and fix the heart did not use
KCl to clearly stop the heart in diastole. Nonetheless, we have
evidence that the dimensions obtained are in accordance with
this technique. Finally, some rats were treated in France, while
others came from Canada. The arterial pressure is different be-
tween the two sets of experiments and we cannot exclude that
other parameters may vary as well.

CONCLUSION

Chronic inhibition of NO synthesis in vivo produces
concentric remodeling of the heart and a long-lasting reduction
in the capacity of coronary arteries to generate new tubes in
vitro. Although present experiments do not allow us to causal-
ly relate the inhibition of capillary growth to concentric (eu-
trophic) ventricular remodeling, our results nonetheless lend
support to the hypothesis that an inhibition of new capillary
formation could prevent the development of compensatory
ventricular hypertrophy, at least when the RAS is not acti-
vated.

& 2004 Lippincott Williams & Wilkins
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