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SOMMAIRE

L'hypertension artérielle est associée a diverses altérations cardiagues
comprenant 'hypertrophie du ventricule gauche, ainsi que des changements dans la
microvasculature et la matrice extracellulaire. Toutes ces modifications peuvent
engendrer, a leur tour, des complications cardiovasculaires. Plusieurs peptides
vasoactifs participent dans la pathogénése et la pathophysiologie de I'hypertension
artérielle. De ces peptides, la famille des endothélines (ET), particulierement
I'endothéline-1 (ET-1), semble jouer un réle important dans I'élévation de la pression
artérielle et ses complications cardiovasculaires dans plusieurs modeles
expérimentaux. La participation potentielle de I'ET-1 dans quelques modeles
d'hypertension expérimentale, tels que celui induit par 'administration de I'acétate de
déoxycorticostérone (DOCA) et du sel, a été suggérée suite a la découverte de
I'expression vasculaire accrue de ce peptide dans ce modéle. De plus, 'ET-1 amene
une variété d'effets biologiques dont la contraction et la croissance des cellules
musculaires lisses. Les effets sur ces cellules sont médiés majoritairement via le
récepteur ET, et touchent entre autres les petites artéres, qui peuvent présenter
alors des altérations significatives. Egalement, I'ET-1 est impliquée dans
I'hypertrophie des cardiomyocytes, ainsi que dans linduction de la synthése du
collagéne par les fibroblastes cardiaques et, de ce fait, a une influence sur le
développement de I'hypertrophie ventriculaire gauche. Cette hypertrophie engendre
le remodelage cardiaque qui est principalement caractérisée par une augmentation
du volume des cardiomyocytes accompagnée de changements dans la matrice
extracellulaire, particuliérement du dépét de collagéne. La fibrose cardiaque, a son
tour, en augmentant la rigidité et en diminuant I'efficacité de la contraction du muscie

cardiaque, peut conduire a linsuffisance cardiaque. Afin de vérifier 'hypotheése de la
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contribution de I'ET-1 aux changements dans la microvasculature ainsi que dans la
fibrose cardiaque via le récepteur ET,, nous avons utilisé un modéle de rat
hypertendu DOCA-sel chez lequel [Iendothéline semble impliquée dans
I'hypertension. Le but de I'étude était principalement de démontrer l'efficacité d'un
traitement a l'aide d'un antagoniste du récepteur ET, de 'endothéline, le A-127722,
dans la prévention de certaines modifications cardiovasculaires engendrées par
fhypertension chez ce modéle de rat hypertendu. Parmi les changements
vasculaires relatifs a I'hypertension, les altérations significatives se retrouvent
principalement au niveau des petites artéres, des artérioles et des capillaires. Ainsi,
les artérioles coronaires (diamétre de la lumiére <20pum), qui jouent un rble important
dans la résistance au flot sanguin, et les capillaires (diametre de la lumiere <8um),
qui sont impliqués dans I'approvisionnement de l'oxygéne et des nutriments aux
tissus, ont été étudiés. Pour ce faire, une méthode immunohistochimique spécifique
a chaque vaisseau a été utilisée. Nous avons donc fait 'étude de ces vaisseaux,
puisque des anormalités dans la distribution, la densité, la longueur et la tortuosité
de ceux-ci peuvent affecter la résistance vasculaire coronaire et contribuer a
l'ischémie myocardique. Dans la seconde partie, nous avons fait 'étude de la fibrose
cardiaque, et ce, par la quantification du collagéne dans diverses régions du
ventricule gauche. Pour ce faire, nous avons effectué une méthode colorimétrique,
utilisant le Sirius Red F3BA, suivie d'imagerie microscopique. Comme la déposition
de collagéne peut étre attribuée & une augmentation de la synthése de procollagene
| et lll suite, en partie, & une augmentation du TGFp4, un facteur de croissance
stimulant cette synthése, l'analyse de ces demiers a été effectué par RT-PCR et par
Western blot respectivement.

Les résultats de notre étude démontrent que, chez le modéle hypertendu

DOCA-sel, la densité des artérioles et des capillaires sont altérés significativement



dans la région du myocarde sous-endocardique du ventricule gauche. En fait, une
augmentation de la densité artériolaire et une diminution de la densité des capillaires
ont été observées dans cette région du myocarde. L’administration de I'antagoniste
du récepteur ET, de I'endothéline, le A-127722, a semblé prévenir partiellement ces
modifications microvasculaires. Dans la seconde partie de I'étude, nous avons pu
observer une augmentation significative de collagéne cardiaque périvasculaire et
interstitiel, dans les régions sous-endocardique et mid-myocardique des rats DOCA-
sel. Toutefois, dans la région sous-épicardique, I'accumulation de collagene s'est
effectuée majoritairement autour des vaisseaux. D’aprés les résultats obtenus, la
déposition accrue de collagéne dans ces régions pourrait étre, en partie, attribuée a
une augmentation de la synthése de procollagéne | et Ill, et ce, suite &
I'augmentation du TGFB,. Donc, tous nos résultats suggérent un réle pour I'ET-1
dans les changements microvasculaires, ainsi que dans la déposition de collagene
cardiaque, spécifiquement de type | et lll, dans I'hypertension minéralocorticoide.
Ces changements peuvent avoir des implications pharmacologiques et

physiopathologiques dans I'nypertension artérielle.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1. L'hypertension artérielle

L'hypertension artérielle est une maladie répandue, atteignant
approximativement 20% des adultes. L’élévation de la pression artérielle traduit un
accroissement de la résistance périphérique au flot sanguin. Bien que
I'hypertension artérielle soit généralement asymptomatique durant de nombreuses
années, elle augmente le travail du coeur et endommage les arteres.
L'hypertension artérielle est un des principaux facteurs de risque de linsuffisance
cardiaque, des maladies vasculaires, de linsuffisance rénale et des accidents
cérébro-vasculaires (He ef al., 1999; Zanchetti ef al., 1999; Chin et al., 1997; Levy
et al., 1996). Comme cette pathologie provoque une résistance accrue a la
circulation du sang et que le coeur doit la surmonter, un travail accru constant doit
étre fourni par celui-ci, ce qui engendre, au fil des ans, son hypertrophie (Glasser,
1998: Strauer ef al., 1997, Ganau ef al., 1992). L'hypertension artérielle provoque
également des altérations dans les vaisseaux coronaires. Chez les humains,
l'athérosclérose au niveau des artéres coronaires épicardiques est une de ces
modifications. Celle-ci conduit éventuellement, dans beaucoup de cas, a 'occlusion
partielle ou compléte du lumen du vaisseau, avec ou sans rupture de la plaque,
accompagnée ou non de thrombose, pouvant conduire a un syndrébme coronarien
aigué (Libby, 1998; Libby ef al., 1997). En plus de l'athérosclérose, 'hypertension
s’accompagne d'une maladie microvasculaire myocardique pouvant provoquer
l'angine, et ce, malgré la présence d'artéres coronaires épicardiques perméables

(Brush et al., 1988). Ainsi, les altérations au niveau des microvaisseaux cardiaques



dans I'hypertension artérielle sont tout aussi importants qu'aQ niveau de plus
grosses artéres, puisqu'elles peuvent étre responsables de complications
cardiovasculaires (Schiffrin, 1998c; Li ef al., 1994). Entre autres, deux modifications
structurales principales reliées aux microvaisseaux peuvent se produire, soit la
raréfaction et 'angiogénése. Tout d'abord, la raréfaction résulte de la perte avec ou
sans fermeture des microvaisseaux, généralement des capillaires, de facon
réversible ou permanente et peut étre un phénomene d'adaptation a court ou a
long terme. Ce dernier phénomene engendre des changements dans la densité
des microvaisseaux, amenant ainsi des modifications de la résistance au niveau du
tissu vasculaire, dans la distribution du flot circulatoire, ainsi que dans l'apport en
oxygéne aux tissus (Greene et al., 1989; Lombard et al., 1989; Prewitt et al., 1982).
L'angiogénése est, quant a elle, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et
est une composante de nombreux processus biologiques, (Gourley et al.,
2000:Griffioen et al., 2000; Michael et al., 2000; Folkman, 1995; Olivetti et al.,

1993) dont nous discuterons plus loin.

2. Le systéme cardio-vasculaire

2.1 Le coeur

Le coeur comprend quatre cavités, deux oreillettes dans sa partie postéro-
supérieure et deux ventricules dans sa partie antéro-inférieure. Les oreillettes sont
principalement les points d'arrivée du sang, tandis que les ventricules en sont les
points de départ. Ces derniers constituent presque toute la masse du coeur. Le
ventricule gauche est beaucoup plus imposant que le ventricule droit, puisqu'il s'agit
de la pompe de la circulation systémique (Marieb, 1999). Trois tuniques composent

la paroi du coeur, soit de I'extérieur vers lintérieur: I'épicarde, le myocarde et



I'endocarde. Ces trois tuniques sont trés riches en vaisseaux sanguins, et ce, afin
de répondre aux besoins métaboliques du coeur. L'épicarde, la tunique la plus
externe, est composée principalement de la lame viscérale du péricarde séreux, qui
facilite le déplacemement du coeur dans I'enveloppe péricardique pariétal. Ensuite,
le myocarde, que I'on appelle aussi le muscle du coeur, constitue I'essentiel de sa
masse. Cette tunique renferme des cellules musculaires cardiaques et est, par
conséquent, dotée de la capacité a se contracter. Finalement, I'endocarde, la
section la plus interne du coeuf, se compose de cellules endothéliales lisses. Celle-
ci tapisse l'intérieur du coeur et est en contact avec le sang et en’ continuité avec
Pendothélium des vaisseaux sanguins (Marieb, 1999; Figure 1. d'aprés Marieb,

1999).

2.1.1 Composition du myocarde

Le myocarde consiste en des fibres musculaires (cardiomyocytes), des
vaisseaux sanguins et de la matrice interstitielle. En fait, la majorité de la masse
cardiaque est représentée par des cardiomyocytes, qui sont les cellules
musculaires sous forme de syncitium multicellulaire, mais les fibroblastes
composent, en nombre, la majorité des cellules (Frank ef al., 1974; Zak, 1973).’ A
lintérieur de ce myocarde, toutes les cellules sont rattachées les unes aux autres
par des fibres de tissu conjonctif enchevétrées. Ces dernieres comprennent
principalement des fibres collagénes et élastiques qui renforce le myocarde. Les
fibres collagénes et élastiques font partie d'un tout que I'on appelle la matrice
extracellulaire (ECM). Cette matrice comprend des composantes fibrillaires
(collagéne, élastine, fibronectine, laminine) et non fibrillaires (protéoglycanes). Ces

différentes protéines sont, a leur tour, des composantes de la matrice péricellulaire



(fibronectine et protéoglycanes), de la membrane basale (laminine, collagéne), des
protéases (collagénases, gélatinases) et des facteurs de croissance (Tableau |,
d’aprés Borg et al., 1996, Ju et al., 1996). Toute cette organisation de la matrice
extracellulaire est importante pour la structure et la fonction du coeur et des tissus
vasculaires, mais également pour la transmission de l'information provenant de

I'environnement (Ju et al., 1996; Borg et al., 1996; Lin et al., 1993).



Figure 1. A. Diférences anatomiques entre le ventricule gauche et le ventricule droit.
(D'aprés Marieb, 1999) B. Différentes parties du ventricule gauche a I'étude; régions

sous-endocardique, mid-myocardique et sous-épicardique du myocarde.
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Tableau |. Composantes de la matrice extracellulaire cardiaque.

(D’aprés Borg et al., 1996)

Familles Composantes

Collagénes Collagéne fibreux (I et Iil)
Membrane basale (V)

Collagéne non fibreux

Glycoprotéines non-collagéniques Fibronectine
Laminine
Tenascine
Entactine
Protéoglycanes Sulfate de chondroitin

Suifate d’héparan

Hyaluronate

Facteurs de croissance IGF-1
bFGF
TGF-p

PDGF

Protéases Métalloprotéases de la matrice
(MMP-1, 2, 4, 9, 15, MT-MMP, etc.)
Protéases a sérine

Protéases a cystéine




2.1.2 Hypertrophie cardiaque

Une seconde altération cardiaque majeure, consécutive a I'hypertension,
est I'hypertrophie du ventricule gauche. En effet, suite aux stress hémodynamiques
que provogquent l'augmentation de la pression artérielle, le coeur ajuste sa masse et
sa forme afin de maintenir un débit sanguin adéquat (Booz ef al., 1995; Ganau et
al., 1992). Cette augmentation de la masse du coeur, spécifiquement du ventricule
gauche, peut découler de plusieurs phénoménes comme ['hypertrophie des
cardiomyocytes et la prolifération des fibroblastes, le tout pouvant étre accompagné
ou non d'une accumulation de collagéne fibreux dans le milieu extracellulaire
(Chapman et al., 1990; Weber et al., 1988). Ce remodelage du myocarde peut
| provoquer une dysfonction ventriculaire (Rossi, 1998; Weber ef al., 1991). En effet,
en réponse a 'hypertension, qui produit une augmentation de la pression systolique
(reliée & la contraction du muscle cardiaque), les myocytes du coeur
s’hypertrophient, tendant ainsi, par un elargissement latéral, & normaliser cette
élévation de pression. Toutefois, puisque la masse myocardique augmente, des
altérations contractiles apparaissent. Celles-ci comprennent principalement un
ralentissement et une prolongation dans du temps de contraction (dysfonction
systolique) et un délai dans le temps de relaxation du muscle cardiaque
(dysfonction diastolique). Lorsque de tels changements dans la performance du
myocarde se jouent au niveau de la fonction ventriculaire, on observe alors les
dysfontionnements ventriculaires, pouvant dégénérer, entre autres, en congestion
et oédéme pulmonaire, ainsi qu’en tachycardie (Marieb, 2000; Sonnenblick, 1993).
En plus de cette surcharge de pression, certains peptides vasoactifs comme FAng Il
et I'ET, ainsi que certains facteurs de croissance, peuvent étre impliqués dans

l'apparition de [I'hypertrophie cardiaque. Egalement, l'accumulation de matrice



extracellulaire, qui est parfois associée é I'hypertrophie ventriculaire, a été reliée au
développement de plusieurs pathologies, dont l'insuffisance cardiaque (Ju ef al,,
1996). Plusieurs études ont été effectuées sur les causes de ce remodelage, ce qui
pourrait apporter de nouvelles opportunités thérapeutiques & cette condition
pathologique (Joki et al., 2000; Maisch et al., 1996; Fareh et al., 1996; .Fareh et al.,

1995; Kim et al., 1995; Brilla et al., 1994; Burgess ef al., 1994; Guarda et al., 1994;

Sadoshima et al., 1993).

2.1.3 Collagéne

Un important composant de I'yECM est le collagéne, une protéine
majoritairement synthétisée par les fibroblastes (Farhadian ef al.‘, 1996; Weber,
1995; Hinglais ef al., 1994; Weber et al., 1994; Rappaport et al., 1993; Eghbali et
al., 1989a; Eghbali et al., 1989b; Eghbali et al., 1988; Borg ef al., 1981). Ces
fibroblastes, en plus d’étre responsables de la sécrétion des macromolécules de
PECM, synthétisent et relachent les enzymes responsables de la dégradation et de
Iéquilibre de 'ensemble des protéines de cette matrice, incluant le collagéne (Borg
et al., 1996, Laurent, 1987). Dans le tissu cardiaque, spécifiquement, cinq
isoformes moléculaires de collagéne ont été dénombrés: le collagéne de type |, Ill,
IV, V et VI (Bishop et al., 1995). Deux principaux types, soit le type | et lll, comptent
pour plus de 90% du contenu total en collagene dans le coeur (Pelouch et al,
1993). Le type | forme, en fait, des amas de fibres trés épaisses et trés rigides,
tandis que le type lil, quant a lui, est davantage assemblé sous forme de fibres plus
minces et élastiques (Weber et al., 1991; Weber ef al., 1989). Ces deux sous-
groupes de collagéne jouent donc un rdle important dans le coeur, principalement

dans la résistance et la fermeté de ce dernier. En effet, le collagéne permet au



coeur de résister aux pressions continues exercées sur les chambres ventriculaires,
et une perte de collagéne peut alors entrainer la dilatation des compartiments
cardiaques (Ju et al., 1996; Weber et al., 1994). Toutefois, I'événement inverse,
c'est-a-dire une augmentation dans la déposition de collagéne, peut également
entrainer de graves conséquences. En effet, la fibrose cardiaque est une
pathologie couramment observée, résultant de 'accumulation de collagéne dans le
myocarde, principalement de type | et Ill, et qui augmente la rigidité de cette paroi,
empéchant alors le coeur de se contracter adéquatement (Thai et al, 1999; Biilla,
1994: Weber ef al., 1990). La fibrose ventriculaire gauche, genérée par
I'accumulation de ces types de collagéne dans I'ECM, semblerait étre causée par
un débalancement entre la dégradation et la synthése de ces protéines par les
fibroblastes interstitiels et périvasculaires, dans le myocarde et autour des arteres
coronaires (Nicoletti ef al., 1995). Divers modeles expérimentaLIx hypertendus, dont
I'hypertension rénovasculaire, suite a la perfusion d'Ang Il ou d'aldostérone, ainsi
que chez les rats spontanément hypertendus (SHR) ont démontré une
accumulation de collagéne myocardique (Brilla et al., 1994, Brilla et al., 1990;
Conrad et al., 1995; Nicoletti ef al., 1995; Eghbali ef al., 1989; Eghbali ef al., 1988;
Hinglais et al., 1994). Toutefois, l'identification des principaux responsables de
cette accumulation excessive, qui engendre de nombreuses complications
cardiovasculaires, reste a élucider.

Dans I'hypertension génétique et réno-vasculaire, la fibrose cardiaque est
un processus progressif (Ju et al., 1996). Il est commun de diviser ces fibroses en
deux principaux types, soit la fibrose réparative et la fibrose réactive. La premiere
est principalement interstitiel et apparait étre une réaction consécutive a la perte de

matériel myocardique, causée soit par la nécrose ou I'apoptose cellulaire, suite a
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une ischémie myocardique ou au vieilissement. La fibrose réactive, quant a elle,
est observée en l'absence de perte cellulaire et est plutét consécutive a une
réaction d'inflammation. Cette derniére est principalement périvasculaire, mais
peut, toutefois, envahir 'espace interstitiel. Il semble qu'habituellement, dans

I'hypertension, ces deux fibroses coexistent (Silver ef al., 1990).

2.1.3 TGFB

Un nombre trés élevé de facteurs de croissance, incluant IGFs, FGFs, HGF
et TGFP ont été trouvé associés aux protéines de la matrice extracellulaire (Taipale
et al, 1997). Plus spécifiguement, les isoformes du facteur de croissance
transformant-B (TGFB) sont des cytokines multifonctionnelles qui jouent un role
central dans la cicatrisation et la réparation des tissus. TGFp est ubiquitaire, il est
particulierement abondant dans les os, les reins, les poumons et le placenta
(Branton ef al., 1999). Ce facteur de croissance semble également impliqué dans le
systeme cardio-vasculaire, particulierement dans la stimulation de I'expression de
certaines protéines de la matrice extracellulaire, dont le collagéne, dans la
régulation inhibitrice de [I'expression de nombreux génes codant pour des
métalloprotéases de la matrice (MMP), des enzymes dégradant, entre autres, le
collagene, mais aussi dans le développement cardiaque et dans I'hypertrophie
pathologique (White ef al., 2000; Li et al., 1997; Engelmann, 1993; Villarreal ef al,.
1992; Choy et al., 1990; Thompson ef al., 1988). Aussi, 'augmentation du dép6t de
collagéne, particulierement de type | et lll, par les fibroblastes cardiaques, suite &
une augmentation de leur ARNm et & une diminution de leur dégradation par les
MMP, semble étre médiée par le TGFB (White et al., 2000; Butt et al., 1995;

Eghbali ef al., 1989a; Eghbali et al., 1989b). D'autres études ont d'ailleurs observé
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un effet du TGFp sur la stabilité des ARNm des procollagénes (Slack et al., 1993)
et ont démontré qu'une élévation du TGFp,, particuliérement, pourrait étre le
médiateur principal dans la fibrose des tissus (Brooks ef al., 2000; Sun et al., 2000;
Noble et al., 1997; Eghbali ef al., 1991). Ainsi, il est important de faire ['étude de ce
facteur de croissance dans les cas de fibrose cardiaque puisqu'il permet de mieux
comprendre certains phénomeénes de stimulation de la synthése et du dépdt de

collagéne dans les tissus.

2.2 Les vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins forment deux réseaux, un systémique et un
pulmonaire, qui commencent et terminent au coeur. Ces structures dynamiques se
contractent, se relachent et, méme, proliféerent suivant les besoins de l'organisme.
Cette section porte donc sur la structure et la fonction de ces importantes voies de
circulation du niveau systémique, ainsi que sur les divers changements structuraux
qui s'y rattachent, puisqu'ils sont un des sujets principaux de notre étude. Tout
d'abord, les vaisseaux sanguins se divisent en trois catégories: les artéres, les
capillaires et les veines. On peut différencier ces vaisseaux par leur diamétre, leur
longueur, mais aussi par I'épaisseur et la composition de leurs parois. Les
contractions du coeur chassent le sang dans les grosses artéres issues des
ventricules. Le sang parcourt ensuite les ramifications des artéres, jusqu'aux plus
petites, les artérioles. Il aboutit ensuite dans les lits capillaires des organes et des
tissus, ou il y exerce ses fonctions principales, soit I'approvisionnement en oxygene
et nutriments. A sa sortie des capillaires, le sang emprunte les veinules, les veines
et, enfin, les grosses veines qui convergent vers l'oreillette droite du coeur. Ainsi,

les artéres et les veines servent simplement de conduits pour le sang et seuls les
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capillaires sont en contact étroit avec les cellules et font partie du tissu qu’elles
desservent. En effet, leurs parois extrémement fines permettent les echanges
entre le sang et le liquide interstitiel dans lequel baignent les cellules (Marieb, 1999;

Anversa ef al., 1973).

2.1.1 Structure des vaisseaux

Les parois des arteres et des veines sont composées de trois couches ou
tuniques qui entourent un espace central rempli de sang, la lumiére. La tunique
interne (intima) est composée de celiules endothéliales (endothélium). Cette
derniére est un épithélium pavimenteux simple qui tapisse la lumiére de tous les
vaisseaux. Ce sont des cellules plates qui s'immiscent les unes dans les autres et
qui forment une surface lisse, et ce, afin de réduire au minimum la friction entre le
sang et la surface interne des vaisseaux. Cette derniére tunique était considérée
autrefois comme une simple membrane inerte. Toutefois, nous savons aujourd’hui
quelle produit et métabolise de multiples médiateurs biologiquement trés
importants agissant tant sur le paroi vasculaire que sur les éléments circulants.
Ensuite, la tunique moyenne (média) comprend principalement des cellules
musculaires lisses en forme d'anneaux, ainsi que des fibres élastiques. L'activité
contractile du muscle lisse vasculaire est modulée par les neurofibres vasomotrices
du systéme nerveux sympathique, ainsi que par différents peptides et autres
médiateurs locaux ou a distance (tels que 'Ang, I'ET, la vasopressine, le monoxide
d’'azote,etc.). En effet, suivant les besoins de 'organisme, ces neurofibres peuvent
causer la vasoconstriction (une réduction du calibre due a la contraction du muscle
lisse) ou la vasodilatation (une augmentation du calibre due au relachement du

muscle lisse). Puisque de légéres variations du diamétre des vaisseaux sanguins
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provoquent des effets marqués sur la résistance & la circulation du sang et en
conséquence sur le débit et la pression du sang, la tunique moyenne joue un role
prépondérant dans la régulation de la circulation. En régle générale, la tunique
moyenne est la couche la plus épaisse des artéres. La tunique externe (externa ou
adventice) se compose, quant a elle, principalement de fibres de collagene
lachement entrelacées. Ces fibres protégent les vaisseaux et forme un lien avec les
structures environnantes. La tunique externe est parcourue de neurofibres et de

vaisseaux lymphatiques (Marieb, 1999).

2.1.2 Les arteres

Les artéeres se divisent en trois groupes selon leur taille et leur fonction: les
artéres élastiques, les artéres musculaires et les artérioles. Etant donné que les
artérioles sont un des principaux déterminants de la résistance périphérique et que
I'hypertension est a I'étude, elles feront donc l'objet d'une approche plus

approfondie.

2.1.3 Les artérioles

Les artérioles sont les plus petites artéres. Les plus petites artérioles, 'qui se
jettent dans les lits capillaires, ne sont constituées que d'une couche de cellules
musculaires lisses enroulées en spirale autour de l'endothélium. Les artérioles
jouent un réle important dans la régulation de la pression du sang entre le coeur et
les tissus. En effet, en amont de ces derniers, une pression relativement haute doit
étre maintenue afin d'assurer un apport sanguin suffisant aux tissus. En aval,
toutefois, le sang doit pénétrer le réseau capillaire sous faible pression, afin d'en

protéger la paroi relativement mince qui permet les échanges. Ces phénoménes
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sont donc contrélés par les artérioles. En effet, la haute pression sous laquelle le
sang atteint ces vaisseaux est associée avec la présence de tissus dans la paroi
artériolaire capable d’'une contraction active (les cellules musculaires lisses) et de
tension élastique (la lamina élastique interne). L'écoulement du sang dans les lits
capillaires est donc déterminé par des variations du diamétre de ces artérioles
(vasomotricité) (Simionescu et al., 1983). Ces variations font suite & des stimulus
nerveux et a des influences hormonales et chimiques locales sur les muscles lisses
de leur paroi. Lorsque les artérioles se contractent (vasoconstriction), le sang
contourne les tissus qu'elles desservent. Mais lorsqu'elles se dilatent (vasodilation),
le débit sanguin augmente de fagon marquée dans les capillaires locaux. Le
diameétre des artérioles peut varier considérablement. Les plus petites, ne
possédant qu’une seule couche de cellules musculaires lisses, possédent un
diametre luminal de moins de 20um. La partie terminale de ces artérioles peut avoir
une structure ressemblant a un sphincter musculaire et la lumiére de l'artériole a ce
niveau peut étre réduit d’environ 5 um. Cette région est communément appelée le

méta-artériole ou la région du sphincter pré-capillaire (Rhodin, 1968).

2.1.4 Les capillaires

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins. Leurs parois,
extrémement minces, ne sont formées que de cellules endothéliales. Dans la
majorité des cas, une seule cellule endothéliale constitue I'entiére circonférence de
la paroi. La limite entre l'artériole et le capillaire est alors nettement marquée par la
disparition des cellules musculaires lisses (Simionescu ef al., 1978a; Simionescu ef

al., 1978b). Les capillaires mesurent en moyenne 1 mm de long et leur diamétre

luminal est d’environ 4 & 10um, (Kaley, 1977; Fawcett, 1963) soit juste ce qu'il faut
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pour Iaiéser passer les globules rouges a la file. La densité des capillaires dans un
tissu donné est variable et est reliée a Fampleur du métabolisme, spécifiquement
au taux de consommation d’oxygéne (Hoppeler et al., 1998). L'ampleur des
échanges par le capillaire est largement dépendant de I'étendue de la surface
endothéliale disponible, lequel est une fonction de la géométrie générale du lit

vasculaire (Renkin et al., 1984).

3. Physiologie de la circulation

Dans la physiologie de la circulation sanguine, trois facteurs doivent étre
bien définis, car ils sont fréquemment employés. Il s'agit du débit sanguin, de la
pression sanguine et de la résistance. Tout d'abord, le débit sanguin est le volume
de sang qui s'écoule dans un vaisseau, dans un organe ou dans le systeme
vasculaire entier en une période donnée. A I'échelle du systéme vasculaire, le débit
sanguin équivaut au débit cardiaque et il est relativement constant au repos. A tout
instant, néanmoins, le débit sanguin dans un organe déterminé peut varier
largement, suivant les besoins immédiats. Ensuite, la pression sanguine est la force
par unité de surface que le sang exerce sur la paroi d'un vaisseau. Grace aux
différences de pression dans le systéme vasculaire, il est possible de fournir la
force propulsive nécessaire a la circulation du sang dans tout l'organisme. La
pression sanguine s'exprime en millimétres de mercure (mmHg) (Marieb, 1999).

La résistance est, quant a elle, la force qui s'oppose a l'écoulement du
sang. Elle résulte de la friction du sang sur la paroi des vaisseaux. Trois facteurs
principaux peuvent influencer sur la résistance, soit la viscosité du sang, la
longueur des vaisseaux et le diameétre des vaisseaux. Tout d'abord, la viscosité est

la résistance propre d'un liquide & I'écoulement et varie donc selon que le liquide
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est fluide ou visqueux. Plus le frottement entre les molécules est important, plus la
viscosité est grande, et plus le déplacement du liquide est difficile & amorcer et a
maintenir. Ensuite, entre la longueur des vaisseaux et la résistance, la relation est
fort simple, en effet, plus le vaisseau est long, plus la résistance (frottement sur la
paroi) est grande. Finalement, le facteur capital de la résistance est le diametre les
vaisseaux sanguins puisque celui-ci change fréquemment. En fait, le flot est
proportionnel & la quatriéme puissance du rayon de la lumiére (Loi de Poisseuille),v
ce qui amplifie 'impact des changements du diamétre de la lumiere et I'effet de la
constriction artériolaire. Prés des parois d'un tube ou d'un conduit, I'écoulement des
liquides est ralenti par la friction tandis qu'au centre, I'écoulement est beaucoup
plus libre et rapide. Egalement, la friction est plus forte dans un petit conduit que
dans un gros, car la proportion de liquide en contact avec les parois est plus grande
(Loi de Poisseuille) (Schwartz ef al., 1988). Etant donné que les artérioles ont un
petit diamétre et qu'elles peuvent se dilater ou se contracter en réaction a des
mécanismes de régulation neuro-humorales, elles sont donc I'un des principaux

déterminants de la résiétance périphérique (Marieb, 1999).

4. Peptide Vasoactif : L'endothéline

Plusieurs peptides vasoactifs sont impliqués dans I'nypertension. La famille
des endothélines (ET), particulierement I'endothéline-1 (ET-1), joue un rble
particulierement important dans différentes physiopathologies cardiovasculaires.
Cette famille consiste en trois isoformes principales, soit ET-1, ET-2 et ET-3. Les
génes des trois endothélines ont été clonés (Inoue ef al., 1989). Ces trois formes
d'isopeptides actifs contiennent 21 résidus d'acides aminés avec deux ponts

disulfures internes (Haynes et al., 1993; Luscher et al., 1992). Ces endothélines
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sont produites par différents tissus, entre autres dans I'endothélium des vaisseaux
sanguins ou PET-1 a été découverte (Yanagisawa et al., 1988). L'ET-1 est
I'endothéline majeure sécrétée par cet endothélium et agit de maniére paracrine
(i.e. sur les cellules musculaires lisses) ou autocrine (i.e. sur les cellules
endothéliales) (Schiffrin, 1998b). Afin d’effectuer notre étude sur I'endothéline, le
modeéle de rat DOCA-sel a été utilisé. Ce dernier est un modéle d’hypertension
sensible au sel qui surexprime 'ET-1 dans I'endothélium vasculaire et qui repond
aux différents antagonistes de I'endothéline par une diminution de la pression
sanguine (Lariviére ef al., 1993). Il est certain que des variations physiologiques
peuvent étre observées dans les différentes données recueillies entre le modele de
rat utilisé et ’humain. Toutefois les récepteurs ETA et ETB de 'endothéline, qui ont
été clonés et caractérisés, ont une trés forte homologie entre ces deux especes
(environ 90% entre le rat et 'humain) (voir paragraphe suivant). Ceci nous permet
donc d’extrapoler et de prévoir certains fonctionnements et physiopathologies qui
peuvent se retrouver également chez 'humain et qui pourront éventuellement étre
vérifiés. Chez I'étre humain hypertendu, normalement, les niveaux plasmatiques
sont normaux (Schiffrin ef al., 1991; Davenport et al., 1990; Kohno et al., 1990).
Toutefois, immunoréactivité de I'endothéline plasmatique peut étre élevée chez
certains patients sévérement hypertendus, ainsi que les Américains-Africains, chez
lesquels 'hypertension est souvent trés sévere et dépendante du sel (Ergul et al.,
1996). Ainsi, ces données chez 'humain hypertendu semblent étre en accord avec
lactivation du systéme de I'endothéline dans le modéle expérimental utilisé qui
démontre égalment un sévére hypertension sensible au sel. Dautres formes
d’hypertension humaines chez lesquelles I'endothéline semble jouer un rdle

important, comme dans le cas de la défaillance rénale chronique (Takahashi et al.,
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1994), du phéochromocytome (Qishi ef al., 1994) et de I'hypertension induite par la

grossesse (Wang ef al., 1994) justifient également I'étude du modéle utilisé.

4.1 Récepteurs et antagonistes des récepteurs de ’endothéiine

Aprés la découverte de 'endothéline en 1988 (Yanagisawa et al., 1988), la
caractérisation fonctionnelles des isoformes de I'ET a démontré l'existence d’au
moins deux sous-types de récepteurs. Un premier qui lie 'ET-1 et ET-2 avec
davantage d’affinité que 'ET-3, et un autre reconnaissant les trois isoformes de
facon équivalente. Ces deux récepteurs sont donc 'ET, et 'ETg respectivement.
Ces deux sous-types de récepteurs ont été bien identifiés et clonés (Arai et al.,
1990; Sakurai et al., 1990). Les récepteurs ETa et ETg humains ont également été
clonés et ont démontrés environ 90% d’homologie avec les récepteurs de bovin et
de rat (Arai et al., 1993; Elshourbagy et al., 1993; Hosoda et al., 1991). La liaison
de 'ET a ces récepteurs sur les cellules intactes initie une cascade de transduction
de signal (Simonson, 1993). Un avancement majeur qui a été effectué dans le
domaine reiié a I'endothéline fat le développement d’antagonistes des récepteurs
de 'ET. En particulier, le BQ-123 (lhara et al., 1991) et le FR139317 (Sogabe et al.,
1993) ont été d’'importants outils pour I'investigation des physiopathologies reliées a
FET. Les deux antagonistes précédents sont sélectifs au récepteur ETa, mais sont
toutefois des composés peptidiques qui possédent une faible pharmacocinétique
(faible biodisponibilité), ce qui limite grandement leur utilisation a des fins d’agents
thérapeutiques. Plus récemment, de nombreuses études ont mis au point un
certain nombre d’antagonistes non-peptidiques sélectifs a [I'ETa, dont la
pharmacocinétique est grandement améliorée: LU135252 (Riechers ef al., 1996),

SB234551 (Ohlstein et al, 1998), PD156707 (Maguire et al., 1997), FR139317
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(Maguire et al, 1995), BQ123 (Maguire et al, 1995). Les antagonistes du
récepteur ET,, particuliéerement, font présentement partie trés nombreuses
recherches. En effet, 'évaluation fonctionnelle d’un certain nombre de vaisseaux
humains indique que lisoforme vasculaire naturel, ET-1, active ses réponses
contractiles seulement via le récepteur ETa (Maguire et al., 1995). De plus, le
blocage des récepteurs ETg pourraient provoquer certains effets indésirables,
comme de bloquer l'effet inhibiteur de 'ET-1 sur l'aggrégation plaquettaire, par
exemple (McMurdo et al., 1993). Suite a ces études, il est donc avantageux de
supporter le développement d’agents sélectifs au récepteur ETa de I'ET, et ce,
particulierement pour le développement clinique d’antagonistes destinés au
traitement de I'hypertension. Dans notre étude, nous avons utilisé tout
particulierement le A-127722 comme antagoniste du récepteur ET, de
'endothéline. Le A-127722 (trans-trans-2-(4-méthoxyphényl)-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-
(IN,N-dibutylamino]carbonylméthyl)pyrrolidine-3-carboxylate) est un antagoniste non-
peptidique sélectif du récepteur ETa, et qui pourrait étre un bon candidat au
développement clinique étant donné sa biodisponibilité orale élevée, son efficacité
in vivo et sa longue durée d’action. Le A-127722 est également un inhibiteur
compétitif tres sélectif pour le récepteur ETa, qui posséde une tres forte affinité de
liaison avec ce dernier, et non pour le récepteur ETg, comme en témoigne les
valeurs de Ki respectifs, soit de 0.069 + 0.012 nM et 138.6 £ 41.9 nM (Opgenorth
et al., 1996). La pharmacocinétique de cet antagoniste a également été étudié
récemment chez le rat, le chien et le singe (Tableau lll, d’aprés Opgenorth ef al.,

1996),
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Tableau Hl.
Comparaison de la pharmacocinétique du A-127722 chez le rat, le chien et le
singe. A-127722 a été administré a 5mg/kg i.v. et p.o. chez chaque espéce.

(D’apres Opgenorth et al., 1996)

espéce t¥oi.v. Ve Clp Cmax F
hr I/kg I/hr/kg ug/mi %
Rat 35 0.26 0.72 1.10 35.4
Chien 1.6 0.13 0.68 4.67 43.7
Singe 25 0.09 | 0.73 0.32 21.7

Abbréviations:  t2, demi-vie d‘élimination plasmatique; Vc, Volume apparent de
distribution; Clp, Clairance plasmatique; Cmax, Concentration plasmatique maximum suite a
I'administration de la dose p.o.; F(%), Biodisponibilité apparente.

4.2 Actions de I'endothéline sur e muscile lisse vasculaire

L'endothéline posséde une action contractile sur les cellules musculaires
lisses (Yanagisawa ef al., 1988). Mais il est intéressant de noter qu'elle produit
également des réponses mitogéniques sur ces cellules musculaires par 'activation
de la protéine kinase C et I'expression subséquente de génes précoces, c'est & dire
c-fos et c-myc (Tadashi, 1993). Il a également été démontré que I'ET-1 semble
spécifiquement promouvoir la croissance des cardiomyocytes in vitro (Mulder ef al.,
1997; Yamazaki ef al., 1996; lto ef al., 1993; Neyses et al., 1993) et induit la
synthése de collagene par les fibroblastes cardiaques (Mulder ef al., 1997; Guarda
et al.,, 1994). Aussi, linfluence de I'ET-1 dans le développement de I'hypertrophie

du ventricule gauche a été observée (Stasch et al., 1995; Kaddoura et al., 1996).
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5. Etudes microvasculaires

5.1 Angiogénése

La prolifération des vaisseaux sanguins (angiogénese) est une composante
de nombreux processus biologiques. Ces processus comprennent, entre autres, la
vascularisation des tissus dans I'embryogenése, la régénération des vaisseaux
sanguins dans la cicatrisation, I'inflammation, la vascularisation de tumeurs, ainsi
que les rétinopathies prolifératives (Gourley et al., 2000;Griffioen et al., 2000;
Michael et al., 2000; Folkman, 1995). Des études sur la croissance des vaisseaux
sanguins sont apparues trés t6t dans la littérature. Celles-ci impliquent des
observations continues du développement embryogénique de [Pendothélium
vasculaire dans un organisme vivant. La larve amphibienne, qui possede une
queue transparente fut un trés bon modéle pour éclaircir les études sur la
croissance vasculaire (Clark et al., 1935). L'insertion d’une chambre transparente a
Fintérieur de loreille du lapin a aussi permi I'observation microscopique de la
formation du capillaire (Sandison, 1928). Plusieurs études utilisant ces systemes

ont conduit, en 1935, & une importante conclusion par Clark et Clark:

« |l apparait que le systéme vasculaire sanguin se différentie,
acquiérant ainsi une force de croissance par embranchement
conduisant & la formation d’un systéme primitif d’artéres, de veines et
de capillaires. Ceci résulte de facteurs héréditaires, mais ce réseau
devient trés rapidement dépendant de I'action de facteurs externes qui
réguleront la formation compléte de ce méme systeme circulatoire. »

Donc, la croissance de nouveaux vaisseaux semble étre effectuée par
embranchement d'un tronc, c'est-a-dire par formation de rameaux secondaires a

celui-ci. Schoefi (Schoefl, 1963) a également noté qu’une élongation de la boucle

(loop) pourrait aussi expandre le lit vasculaire, comme I'a aussi suggéré Chalkiey et
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al (Chalkley et al., 1946). L'insertion de nouvelles cellules & lintérieur de vaisseaux
préexistants semblerait étre le mécanisme impliqué dans ce processus. Schoefl a
également constaté que l'embranchement et I'élongation de boucles sont deux
patrons d’élongation possible pour les vaisseaux et reflétent chacun des vitesses
de croissances différentes (Schoefl, 1963). Des études plus récentes sur le sujet
ont dailleurs affirmées ces résultats et ont démontrées différents modes de
régulation, stimulus et de modes d’'invasion pour les cellules endothéliales dans les
microvaisseaux. Folkman et al. ont été les premiers a identifier un facteur soluble
purifié a partir de néoplasmes humain et animal qui était capable d’induire la
formation de nouveaux capillaires (Folkman, 1974). Depuis, une vaste quantité de
facteurs angiogéniques pour ces vaisseaux ont été identifiés, et ce, dans une
variété de tissus et de cellules (Renkin et al., 1984). L'angiogénése a aussi été
observée pour les artérioles. Toutefois, ce processus est plus récent et est donc
moins connu, mais il semble se produire selon un mécanisme d'élongation, suite a
une invasion des cellules musculaires lisses de l'artériole sur les capillaires
existants (Buschmann et al., 2000; Hungerford et al, 1999; Price ef al., 1994).

Cependant, les mécanismes précis induisant ce processus demeurent inconnus.

5.2 Raréfaction

La diminution de la densité des microvaisseaux, particuliéerement de
capillaires, est communément appelée la "raréfaction". Cette demiére est décrite
comme un processus en deux étapes. Tout d'abord, la premiére est un stade de
raréfaction fonctionnelle réversible qui est principalement causé par des spasmes
artériolaires, résultant alors en la diversion du flux sanguin vers des endroits

stratégiques et loin de certains capillaires. Ainsi, le sang serait dirigé aux endroits
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nécessitant un apport momentané plus grand en oxygéne et en nutriments.
Ensuite, la deuxiéme étape, suivant cette raréfaction fonctionnelle, résulte en la
fermeture définitive de certains capillaires, que I'on appelle raréfaction anatomique.
(Hansen-Smith et al., 1990; Greene et al., 1989; Lombard et al., 1989; Prewitt et
al., 1982). La diminution de la densité des capillaires résultant probablement de la
raréfaction a été décrit dans différents lits vasculaires et chez différents modeéles
d'hypertension, (Hansen-Smith ef al., 1996; Hernandez ef al., 1992), ainsi que sous
des effets d'infusion in vivo d'Ang |l (Sabri et al., 1998). Plusieurs autres études sur
la densité des capillaires et la raréfaction ont également été effectuées au niveau
des coeurs hypertrophiés de rat et de chien (Gerdes ef al., 1980; Rakusan et al.,

1980; Gerdes ef al., 1979; Wiener et al., 1979; Dowell, 1977).

5.3 Méthodes

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour I'étude de la densité des
microvaisseaux, c'est-a-dire de l'angiogénése et de la raréfaction. A part les
observations directes de I'embranchement des capillaites et de 'augmentation du
marquage des cellules endothéliales a I'aide de la thymidine radioactive, la donnée
la plus indicative de la croissance des microvaisseaux est basée sur leur nombre.
Ceci peut étre exprimé en terme de nombre de capillaires par région, c’est-a-dire la
densité de capillaires (CD) (nombre de capillaires/mm® de tissu), du rapport de
capillaires par fibre (C/F), ou encore la longueur capillaire par volume de tissu
(mm/mm?) (Rakusan, 1971).

Pour la densité des capillaires dans le coeur (Rakusan, 1971) et pour le
muscle squelettique (Hudlicha, 1973), plusieurs données quantitatives sont

disponibles. La plupart étant obtenues suite a linjection de spécimens a l'aide
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d’encre de Chine ou de colorants. Toutefois, ces méthodes reposent uniquement
sur la capacité de “remplissage ” des capillaires, ce qui est sujet a plusieurs
incertitudes. En effet, cette méthode donnent des résultats pouvant varier selon la
pression de perfusion utilisée lors de linjection du matériel colorant ou si une
accumulation d'amas d'encre conduisant & un remplissage incomplet et irrégulier
s’est produit. Il n'est donc pas surprenant de voir alors, dii & ces différents
paramétres, des données de CD extrémement variables dans les tissus comme le
coeur et le muscle squelettique (Rakusan, 1971). Ainsi, la visualisation directe, a
l'aide d'un anticorps, du vaisseau a l'étude et son dénombrement par surface de
tissu est, 8 mon avis, une des meilleures approches, puisqu’elle permet d’observer
tous les vaisseaux présents. De plus, les incertitudes sont moins nombreuses et

découlent, en majorité, que de l'observateur.

6. Hypothése de travail

Etude de I'effet de I'antagoniste du récepteur ET, de I'endothéline chez les rats
DOCA-sel sur les changements microvasculaires et la fibrose au niveau du
coeur.

La participation potentielle de I'ET-1 dans quelques modéles d'hypertension
expérimentale, tels que celui induit par l'acétate de déoxycorticostérone (DOCA) et
le sel suite a une néphrectomie unilatérale, a été suggérée par l|'expression
vasculaire accrue de ce peptide (Day et al.,, 1995; Lariviére ef al., 1993). En effet,
une expression élevée de 'ET-1 chez les rats hypertendus DOCA-sel se produit
dans les vaisseaux sanguins de différents organes, dont le coeur. Particulierement,
dans ce modéle de rat DOCA-sel, I'ET-1 a été mis en évidence au niveau du coeur

dans I'endothélium des vaisseaux sanguins épicardiques et intramyocardiques,
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‘ainsi que dans I'endocarde (Lariviére ef al., 1995). L'ET-1 a été impliquée comme

médiateur de I'élévation de la tension artérielle et dans l'induction de la croissance
du muscle lisse vasculaire, via le récepteur ETa (Schiffrin, 1995; Li et al., 1994;
Bobik et al., 1990). Il semble également que ce peptide induit 'hypertrophie des
cardiomyocytes in vitro et la synthése du collagéne par les fibroblastes cardiaques
(Mulder et al.,, 1997, Guarda et al, 1994), ayant ainsi une influence sur le
développement de [I'hypertrophie ventriculaire gauche (Stasch et al., 1995;
Kaddoura et al., 1996).

L'hypertension artérielle est souvent associée a des complications
cardiaques. Les anomalies dans les vaisseaux coronaires, ainsi que le remodelage
cardiaque sont souvent aggravées par cette pathologie. L'arbre pré-capillaire
-vasculaire coronaire comprend les petites artéres coronaires et les artérioles. Ces
vaisseaux sont souvent ceux présentant le plus d'altérations dans I'hypertension,
étant donné la haute pression sous laquelle le sang atteint ces vaisseaux. Ainsi,
comme il a été démontré chez différents modéles hypertendus, les petites arteres
présentent des altérations significatives dans I'hypertension (Li et al., 1995). De
plus, étant donné l'efficacité des traitements effectués, il a été suggéré que I'ET-1
soit impliquée dans ces changements pathologiques (Li ef al., 1998; Li et al., 1994).

Les artérioles coronaires de diamétre luminal inférieur a 20um, et les
capillaires de diametre luminal inférieur & 8um, sont impliqués respectivement dans
la résistance au flot sanguin et dans I'apport de l'oxygéne et des nutriments au
myocardium (Anversa et al., 1991; Breisch ef al,, 1986). Il est certain que des
changements dans la distribution, la densité, la longueur et la tortuosité de ces
microvaisseaux peuvent affecter la résistance vasculaire coronaire et contribuer a

l'ischémie myocardique (Noon et al., 1997; Hansen-Smith et al., 1996; Hernandez
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et al., 1992; Rakusan et al., 1992). Etant donné que les petits vaisseaux sont
particulierement susceptibles aux changements de la pression artérielle dans
I'hypertension et que des altérations ont déja été constatées dans les petites
artéres, les artérioles et les capillaires ont fait I'objet de notre éetude. Egalement,
comme I'ET-1 a été impliquée dans les changements vasculaires de précédentes
études, son implication possible dans I'étude sur les artérioles et les capillaires a
été étudiée.

Dans un deuxiéme temps, l'implication de la matrice extracellulaire dans le
remodelage vasculaire et dans les changements microvasculaires a deja éteé
soulevée. Ainsi, comme la déposition de collagéne de type | et lll par les
fibroblastes a été observée chez différents modéles d'hypertension (Brilla et al.,
1990; Conrad et al., 1995; Nicoletti et al., 1995) et que ['activité des fibroblastes
cardiaques semblent étre régulée par plusieurs facteurs hémodynamiques et
humoraux, dont l'aldostérone et I'Ang II, (Brilla ef al., 1992; Crawford et al., 1994,
Nicoletti et al., 1996) nous avons soulevé ['hypothése que I'ET-1 pourrait
possiblement étre impliqué dans la déposition de collagéne chez le modele de rat
DOCA-sel, chez lequel I'ET-1 participe @ I'élévation de la tension artérielle et au
remodelage vasculaire.

Notre hypothése de travail était donc de vérifier si une modification dans la
densité des microvaisseaux (particulierement au niveau des capillaires et des
artérioles, qui sont les vaisseaux les plus susceptibles aux changements de
pression) est présente chez le rat DOCA-sel, un modéle dépendant de
Fendothéline. Nous croyons que des changements dans les densités des
microvaisseaux pourraient étre observés chez ce modéle, puisque des

changements vasculaires ont déja été soulevés chez d’autres modeles de rats
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hypertendus et parce que ces vaisseaux sont trés fortement touchés par la
pression sanguine périphérique. Par le fait méme, nous voulons également vérifier,
et ce, si des changements microvasculaires ont lieu, la région du myocarde qui est
atteinte par ces modifications. Nous supposons que la région sous-endocardique
pourrait étre particuliérement touchée par des changements microvasculaires,
puisque la vulnérabilité & 'nypoxie (directement relié a 'apport en oxygéne par les
capillaires, qui est un des microvaisseau a I'étude) est plus grande dans cette
région. Egalement, nous savons que la matrice extracellulaire joue un role
important dans le remodelage cardiaque, et que I'hypertrophie ventriculaire est
observée chez le rat DOCA-sel. Ainsi, par notre étude, nous voulons vérifier
Phypothése que cette hypertrophie pourrait étre causée, entre autres, par une
accumulation de collagéne particuliérement, puisque cette protéine est
fréiquemment observée dans la fibrose cardiaque, une des complications de
Fhypertension artérielle.

Donc, afin de vérifier le role potentiel de I'ET-1 dans les changements
microvasculaires et dans la déposition de collagéne interstitiel et périvasculaire via
les récepteurs ETa, nous avons étudié: 1) les effets de 'hypertension DOCA-sel sur
la densité des artérioles et des capillaires cardiaques chez le rat, ainsi que sur la
déposition de collagéne cardiaque, et 2) l'effet de I'antagoniste du récepteur ETa de
l'endothéline, le A-127722, sur ces changements, et ce, toujours dans le modéle
DOCA-sel chez lequel 'ET-1 semble jouer un réle important (Schiffrin, 1995). Pour
ce faire, une méthode immunohistochimique, utilisant des anticofps dirigés contre
des composantes spécifiques des microvaisseaux, a permis I'étude de la densité
des artérioles et des capillaires dans différentes régions du myocarde. Pour ce

faire, l'anti-a-actine du muscle lisse, pour la détermination de I'emplacement des
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artérioles et I'anti-laminine, suivi du "Nuclear Fast Red", un colorant des noyaux des
cellules endothéliales, pour la détermination de I'emplacement des capillaires, ont
été utilisés. L'anti-a-actine du muscle lisse est un anticorps spécifique aux cellules
musculaires lisses vasculaires (VSMCs). Etant donné que les capillaires ne
possédent pas de VSMCs, cet anticorps permet I'étude spécifique des artérioles.
Ensuite, un anticorps dirigé contre la laminine a été utilisé pour délimiter la matrice
extracellulaire, permettant donc de visualiser le "squelette” du tissu. Par la suite,
['utilisation du contre-colorant "Nuclear Fast Red", qui colore I'ensemble des noyaux
des cellules, permet de déterminer I'endroit spécifique des capillaires de par leur
unique cellule endothéliale (un seul noyau).

Le but de I'étude était donc de démontrer l'implication de I'ET-1, chez les
rats DOCA-sel, dans les modifications de la microvasculature, particuliérement
dans les vaisseaux de plus faible diamétre, comme les artérioles et les capillaires,
qui subissent de fagon importante I'augmentation de la pression artérielle et chez
lesquels des changements de diverses natures pourraient amener de nombreuses
complications cardiaques. La deuxiéme partie de cette étude était de verifier la
présence de fibrose cardiaque chez les rats DOCA-sel et d'analyser l'effet de
I'antagoniste du récepteur ETa de I'endothéline, le A-127722, dans la prévention de
ce remodelage cardiaque. Ensuite, de par son emplacement dans le myocarde, sa
relation possible avec les changements microvasculaires obéervés pourrait étre

déterminée.
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ABSTRACT

The cardiac abnormalities associated with hypertension include left
ventricular hypertrophy and vascular changes. The latter may affect the cardiac
microvasculature and predispose to myocardial ischemia. To test the hypothesis
that endothelin-1 contributes to changes in the microcirculation of the heart, we
studied‘cardiac microvessels of the deoxycorticosterone acetate-salt model of
hypertension in the rat (DOCA-salt), in which the endothelin system is activated,
and the effect of the ETa-selective endothelin receptor antagonist, A-127722. A-
127722 was administered (30 mg/kg per day) for 4 weeks. Arterioles (20 pm or less
in lumen diameter) were identified in the myocardium using immunolabeling with an
anti-smooth muscle a-actin antibody, and capillaries using an anti-laminin antibody
with nuclear counterstaining by nuclear fast red. Systolic blood pressure was
103+1.6 mmHg in unilaterally nephrectomized rats (UniNx), 202+3.2 mmHg in
DOCA-salt (p<0.01 vs UniNx) and 182+3.1 mmHg in ETa-treated DOCA-salt
(p<0.01 vs DOCA-salt or UniNx). Arteriolar and capillary density were altered
significantly in the subendocardial myocardium but not in the subepicardial
myocardium of the left ventricle. Arteriolar density per mm? was 18.1+1.48 in UniNXx,
31.9+3.26 in DOCA-salt (p<0.01 vs UniNx) and 24.2+1.36 in ETa-treated DOCA-salt
(p<0.05 vs DOCA-salt or UniNx). Capillary density per mm? was 2395+148 in UniNXx,
1576+£107 in DOCA-salt (p<0.01 vs UniNx) and 1982+31 in ETa-treated DOCA-salt
(p<0.01 vs DOCA-salt or UniNx). In conclusion, in DOCA-salt hypertensive rats,
subendocardial arteriolar growth and capillary rarefaction were observed in the left
ventricular myocardium, and both were correctied partially by ETa receptor
antagonism. This suggests a role for endothelin-1 in cardiac arteriolar growth and

capillary rarefaction, which may have pathophysiological implications by
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contributing to myocardial ischemia in hypertension.
INTRODUCTION

Endothelin-1 (ET-1), a potent 21-aminoacid vasoconstrictor peptide
produced by the endothelium of blood vessels, has been implicated as a mediator
of blood pressure elevation [1] and in the induction of vascular smooth muscle
growth [2,3]. These effects of ET-1 are mediated by the endothelin-A (ETa) subtype
of endothelin receptor on vascular smooth muscle cells. The potential involvement
of ET-1 in some models of experimental hypertension such as deoxycorticosterone
acetate (DOCA)-salt hypertension have been suggested by the vascular
overexpression of ET-1 [4,5]. Overexpression of ET-1 occurs in DOCA-salt
hypertensive rats in blood vessels of different organs including the heart, in which
enhanced expression was found in the endothelium of epicardial and
intramyocardial blood vessels and in the endocardium [6].

Hypertension is often associated with cardiac complications. The major
cardiac alteration is left ventricular hypertrophy, which may be implicated in the
development of coronary insufficiency and arrhythmia, and may lead to congestive
heart failure [7]. In addition, abnormalities that occur in coronary vessels are
aggravated by hypertension. In humans, atherosclerosis at the level of epicardial
coronary arteries is accelerated by hypertension and is often complicated by partial
or complete occlusion of the vessel lumen, and/or plaque rupture with or without
thrombosis, leading to myocardial infarction. As well, microvascular disease
typically occurs in the heart in hypertension, and may cause angina even in the
presence of normal epicardial coronary arteries [8].

The intramyocardial pre-capillary coronary vascular tree comprises small

coronary arteries and arterioles. Small arteries present significant alterations in
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hypertension as demonstrated in different hypertensive models: decreased lumen,
increased media-to-lumen ratio, sometimes increased media cross-section [8,10].
We previously showed that small intramyocardial arteries of DOCA-salt
hypertensive rats present significant growth, that is, hypertrophic remodeling, with
decreased lumen, increased media-to-lumen ratio and increased media cross-
section. ET-1 is involved pathogenically in these changes as shown by their
reversal by treatment with endothelin antagonists [3,10]. Coronary arterioles (lumen
diameter <20pm) play an important role in resistance to blood flow, and capillaries
(lumen diameter <8um) are involved in oxygen/nutrient delivery to the myocardium
[11-15]. Abnormalities of the distribution, density, length and tortuosity of these
small vessels in hypertension may affect coronary vascular resistance and
contribute to myocardial ischemia [16-19].

The major aim of this study was to investigate: 1) the effects of DOCA-salt
hypertension on the density of coronary arterioles and capillaries in rat, and 2) the
effect of the ETa-selective endothelin receptor antagonist, A-127722, on coronary
arterioles and capillaries, in this model in which ET-1 has been shown to be
involved [1]. Specifically, we tested the hypothesis that ET-1 plays a role in
myocardial microvascular abnormalities in DOCA-salt hypertensive rats via

activation of ETa-receptors.
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METHODS
Animal Experiments

The study was approved by the Animal Care Commitee of the Clinical
Research Institute of Montreal and conducted in accordance with the
recommendations of the Canadian Council of Animal Care. DOCA-salt hypertension
was induced by the method of Ormsbee and Ryan [20]. Briefly, male Sprague-
Dawley rats (Charles River, St Constant, Québec, Canada) weighing 200 g were
unilaterally nephrectomized under sodium pentobarbital anesthesia (40 mg/kg).
Silicone rubber impregnated with DOCA (Sigma Chemical Co., St-Louis, MO) (200
mg per rat) was implanted subcutaneously, and rats were offered 1% saline to
drink. Control rats (UniNx) were also uninephrectomized but received a silicone
rubber implant without DOCA and tap water to drink. The ETa-endothelin receptor
antagonist, A-127722, was administered to DOCA-salt rats in the drinking water (30
mg/kg/d) for four weeks. After rats were warmed, systolic blood pressure was
measured weekly by the tail-cuff method under slight restraint. Readings were
recorded on a model 7 polygraph fitted with a 7-P8 preamplifier and PCPB
photoelectric pulse sensor (Grass Instruments Co, Cambridge, MA). The average of
3 pressure readings was obtained. Rats were sacrificed by decapitation at the end
of the experiment, and the heart was fixed in Bouin solution.

Immunohistochemistry

To study arterioles and capillaries in the myocardium, the histochemical
approach to identify these described by Sabri et al. [21] was modified as follows.
The antibodies used were a mouse monoclonal antibody against smooth muscle a-
actin (Sigma) and rabbit polyclonal antibody directed against laminin (Sigma). The

hearts fixed in Bouin solution were processed for paraffin embedding in an
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automated system (SHANDON Citadel tissue processor, Pittsburgh, PA). Serial
sections (5 um) of the median part of the left ventricle were obtained. The tissue
sections were de-waxed with ethanol, and then blocked with 10% normal goat
serum or 10% normal sheep serum, for anti-laminin and anti-smooth muscle a-actin
antibodies respectively, for 1 hour at room temperature to reduce nonspecific
binding. Three sections of the left ventricle from each rat were incubated with anti-
faminin 1gG (1:500) or anti-smooth muscle a-actin 1gG (1:300) for 16h at 4°C. The
sections were washed thoroughly three times with PBS and incubated with
secondary biotinylated antibodies (1:100) for 1 hour at room temperature, goat anti-
rabbit IgG (VECTASTAIN® ABC KIT, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for
laminin and sheep anti-mouse 1gG (Amersham, Buckinghamshire, UK) for smooth
muscle a-actin. The tissue sections were rinsed with PBS and incubated with
streptavidin-horseradish peroxydase complex (VECTASTAIN® ABC KIT, Vector
Laboratories) at 1:100 for 1 hour at room temperature. After three washes with
PBS, the sections were developed with 3,3'-diaminobenzidine in Tris-HCI-H,O5.
Sections labeled with anti-laminin IgG were also counterstained with Nuclear Fast
Red (ICN, Costa Mesa, CA) for 5 minutes.
Determination of arteriolar and capillary density

In every heart, microscopic analysis of arteriolar and capillary density with a
video imaging program (Northern Eclipse 5.0, EMPIX Imaging Inc., Mississauga,
ON, Canada) was performed on 3 nonconsecutive serial sections (which allowed
convergence of results) of the median part of the ventricle. Vessel density was
evaluated throughout the inner third (subendocardial myocardium) and the outer
third (subepicardial myécardium) of the circumference of the left ventricle. From

each section, 15 to 35 fields (magnification X100 and X20, for capillaries and
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arterioles respectively) were recorded. Quantitative analyses were performed by a
blinded observer. Capillary density was determined in sections labeled with laminin
antibody counterstained with Nuclear Fast Red and based on the quantification of
positively labeled structures with <8um Ilumen size and with one nucleus
(endothelial cell). Arterioles were quantified in sections that were immunolabeled
with smooth muscle a-actin antibody. Only small blood vessels with a lumen
diameter of less than 20 um surrounded by one smooth muscle layer which stained
positively, were counted.
Data Analysis

Data per heart were the means of the density of vessels from 3 sections.
Data are expressed as meantSEM. Statistical significance was assessed using
one-way ANOVA followed by a Student Newman-Keuls test, or in the case of
proportions by X test. p <0.05 was considered significant.

To evaluate tortuosity of arterioles, the mathematical model proposed by
Adair et al. [22] was used. The relationship between sampling probability and sine
of the orientation angle is the basis of the method: 1/sina is used as a weighting
factor (W) to correct for the decreased sampling incidence caused by orientation of
vessels. Vessels are modeled as cylindrical tubes and their profile treated as the
elliptic intersection of the vessel with the section plane. As a result, W = a/b (where
a = major axis of the ellipse, and b = minor axis of the ellipse). Only vessels where
a/b<2.5 were used for the calculation, to eliminate the arterioles sectioned along
their longitudinal axis [21,22]. Therefore, Lv (length density) can be calculated as:
Lv = Za/b/ZAt, where At is the test area. A series of individual sections are treated
as one large representative section, and test areas and individual W values are

summated. Tortuosity was assessed quantitatively using an anisotropy coefficient
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calculated as Lv/Na, where Na=numerical density (number of profiles per cross-
sectional area). An anisotropy coefficient of 1.0 indicates a total absence of
tortuosity, i.e., all vessels are parallel to each other, whereas an anisotropy
coefficient of 2.0 indicates maximum tortuosity, i.e., the orientation of the vessels is
entirely random.
RESULTS
Blood pressure, body and heart weight of rats

The systolic blood pressure of DOCA-salt hypertensive rats was significantly
elevated relative to that of unilaterally nephrectomized control rats after 4 weeks
(Table 1). Treatment with the endothelin antagonist A-127722 resulted in slight but
significantly lower blood pressure in DOCA-salt hypertensive rats compared to
untreated DOCA-salt rats. Body weight of DOCA-salt hypertensive rats was
significantly lower than that of normotensive control rats. Relative heart weight was
similar in treated and untreated DOCA-salt hypertensive rats, and higher than that
of normotensive rats, indicating that the endothelin antagonist had no effect on
cardiac hypertrophy.
Characterization of the microvasculature in subendocardial and subepicardial

myocardium of the left rat ventricle

Figure 1 shows the two types of small vessels that were characterized using
immunohistochemical techniques. Laminin staining delineated cardiomyocytes and
blood vessels, and subsequent Nuclear Fast Red counterstaining revealed the
endothelial cell layer in capillaries, as indicated by the presence of only one nucleus

per vessel. Smooth muscle a-actin labelling distinguished arterioles from capillaries,

since the latter do not express smooth muscle a-actin.
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Arteriolar and capilléry density in DOCA-salt subendocardial and
subepicardial myocardi'um: effect of A-127722.

Arteriolar and capillary density were not significantly different in the
subepicardial myocardium of the left ventricle of DOCA-salt hypertensive rats
compared to hearts from unilaterally nephrectomized controls (Fig. 2, top panels). In
contrast, in the subendocardial myocardium, arteriolar density was higher and
capillary density was lower in DOCA-salt compared with that in hearts of unilaterally
nephrectomized control rats (Fig. 2, bottom panels). A-127722 partially attenuated
the changes in subendocardial density of capillaries and arterioles in the DOCA-salt
rat. To determine whether changes in arteriolar density could be attributable to a
shift in the diémeter of arterioles to greater number of vessels under 20um in
DOCA-salt hearts, which would have artifactually increased the density of vessels
counted, the frequency distribution of diameters of arterioles smaller than 30um
was evaluated (Fig. 3). There were some significant minor differences in distribution
(more arterioles of <10um in DOCA-salt rat hearts, less of 15um) but a X? test
showed that proportions of vessels < or >20pum were similar in the 3 groups, either
for lumen diameters of 15-20um vs 20-25um, or 10-20um vs. 20-30um. The
increase in arteriolar density in DOCA-salt rat hearts could therefore not be
attributed to increased numbers of arterioles <20um. Thus we indeed detected
arteriolar growth and capillary rarefaction in the left ventricular subendocardial
myocardium of the DOCA-saIt hypertensive rat, and both were partially corrected by
administration of the ETa receptor antagonist A-127722.

Analysis of tortuosity of arterioles in the subendocardial region of the

myocardium, where the density of arterioles was significantly increased, did not
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show any significant differences in the anisotropy coefficient between groups
(Table 2).
DISCUSSION

The present study investigated the microvasculature of the subendocardial
and subepicardial myocafdium of DOCA-salt hypertensive rats, and the potential
role that endothelin may play in the changes found in relation to normotensive Uni-
NX control rats. DOCA-salt hypertensive rats exhibited increased arteriolar density
and decreased capillary density in the subendocardial layer of the myocardium, but
not in the subepicardial myocardium, and ETa-receptor antagonism partially
corrected these microvascular abnormalities. As demonstrated by data in fig. 3,
arteriolar density changes could not be attributed to a shift in diameter of arterioles
to greater number of vessels under 20pm in DOCA-salt hearts, which would have
resulted in greater number of arterioles counted, since distribution of arteriolar sizes
< or >20um was similar in the 3 groups for lumen diameters of 15-20um vs 20-
25um, or 10-20um vs. 20-30pm.

The site of origin of new arterioles within the microvascular network remains
unknown. Although it is widely accepted that capillaries grow by sprouting into the
interstitium [23,24] an angiogenic sprouting process has not been observed in
arterioles. The current hypothesis for arteriolar development is that certain
capillaries, selected by presently unknown mechanisms, become invaded with
vascular smooth muscle cells and are therefore transformed into arterioles, a
process denoted as arterialization [25]. Arterialization may occur by several
possible mechanisms. Nelhs and Drenckhahn [24] have suggested that pericytes
surrounding capillaries may be dormant smooth muscle precursors. These cells

may differentiate to smooth muscle cells, resulting in the formation of "meta-
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arterioles". Alternatively, vascular smooth muscle cells in pre-existing arterioles may
migrate downstream to arterialize capillaries. The precise stimuli that initiate the
process of arterialization are as yet unclear. Hypoxia, hemodynamic stresses and
hormonal stimuli may participate to different degrees in the stimulation of arteriolar
development. Analysis of the tortuosity of arterioles in the subendocardial region of
the myocardium, where the density of arterioles was significantly increased, using
the mathematical approach‘proposed by Adair et al. [22], did not show any
significant differences in the anisotropy coefficient between groups. Thus,
increases in subendocardial arteriolar density, although probably associated with
lengthening of arterioles as a result of arterialization of capillaries, did not result in
more tortuous vessels probably because of the cardiac hypertrophy occurring in
DOCA-salt hypertensive rats.

ET-1 elicits a variety of biological effects that include vascular smooth
muscle cell contraction [26] and growth [2,3]. ET-1 has also been shown to induce
smooth muscle cell migration in the presence of low concentrations of platelet-
derived growth factor (PDGF) or angiotensin Il (Ang Il) [27]. The potentiation of
vascular smooth muscle cell migration by ET peptides was inhibited by the ETa
receptor antagonist BQ-123 in a concentration-dependent manner. These results
suggest that the endothelin family of peptides, especially ET-1, can induce human
coronary artery smooth muscle cell migration in combination with PDGF or Ang Il
probably via the ETa receptor [26]. The partial correction of abnormal arteriolar
density by ETa receptor antagonism in the present study implicates ETa receptors
as mediators of effects of ET-1 in the arterialization process that occurs in the

hearts of DOCA-salt hypertensive rats.
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Decreased capillary density or rarefaction has been described in many
vascular beds and different models of hypertension [16,17] and under the effects of
in vivo angiotensin Il infusion [21]. Rarefaction is considered to proceed through a
stage of functional rarefaction (reversible) caused by arteriolar spasm and diversion
of blood flow away from some capillaries. This may be followed by anatomic
rarefaction, with definitive closure of capillaries. One can envisage that the potent
vasoconstrictor effect of ET-1 may result in constriction and closure of meta-
arterioles resulting in diversion of blood flow and capillary collapse. This
phenomenon may be compounded by the increased resistance to flow resulting
from the lengthening of the high resistance arteriolar tree as a result of the
arterialization of capillaries. The end result will be anatomic rarefaction. Blockade of
ETa receptors appears to successfully revert this process at least in part,
suggesting that to some degree the rarefaction may be functional rather than
anatomic at the stage that intervention with the ETa antagonist was initiated. A
potential model for the increased density of arterioles and decreased density of
capillaries in the subendocardial myocardium ié depicted in Fig. 4.

A decrease in capillary density may compromise oxygen and nutrient supply
to cardiac myocytes by shortening and reduction of the numbers of capillaries and
therefore time capacity of diffusion. Vulnerability to hypoxia is greater in the
subendocardial myocardium of the left ventricle compared with the subepicardial
myocardium [28,29]. Interestingly, microvascular abnormalities were localized
specifically to the subendocardial region, the more vuinerable area of the
myocardium. Moreover, the increase in arteriolar density could lead to an increase
in coronary vascular resistance through increase in the length of the arteriolar

segment of the vascular tree (see model in Fig. 4), thus contributing to hypoxic
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events. The localization of the growth (arterioles) and rarefaction process
(capillaries) to the subendocardial, more vulnerable region, may suggest that the
process is multifactorial. Hemodynamic (including pressure) and metabolic variables
probably contribute together with ET-1 and presumably other hormonal stimuli to
the vascular growth and rarefaction process found in this region of the heart of
DOCA-salt hypertensive rats.

There is some evidence that ET-1 may induce growth of the heart and
contribute to left ventricular hypertrophy [30] and collagen deposition [31]. Cardiac
hypertrophy could therefore have a confounding effect on the arteriolar and
capillary changes found after endothelin antagonist treatment in DOCA-salt
hypertensive rats, since this hypertensive model presents rather severe left
ventricular hypertrophy. In this and previous studies we found that although ET-1 is
overexpressed in the heart of DOCA-salt hypertensive rats [6], treatment with either
balanced ETA/ETs [3] or selective ETa endothelin receptor antagonists [10] was not
associated with improvement of cardiac hypertrophy. This may be explained in part
by the fact that in the DOCA-salt hypertensive rat the increase in ET-1 gene
expression occurs in the endothelium of coronary arteries and endocardium rather
than the myocardium or interstitium [6]. Moreover, blood pressure is lowered only
moderately in the endothelin antagonist-treated rats, and more effective blood
pressure lowering may be necessary for endothelin antagonism to have a clinically
evident effect on cardiac hypertrophy. Consequently, in the absence of differences
in cardiac hypertrophy between treated and untreated DOCA-salt hypertensive rats,
the microvascular changes found, characterized by increased density of arterioles
and decreased density of capillaries in the subendocardial region of the left

ventricle cannot be attributed to cardiac hypertrophy. A limitation of the study is that
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differences in cellular composition and collagen deposition were not examined, and
could potentially contribute to the changes found. Remodeling of the heart,
apoptosis that is enhanced in this model particularly after treatment with endothelin
antagonists [32], and fibrosis could result in alterations in vascular density. Although
this cannot be excluded, it would be unlikely that increased arteriolar density and
decreased capillary density limited to the subendocardium in the untreated DOCA-
salt hypertensive rats would be corrected in part as a result of a combination of
these phenomena in the endothelin antagonist-treated rats. Systolic blood pressure
rise was moderately reduced by 20mmHg in DOCA-salt hypertensive rats by
treatment with the ETa antagonist. Although the possibility of a role of lower blood
pressure affecting arteriolar growth and capillary rarefaction in the heart cannot be
eliminated, [13,16,17,21] this seems improbable considering that cardiac
hypertrophy was unaffected by the lower blood pressure.

In conclusion, in DOCA-salt hypertensive rats, subendocardial arteriolar
growth and capillary rarefaction were observed in the left ventricular myocardium,
and both were corrected partially by ETa receptor antagonism. This suggests a role
for ET-1 in cardiac arteriolar growth and capillary rarefaction in the heart of DOCA-
salt hypertensive rats, which may have pathophysiological implications in
hypertension by contributing to myocardial ischemia [33]. Together with previous
data suggesting that ET, antagonism improves vascular reactivity in the coronary
circulation, [34] the present study suggests that blockade of the endothelin system
at the level of ETa receptors exerts beneficial cardiac effects in forms of
hypertension such as the DOCA-salt rat in which the endothelin system is

activated.
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Figure Legends

Figure 1. Arterioles and capillaries in subendocardial myocardium demonstrated by
immunolabeling of smooth muscle cells and laminin. Left ventricular sections
were immunolabeled with anti-smooth muscle a-actin and with anti-laminin,
and counterstained with Nuclear Fast Red, for detection of arterioles and
capillaries, respectively. UniNx = unilaterally nephrectomized control rats.

Figure 2. Top panels: Mean density of coronary capillaries and arterioles in the
subepicardial myocardium of the left ventricle in the different experimental
groups. Bottom panels: Mean density of coronary capillaries and arterioles in
the subendocardial myocardium of the left ventricle in the different
experimental groups. Values are mean+SEM. *P<0.05 vs. control; **P<0.01
vs. unilaterally nephrectomized rats (UniNx); +P<0.05 vs. DOCA-salt;
++P<0.01 vs. DOCA-salt.

Figure 3. Frequency distribution of arteriolar diameters in subendocardial
myocardium (vessels <30um). *P<0.05 vs. unilaterally nephrectomized rats
(UniNx). The proportion of vessels in 3 groups < vs. >20um was not
significantly different (X*-test) for ranges 15-20pum vs 20-25pum, or 10-20um
vs. 20-30pum.

Figure 4. Representation of potential model for the increased density of arterioles
and decreased density of capillaries in the subendocardial myocardium of

the left ventricle of DOCA-salt hypertensive rats.
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Table 1

Blood pressure, body and heart weight of DOCA-salt

rats treated with the ET-selective endothelin receptor

antagonist A-127722

Number 6 6 8
Systolic BP (mmHg) 103+ 1.6 202 + 3.2** 182 + 3.1%*++
Body weight (g) 348.5 + 3.66 . 250.8 + 10.98** 271.8 £ 9.23*
Heart weight (g) 1.16 + 0.04 1.13 £ 0.04 1.25+ 0.05
HW (g)/ 100g BW 0.333 + 0.01 0.451 £ 0.01** 0.460 + 0.01**

DOCA-salt = DOCA-salt hypertensive rats; BP = blood pressure; BW = body
weight; HW = heart weight.
** P< 0.01 vs. unilaterally nephrectomized rats; ++ P< 0.01 vs. DOCA -salt

hypertensive rats.



Table 2

Tortuosity of subendocardial arterioles of DOCA-salt
rats treated with the ET-selective endothelin receptor

antagonist A-127722

Anisotropy coefficient 1.80+0.04 1.76+0.06 1.71+0.08
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ABSTRACT
Background: To test the hypothesis that endothelin-1 contributes to cardiac
fibrosis, cardiac collagen deposition was studied in deoxycorticosterone acetate-salt
(DOCA-salt) hypertensive rats, in which the endothelin system is activated. The
effects of the ETa-selective endothelin receptor antagonist A-127722 were
evaluated. Methods and Results: A-127722 (30 mg/kg per day) was administered
for 4 weeks. Myocardial fibrosis was evaluated after Sirius Red F3BA staining.
Systolic blood pressure was 103+£1.6 mmHg in unilaterally nephrectomized rats
(UniNx), 202+3.2 mmHg in DOCA-salt (p<0.01 vs UniNx) and 182+3.1 mmHg in ETa
antagonist-treated DOCA-salt rats (p<0.01 vs DOCA-salt or UniNx). In DOCA-salt,
interstitial and perivascular collagen density was increased in the subendocardial
and midmyocardial regions of the left ventricle (3-4-fold, P<0.05) whereas in
subepicardial myocardium the increase was predominantly perivascular. The ETa
antagonist prevented cardiac fibrosis in DOCA-salt rats. Procollagen | and Il
mRNA, increased in hearts of DOCA-salt rats, were normalized by ETa antagonist
treatment. TGFB1+ mRNA and TGFp, protein increased at 1 week in DOCA-salt rats,
and were lowered in ETa antagonist-treated rats. Conclusions: ETa receptor-
mediated collagen depqsition in hearts of DOCA-salt rats results from increased
procollagen synthesis associated with an initial increment in expression of TGFB;.
These results support the hypothesis of a role for endothelin-1 in cardiac collagen
deposition in mineralocorticoid hypertension, which may have pathophysiological

and pharmacological implications in hypertensive heart disease. Key Words:

Collagen, myocardium, TGFp,
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CONDENSED ABSTRACT
DOCA-salt hypertensive rats were treated with the ETa-selective endothelin
antagonist A-127722. Interstitial and perivascular cardiac collagen density was
significantly increased in DOCA-salt rats. This was prevented by treatment with the
ETa antagonist, although blood pressure was only slightly lower and cardiac
hypertrophy was unaffected. Increased collagen deposition could be attributed to
increased synthesis of procollagens | and lll, in part in response to increased
TGFB4. Thus, ET-1 plays a role in cardiac collagen deposition in mineralocorticoid
hypertension, which may have pathophysiological and pharmacological implications

in hypertensive heart disease.
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INTRODUCTION
Cardiac remodeling in hypertension is characterized by increased

? Deposition of collagen

cardiomyocyte wvolume and collagen deposition,.1’
(specifically types | and Ill) in the myocardial interstitium and around coronary
arteries has been demonstrated in renovascular hypertension, after angiotensin Il
or aldosterone infusion, and in aging spontaneously hypertensive rats (SHR).>®
Collagens | and lll are synthesized by interstitial and pericoronary fibroblasts.”
Cardiac fibroblast activity is regulated by various factors, including hemodynamic
(coronary perfusion, ventricular overioad) and humoral factors (aldosterone and
angiotensin 11).*%?

Involvement of endothelin-1 (ET-1) in hypertensive models such as
deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt hypertension has been suggested by
vascular overexpression of ET-1"""" and blood pressure reduction in response to

endothelin antagonists.”? ET-1 promotes growth of cardiomyocytes in vitro,>"°

617 and has been shown to

induces collagen synthesis by cardiac fibroblasts,
influence development of left ventricular hypertrophy.”®® In DOCA-salt
hypertension, ET-1 is overexpressed in the heart, although overexpression appears
to be limited to endothelial cells and the endocardium.®

The aim of this study was to analyze: 1) effects of DOCA-salt hypertension
on cardiac collagen deposition, and 2) effects of the ETa-selective endothelin
antagonist A-127722 on collagen density in this model in which ET-1 plays a role.?'
We tested the hypothesis that ET-1 stimulates myocardial collagen deposition in
DOCA-salt hypertensive rats via the activation of ET-receptors. We also evaluated

whether changes of collagen deposition reflects changes in collagen synthesis, and

the potential role of TGFB, in our findings. The blood pressure and vascular effects



60

of A-127722 in these DOCA-salt rats were previously published by us,** and will
only be briefly mentioned. |
METHODS
Animal Experiments

The study was approved by the Animal Care Committee of the Clinical
Research Institute of Montreal and conducted in accordance with recommendations
of the Canadian Council of Animal Care. DOCA-salt hypertension was induced by
the method of Ormsbee and Ryan,”® as already described.?' Male Sprague-Dawley
rats (Charles River, St Constant, Québec, Canada) weighing 200 g were unilaterally
nephrectomized under sodium pentobarbital anesthesia (40 mg/kg). Silicone rubber
impregnated with DOCA (Sigma Chemical Co., St-Louis, MO) (200 mg per rat) was
implanted subcutaneously, and rats were offered 1% saline to drink. Control rats
(UniNx) also underwent unilateral nephrectomy, but received a silicone rubber
implant without DOCA, and tap water to drink. The ETs-endothelin receptor
antagonist A-127722 was administered in the drinking water (30 mg/kg/d) for four
weeks. Systolic blood pressure was measured weekly by the tail-cuff method under
slight restraint after warming the rats. Readings were recorded on a model 7
polygraph fitted with a 7-P8 preamplifier and PCPB photoelectric pulse sensor (all
from Grass Instruments Co, Cambridge, MA). The average of 3 pressure readings
was obtained. Rats were sacrificed by decapitation at the end of the experiment,
and the heart was fixed in Bouin's solution. In order to study the time-course of
some of the changes, additional groups of DOCA-salt and ET, antagonist-treated
DOCA-salt rats were investigated at 1 and 2 weeks of DOCA and salt

administration.



61

Collagen quantification

The hearts fixed in Bouin's solution were processed for paraffin embedding
in an automated system. (SHANDON Citadel tissue processor, Pittsburgh, PA).
Serial sections (5 um) of the median part of the left ventricle were obtained. Tissue
sections were de-waxed with ethanol, and stained with Sirius red F3BA (0.5% in
saturated aqueaous picric acid) (Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI).
Collagen density was evaluated throughout the inner third (subendocardial
myocardium), the middle third (mid-myocardium) and the outer third (subepicardial
myocardium) of the circumference of the left ventricle. From each of 3
nonconsecutive serial sections (which allowed convergence of results), 10 fields in
each region of the heart (magnification X20) were recorded. The severity of cardiac
fibrosis was evaluated after Sirius Red staining with the use of an image analysis
system (Northern Eclipse 5.0, EMPIX Imaging Inc., Mississauga, ON, Canada). A
single investigator blinded to the experimental groups performed the analysis.
Reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of procollagen

I and Ill mRNA

Total RNA was extracted from the left ventricle using Trizol reagent (Gibco-
BRL). mRNA (0.5ug) was reverse transcribed in a final volume of 20 ul using MMLV
reverse transcriptase (Gibco-BRL) and 1ug oligo(dt) primer. Four pl of single-
stranded cDNA were used for PCR to amplify a 405bp fragment of proa.1(l)collagen
(procollagen 1) cDNA using the complementary anti-sense primer
GTTTACAGGAAGCAGACAGG and the sense primer
CGATGGATTCCAGTTCGAGTA at an annealing temperature 56°C. For a 447bp
fragment of proai(lll)collagen (procollagen lll) cDNA, the anti-sense primer was

CCATCCTCTAGAACTGTGTAAGTG, the sense primer
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CCACCCTGAACTCAAGAGTGG, and the annealing temperature 58°C. For a 290
bp fragment of TGFB4 cDNA, the antisense primer  was
CAACGCCATCTATGAGAAAACC, the sense primer
AAGCCCTGTATTCCGTCTCC, the annealing temperature 52°C. For a 192bp
fragment of the housekeeping gene glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
(GAPDH) cDNA, the anti-sense primer was ATGTCGTTGTCCCACCAC, the sense
primer TATGATGACATCAAGAAGGTGG, the annealing temperature 56°C. PCR
was performed using Taq polymerase (Gibco-BRL) for 22 cycles for procollagens
and 30 cycles for TGFB; and GAPDH. RT-PCR products were subjected to
electrophoresis on a 1.5% agarose gel, and ethidium bromide-stained bands were

analyzed densitometrically.

Western blot analysis of TGFp, protein

Protein was extracted from frozen tissue in lysis buffer containing: PBS,
sodium deoxycholate 0.5%, SDS 0.1%, sodium orthovanadate 1 mmoliL,
phenylmethylsulfonylfluoride 1.0 mmol/L, Nonidet-P40 1% and aprotinin 1 ug/mL.
Protein concentration was determined using the BioRad protein assay (Bio-Rad
Laboratories lnc.,‘Mississauga, Ontario). TGFB4 was immunoprecipitated from 2 mg
protein with a specific antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) at
a dilution of 1:200. Samples were electrophoresed in a 10% SDS-polyacrylamide
gel at 60 V for 2 h and transferred onto a PVDF membrane at 100 V for 1 hour.
Membranes were incubated with the specific antibodies to TGFB, at a dilution of
1:1000 overnight at 4°C. Horseradish peroxidase-conjugated rabbit IgG (1/5000,
from Santa Cruz Biotechnology Inc.) was used as second antibody. Bands were
visualizéd by chemiluminescence (kit from Boerhinger Mannheim) and quantified by

densitometry.
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Statistical analysis

The means of collagen density from 3 sections of each area of each heart
were evaluated. Results are expressed as means+SEM. Statistical significance was
assessed by one-way ANOVA followed by a Student Newman-Keuls test.
Differences were considered significant at P<0.05.

RESULTS
Blood pressure, body and heart weight of rats

As already reported,? systolic blood pressure of DOCA-salt hypertensive
rats was significantly elevated after 4 weeks (Table 1). Treatment with A-127722
resulted in slight but significantly lower blood pressure in DOCA-salt hypertensive
rats compared to untreated DOCA-salt rats. Body weight of DOCA-salt hypertensive
rats was significantly lower than that of normotensive control rats as we have found
in previous studies. 2 Relative heart weights were similar in treated and untreated
DOCA-salt hypertensive rats, and higher than in normotensive rats.

Effects of endothelin antagonist on collagen deposition

There was a dramatic increase in interstitial and perivascular myocardial
collagen in the subendocardial and midmyocardial regions of the left ventricle of
DOCA-salt rats compared to unilaterally nephrectomized controls (Fig.1 and 2). In
contrast, in the subepicardial myocardium, collagen density was increased
predominantly around blood vessels. Treatment with A-127722 prevented collagen

deposition in the left ventricle of DOCA-salt rats.

Expression of procollagen type | and lll mRNA, and TGFp{ mRNA and protein

Figure 3 shows that in DOCA-salt rats levels of procollagen type | and lil
mRNA in the left ventricle were 1.6 fold higher than in unilaterally nephrectomized
rats (P<0.01). In DOCA-salt rats treated with the ETa-receptor antagonist levels of

procoliagen | and lll mRNA were similar to basal levels.



64

There was a trend to an increase in TGFf34 mRNA at 1 week in DOCA-salt
rats, that did not achieve significance, whereas in ET, antagonist-treated rats there
was a significant decrease compared to DOCA-salt rats (p<0.05, figure 4). No
change in TGFB1 mRNA levels could be demonstrated in the heart of any of the
groups investigated at 2 and 4 weeks (table 2). TGFp4 protein was expressed in the
left ventricle as the 55kD full length precursor, as previously shown by others.* In
hearts of DOCA-salt rats after one week of hypertension TGFB, protein levels were
2.5 fold higher than in hearts of control rats (figure 4). In ETa antagonist-treated
rats, cardiac TGFB4 protein was significantly lower than in DOCA-salt rats. In the 2m
and 4" weeks of hypertension, no statistically significant elevation was detectable in

DOCA-salt hypertensive rats (table 2).
DISCUSSION

The present study investigated collagen deposition and its mechanism in the
heart of DOCA-salt hypertensive rats, and the role that ET-1 may play in cardiac
fibrosis in this model of hypertension. In this model, that has an endothelin-

10122122 collagen deposition was dramatically increased

dependent component,
interstitially and perivascularly in subendocardial and midmyocardial areas of the
left ventricle, but predominantly around blood vessels in the subepicardium.
Although development of left ventricular hypertrophy was unaffected by the ETa-
selective antagonist A-127722, cardiac collagen deposition was dramatically
reduced. Associated with this, procollagen | and lll mMRNA were increased in DOCA-
salt rat hearts, rise that was abrogated by the ET, antagonist. In the 1% week,

cardiac TGFB, expression was increased in DOCA-salt rats, and was significantly

decreased by the ET, antagonist. These data suggest a critical role of the activated
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endothelin system in cardiac fibrosis in mineralocorticoid hypertension, resulting
from increased collagen synthesis via an ET-1-induced TGFp4-dependent

component.

Effect of ET-1 on cardiac collagen vs. left ventricular hypertrophy

The potential involvement of ET-1 in some models of experimental
hypertension such as deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt hypertension has
been well demonstrated.'®??"? |n the heart, ET-1 overexpression occurred mainly
in endothelium of blood vessels in DOCA-salt hypertensive rats.”® ET-1 produced in
blood vessels of the heart may stimulate interstitial fibroblasts to produce
collagen,’"” but could conceivably have only minor effects on cardiomyocytes.
Blood pressure was lowered only moderately in endothelin antagonist-treated rats.
More effective blood pressure lowering may be necessary to have a significant
effect on cardiac hypertrophy, as discussed below. Alternatively, development of
left ventricular hypertrophy and cardiac fibrosis may obey different determinants.
Whereas blood pressure elevation may be critical for development of cardiac
hypertrophy, it may have less influence on collagen deposition. Cardiac fibrosis
may result in this experimental paradigm mainly from stimulation of cardiac
interstitial fibroblasts by ET-1 whereas left ventricular hypertrophy may develop in
the absence of ET-1 stimulation if blood pressure remains elevated, as it did in spite
of ETa antagonism in the present study. Similar findings have been reported
recently in this same model when treated with inhibitors of the renin-angiotensin
system: reversal of cardiac fibrosis without change in cardiac hypertrophy.*®

Relationship of cardiac fibrosis and left ventricular hypertrophy
Cardiac hypertrophy does not necessarily translate into increased collagen

deposition. Collagen content is increased in pressure-induced hypertrophy in animal
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models®®?

and in humans.”® However, volume overload in rats® or humans®
induces hypertrophy in the absence of changes in collagen deposition.
Pathophysiological conditions causing synthesis and accumulation of collagen can
thus be dissociated from conditions activating cardiomyocyte hypertrophy. Indeed,
in the present study we found that endothelin antagonism completely abrogated the
increase in collagen content in the hearts of DOCA-salt rats but did not significantly
affect cardiac hypertrophy. Cardiac hypertrophy in DOCA-salt rats may have a
component associated with collagen deposition via endothelin-mediated
mechanisms,”®" and one independent of both collagen deposition and ET-1
stimulation.
Localization of collagen deposition in the heart

ET-1-dependent fibrosis occurred in DOCA-salt hypertensive rats
predominantly interstitially and perivascularly in the midmyocardial and
subendocardial regions of the left ventricle, and predominantly perivascularly in the
subepicardium. The distribution of increased interstitial coliagen is strikingly similar
to localization of changes in arterioles and capillaries in the DOCA-salt hypertensive
rat as an expression of ET-1-mediated effects. Increased density of small arterioles
20um in lumen diameter and capillary rarefaction were found mainly in the
subendocardial myocardium of DOCA-salt hypertensive rats that was corrected by
treatment with an ET4 antagonist.31 There may be a common mechanism for
cardiac fibrosis and vascular abnormalities in DOCA-salt rats: They both appear to
be a consequence of vascular overproduction of ET-1. Increased arteriolar density
could lead to increased coronary resistance through lengthening of arteriolar
segments. Decreased capillary density together with fibrosis may compromise

oxygen and nutrient supply to cardiac myocytes, contributing to hypoxia in this more
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vulnerable area of the myocardium.*** Hemodynamic (including pressure) and
metabolic variables probably participate together with ET-1 and presumably other
hormonal stimuli to induce vascular growth and rarefaction in this region of the
heart of DOCA-salt hypertensive rats, whereas ET-1 appears to play a fundamental
role in fibrosis as shown by its prevention under ETa receptor blockade.

Synthesis of collagen explains increased collagen deposition in DOCA-salt rats

Expression of procollagen | and Il mRNA in the heart of DOCA-salt rats was
increased compared to control rats, indicating enhanced collagen synthesis. ETa-
receptor antagonist treatment blunted collagen overexpression, suggesting that
increased collagen synthesis was mediated via activation of ETa receptors on
cardiac fibroblasts. ET-1 activates the procollagen | promo’ter,34 reflected in this
study by the increased collagen deposition. TGFB, protein levels were increased in
the heart of DOCA-salt rats in the initial week, returning to normal thereafter. ETa
antagonism prevented the elevation of TGFB4, implicating TGFB, in the fibrotic
response. Not surprisingly, no increase of TGFf34 was found on the 2" and 4™ week
of hypertension. Indeed, a significant rise of the TGFB, 55kD precursor has been
documented only in the initial week of pressure overload.?* After cardiac irradiation,
TGFB1 mRNA rose only acutely in the first week, and returned to normal later.*
Interestingly, there was no correlation between TGFB; protein and mRNA.*
Together, these data demonstrate an ET-1-induced TGFBs-dependent increase in
cardiac collagen deposition in the heart of DOCA-salt rats. Preliminary data (not
shown) demonstrate absence of significant change in collagen-degrading activity

(matrix metalloproteinase-2 [MMP-2]) in DOCA-salt rats or under ET, antagonism,
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in agreement with previously demonstrated absence of significant changes of

cardiac MMP expression in this hypertensive model.*®

Cardiac fibrosis in DOCA-salt hypertensive rats, relationship with other
endocrine systems
The mechanism for increased ET-1 production in DOCA-salt hypertension
remains unclear. Recent studies have suggested that vasopressin, the levels and

3% may play a role in

effects of which are enhanced in DOCA-salt hypertension,
stimulation of ET-1 expression. A V-vasopressin antagonist reduced blood
pressure and vascular remodeling of DOCA-salt hypertensive rats® similarly to
effects of ETa antagonists.”?* This was associated with abrogation of vascular
overexpression of ET-1 mRNA. Genetically vasopressin-deficient Brattleboro rats
do not develop DOCA-salt hypertension, and are unable to up-regulate ET-1
expression.*' The mechanism for vasopressin increase in DOCA-salt rats may be
related to changes in serum osmolality and action on the hypothalamus. This may
require the effect or presence of high salt and mineralocorticoids. Alternatively,
mineralocorticoids may potentiate effects of vasopressin on ET-1 expression in
blood vessels and heart. Mineralocorticoids, particularly aldosterone, induce cardiac
hypertrophy and fibrosis in rats.* Whether aldosterone exerts its effects via ET-1,
as DOCA does in the DOCA-salt rat, remains to be determined. It is of interest to
note the recently concluded RALES study43 where blockade of aldosterone by
spironolactone improved cardiac mortality in heart failure patients, which could be
mediated in part via blunting of ET-1 effects on the heart.*

in conclusion, in DOCA-salt hypertensive rats, significantly increased

interstitial and perivascular collagen deposition was observed in the left ventricular

myocardium, which was prevented if rats were treated with an ETa receptor
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antagonist. These results suggest a role for ET-1 in increased procollagen | and lii
synthesis leading to cardiac fibrosis in DOCA-salt hypertensive rats, which may
have pathophysiological implications in hypertension by contributing to myocardial
stiffness and contractile dysfunction.”“® Associated with this response there is an
initial increase in TGFP,, that may play an adjuvant role in the ETa receptor-induced
cardiac fibrosis. Blockade of ETa receptors may exert beneficial cardiac effects in
forms of hypertension such as the DOCA-salt rat in which the endothelin system is
activated, and perhaps in other forms of cardiac disease, by blunting cardiac

fibrosis and remodeling.
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Figure legends

Figure 1. Collagen deposition in the left ventricular myocardium of DOCA-salt
hypertensive rats demonstrated by Sirius Red F3BA staining. Panel A: left
ventricle from unilaterally nephrectomized control rat; panel B: interstitial
collagen in DOCA-salt hypertensive rat heart; panel C: perivascular collagen in
heart of DOCA-salt hypertensive rat; panel D: absence of significant fibrosis in
heart of DOCA-salt hypertensive rat treated with A-1227722. Original
magnification x20.

Figure 2. Collagen density in the subendocardial, midmyocardial, subepicardial
regions of the left ventricular myocardium in the different experimental groups.
Results are expressed as means + SEM (n=6-8). *P<0.05 vs. unilaterally
nephrectomized rats (UniNx control); **P<0.01 vs. control; +P<0.05 vs. DOCA-
salt: ++P<0.01 vs. DOCA-salt. ETa A= ETa antagonist.

Figure 3. Expression of procollagen type | and |l mRNA in the left ventricle of
DOCA-salt hypertensive rats, and effect of ETa antagonist A-127722 both
expressed as percent of Uni-Nx controls. Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) was performed and mRNA levels normalized to the
GAPDH internal control. The upper panel shows representative blots. Results
in the lower panel are means + SEM (n = 6). *, P<0.01 vs. other groups.

Figure 4. Expression of TGFB; mRNA in the left ventricle of DOCA-salt
hypertensive rats, and effect of ETa antagonism. Reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed and mRNA levels
normalized to the GAPDH internal control. The upper panel shows
representative blots. Results in the lower panel are means + SEM (n=3). *,
P<0.05 vs. DOCA-salt + ETa antagonist.

Figure 5. Expression of TGFBs protein in the left ventricle of DOCA-salt
hypertensive rats, and effect of ETa antagonism. The upper panel shows
representative Western blots. Results in the lower panel are means + SEM
(n=3). *, P<0.05 vs. DOCA-salt + ETa antagonist; **, P<0.01 vs. Uni-Nx.
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Figure 1.
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89.4 kDa
TGFR, 674
protein <« 52.8
5
4-
2]
=
5
3
-
©
=
2 27
<
;-




82
Table 1
Blood pressure, body and heart weight of DOCA-salt
rats treated with the ET,-selective endothelin receptor

antagonist A-127722

Number 4 5 8
Systolic BP (mmHg) 103 +1.6 202 + 3.2** 182 + 3.4**
Body weight (g) 348.5 + 3.66 250.8 £ 10.98** 271.8 £ 9.23*
Heart weight (g) 1.16 £ 0.04 1.13 £ 0.04 1.25+ 0.05
HW (g)/ 100g BW 0.333 £ 0.01 0.451 + 0.01** 0.460 + 0.01**

DOCA-salt = DOCA-salt hypertensive rats; BP = blood pressure; BW = body
weight; HW = heart weight.

** P< 0.01 vs. other groups.
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Table 2
Time-course of TGFB3, mRNA and protein expression in
the left ventricle of DOCA-salt hypertensive rats treated

with ET,-selective endothelin receptor antagonism

TGFpB; mRNA/GAPDH
Week 1 0.57 + 0.06 0.64 + 0.08 0.47 £ 0.08 *
Week 2 1.20 £ 0.12 114+ 0.13 114+ 0.15
Week 4 0.87 + 0.10 0.77 £ 0.11 1.14 + 0.08

TGFp, protein (arbitrary units)

Week 1 25+1.0 6.6 +2.1+ 3.2+1.0
Week 2 1.1+0.2 1.1+ 01 13103
Week 4 6.0 £1.7 8.1+0.6 7.0+ 0.6

GAPDH= glyceraldehyde phosphate dehydrogenase.

* P< 0.05 vs. DOCA -salt hypertensive rats; + P< 0.01 vs. other groups.



CHAPITRE 4: DISCUSSION ET CONCLUSION

Plusieurs complications cardiaques sont consécutives aux altérations des
microvaisseaux dans I'hypertension artérielle. En effet, de nombreux changements
peuvent apparaitre dans la microcirculation durant le développement de
I'hypertension artérielle et, une fois que ces derniers apparaissent, ils peuvent
limiter I'efficacité des stratégies thérapeutiques. Comme la résistance périphérique
est plus grande dans un petit conduit que dans un gros, puisque la proportion de
liquide en contact avec les parois est plus grande, l'augmentation de la résistance
dans [I'hypertension essentielle apparait donc majoritairement dans les
microvaisseaux de diamétre luminal inférieur @ 100um, plus spécifiguement au
niveau des artérioles et des capillaires (Noon et al., 1997, Tableau Il d'apres

Burton, 1965) .

Tableau Il. Résistances relatives du lit vasculaire systémique.

D'aprés Burton, 1965

Aorte 4%
Grosses artéres 5%
Branches artérielles moyennes 10%
Branches terminales 6%
Artérioles 41%
Capillaires 27%
Résistances artérielles et capillaires =93%

Résistances veineuses résiduelles =T7%
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Ces derniers sont donc particuliérement touchés par des élévations de la
pression sanguine et peuvent subir de nombreuses modifications de structure pour
s'adapter & ces changements. Il a déja été démontré, par de nombreuses études,
que les petites artéres et les capillaires présentaient des modifications en nombre
et en structure afin de s'adapter a une situation pathologique d'hypertension
(Intengan et al., 1999; Intengan et al., 1998; Sabri et al., 1998; Sharifi et a/., 19983,
Sharifi et al., 1998b). L'administration de certains traitements antihypertenseurs a
également été étudiée, et ce, afin de prévenir ces changements vasculaires (Sabri
et al., 1998; Schachter, 1991).

Les endothélines (ET) sont des peptides vasoconstricteurs puissants et
semblent impliqués dans I'hypertension artérielle. Ces peptides sont produits par
différents tissus, particuliérement par I'endothélium des vaisseaux sanguins. L'ET-1
est I'endothéline principale sécrétée par cet endothélium, et agit de maniére
paracrine ou autocrine sur les vaisseaux sanguins, par interaction avec les
récepteurs ET, et ETg des cellules musculaires lisses, et ce, afin de stimuler leur
contraction et croissance. L'ET-1 agit également sur les récepteurs ETg des cellules
endothéliales afin d'induire le relachement de vasorelaxants, comme ['oxyde
nitrique et les prostaglandines (Schiffrin, 1998a). Cette endothéline est surexprimée
dans les parois des vaisseaux de plusieurs modéles d'hypertension dépendant du
sel, dont les rats hypertendus DOCA-sel (Sharifi et al., 1998; Doucet et al., 1996;
Sventek et al., 1996; Schiffrin et al, 1995; Lariviere et al, 1993). L'effet
vasoconstricteur et promoteur de croissance de I'ET-1 pourraient contribuer,
respectivement, & |'élévation de la pression artérielle et a I'hypertrophie vasculaire

chez les modéles hypertendus qui surexpriment ce peptide dans leurs vaisseaux.
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(Schiffrin, 1998a) Les modifications vasculaires, engendrées par I'ET-1, ont été
bien démontrées par l'efficacité des agents thérapeutiques utilisés (Schiffrin, 1999;
Matsumura et al., 1999; Intengan et al., 1998; Li et al., 1994).

Dans la premiére partie de notre étude, nous avons donc analysé les
modifications de la microvasculature des régions sous-épicardique et sous-
endocardique du myocarde, plus susceptibles de devenir ischémiques, ainsi que le
réle potentiel de I'ET-1 dans ces changements chez les rats DOCA-sel (Frohlich,
2000; Hittinger et al., 1989; Lee et al., 1981). En fait, il a déja été souligné que
I'Ang Il pouvait amener des modifications dans le nombre dartéricles et de
capillaires chez les rats Wistar traités a I'Ang Il, et que l'administration d'un
antagoniste des récepteurs de ce peptide pouvait prévenir les changements
microvasculaires observés (Sabri ef al., 1998). Ainsi, par une méthode similaire,
nous avons pu, dans notre étude, constater des modifications dans la densité des
microvaisseaux des rats DOCA-sel, comparativement au contréle unilatéralement
néphrectomisé.

Ainsi, une augmentation de la densité des artérioles et une diminution de la
densité des capillaires au niveau de la couche sous-endocardique ont été
observées. Suite a l'administration d'un antagoniste du récepteur ETn de
I'endothéline, une prévention partielle de ces anormalités microvasculaires a été
constatée, signifiant l'action potentielle de ce peptide dans ces modifications
vasculaires. Puisqu’'une augmentation de la densité des artérioles fut observée,
nous avons soulevé 'hypothése d’une croissance artériolaire dans la région sous-
endocardique du myocarde. Jusqu'a maintenant, le site d'origine des nouvelles
artérioles a lintérieur du réseau microvasculaire demeure inconnu. |l est

communément accepté que les capillaires croissent par embranchement a
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lintérieur de linterstiium (Nehls et al., 1992; Folkman, 1986). Par contre, le
processus d'angiogénése par embranchement n'a toujours pas été observe pour
les artérioles. Nous avons donc émis I'hypothése selon laquelle un développement
artériolaire pourrait s'effectuer selon un phénoméne d'artérialisation.

Plusieurs explications ont été émises quant aux mécanismes possibles
reliés a ce phénoméne d'artérialisation. Nelhs et Drenckhahn (Nehls et al., 1992)
ont suggéré que des péricytes entourant les capillaires puissent étre des
précurseurs a la formation de cellules musculaires lisses. Ainsi, lorsque la
différentiation des péricytes s'effectue, il y a formation de "méta-artérioles". Une
deuxiéme explication & ce phénoméne est que les cellules musculaires lisses,
préexistantes au niveau des artérioles, - migrent au niveau des capillaires,
“artérialisant" alors ces derniers. Ainsi, il est possible, par ces deux mécanismes,
que des capillaires puissent avoir été entourés par des cellules musculaires lisses
envahissantes, expliquant ainsi 'augmentation de la densité des artérioles par mm?
de tissu observée. Ensuite, laugmentation de la résistance au flot sanguin due a
cette élongation artériolaire et le spasme des artérioles ont pu alors conduire a une
raréfaction fonctionnelle suivi d’'une raréfaction anatomique, que nous avons
observée sous forme de diminution de la densité des capillaires. Récemment,
quelques études ont discuté de ce phénomeéne et l'ont nommé l'artériogénése
(Buschmann et al., 2000; Hungerford et al., 1999; Price et al., 1994). Il semble,
d'aprés ces études, que ce phénomeéne se produirait comme discuté ci-haut, c'est-
a-dire selon une invasion des cellules musculaires sur des capillaires préexistants,
qui servirait ainsi de gabarit de base a leur croissance. Toutefois, les mécanismes
et les stimuli précis pouvant initier ce phénomene d'artérialisation ne sont pas bien

élucidés. Il semblerait que parmi les stimuli possibles, des processus hormonaux ou
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reliés a I'hypoxie ainsi que des stress hémodynamiques pourraient, a différents
degrés, initier le développement artériolaire. Aussi, comme I'ET-1 est un peptide
engendrant une variété d'effets biologiques, incluant la contraction, la croissance et
la migration des cellules musculaires lisses, il serait plausible d'émettre I'nypothese
que ce peptide pourrait étre impliqué dans le développement des celiules
musculaires artériolaires in vivo (Li et al., 1994; Bobik ef al., 1990; Yanagisawa et
al., 1988). De plus, I'ET-1 pourrait induire la migration de ces cellules musculaires
lisses, phénoméne qui a d'ailleurs déja été observé en présence de faible
concentration de facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) ou d'Ang I
(Kohno et al, 1998). L'étude de Yanagisawa a également déja signalé que
I'administration d'un antagoniste du récepteur ET, de l'endothéline, le BQ-123,
inhibait cette migration des cellules musculaires lisses d'une maniére dose
dépendante (Yanagisawa et al., 1988). Nous pouvons donc suggérer, selon ces
résultats, que la famille des endothélines, spécifiquement 'ET-1, pourrait induire la
croissance et la migration de cellules musculaires en combinaison avec le PDGF ou
I'Ang II, et ce, probablement via le récepteur ETa. Les résultats de notre étude
démontrent, en fait, qu'une prévention partielle des modifications observées dans la
densité des artérioles et des capillaires est possible par I'administration d'un
antagoniste du récepteur ETa de I'endothéline. Donc, I'ET-1 pourrait agir comme
médiateur dans le processus d'artérialisation qui se développe dans le coeur des
rats DOCA-sel.

En fait, ces résultats sont importants, puisque les capillaires sont les seuls
vaisseaux responsables de l'apport en oxygéne et en nutriments aux tissus. Donc,
les altérations de ces microvaisseaux dans la maladie microvasculaire,

particuliérement, joue un réle de premier plan dans l'apparition de Ihypoxie
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myocardique a laquelle est exposée le coeur dans I'hypertension artérielle. Ainsi,
puisque le coeur est un muscle constamment sollicité, I'approvisionnement en
oxygéne est critique et important. Un raccourcissement de la longueur des
capillaires, d0 & linvasion des cellules musculaires lisses des artérioles, et une
réduction du nombre de capillaires fonctionnels causée par la fermeture réversible
ou permanente de ceux-ci, diminueraient alors la capacit¢ de diffusion de
loxygéne. A ce sujet, il a déja été signalé que la vulnérabilité a I'hypoxie est
particuliérement importante au niveau de la région sous-endocardique du myocarde
du ventricule gauche (Lee et al., 1981; Hittinger et al., 1989). Il est alors intéressant
de noter que les anormalités microvasculaires de notre étude ont été observées
principalement & ce niveau, c'est-a-dire dans la région la plus vulnérable aux
événements hypoxiques.

La diminution de la densité des capillaires a été décrite dans de nombreux
- modéles d'hypertension (Hansen-Smith et al., 1996; Hernandez et al., 1992), et
sous perfusion d'Ang i in vivo (Sabri et al., 1998). Quelques études concernant la
densité des capillaires ont déja été effectuées chez le rat. Citons ceux de Dowell
(Dowell, 1977) qui a observé une trés grande diminution de lactivité de la
phosphatase alcaline (indicatif de la CD) dans la région sous-endocardique du
myocarde comparativement a la région sous-épicardique dans les cosurs de rats
hypertrophiés avec une constriction aortique. Des observations similaires ont
également été reportées par Gerdes (Gerdes et al., 1979.; Gerdes et al., 1980)
chez des rats ayant une hypertrophie cardiaque avec hyperthyroidie, ainsi que par
Wiener et par Rakusan chez des rats ayant une hypertrophie induite par une

constriction aortique (Rakusan et al., 1980; Wiener et al., 1979).
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Egalement, un deuxiéme phénoméne, la raréfaction, pourrait étre mis en
cause dans la diminution de la densité des capillaires observée, en plus de
linvasion des cellules musculaire lisses. Dans notre étude, nous pouvons envisager
la possibilité que I'ET-1, par son pouvoir vasoconstricteur, amenerait un processus
de raréfaction fonctionnelle, en premier lieu, par la constriction des méta-artérioles
qui agissent comme des sphincters, et par le collapse des capillaires en aval. Ce
phénomeéne pourrait étre associé a une augmentation de la résistance au flux
sanguin, ce qui engendrait I'apparition de facteurs hémodynamiques et hormonaux
stimulant I'élongation de l'arbre artériolaire au niveau des capillaires. Le blocage
des récepteurs ET,, qui a remédié en partie a l'apparition de ce phénomene

 d'artérialisation, suggeére le réle probable de I'ET-1 dans ce phénomeéne. Ainsi, des

variables hémodynamiques (incluant la pression) et métaboliques, probablement,
contribueraient ensemble avec I'ET-1, et peut-étre méme avec d'autres stimuli
hormonaux, a la croissance vasculaire et au processus de raréfaction possible
observés dans la région sous-endocardique des coeurs des rats hypertendus
DOCA-sel.

Ensuite, il y a évidence que I'ET-1 induit la croissance du coeur et contribue
a I'hypertrophie ventriculaire ainsi qu'a la déposition de collagéne dans la matrice
extracellulaire (Thauraux ef al., 1999; Kaddoura ef al., 1996). Ii est certain que
I'hypertrophie cardiaque pourrait avoir un effet confondant sur les changements
artériolaires et capillaires observés chez le modéle de rat hypertendu DOCA-sel.
Cependant, il ne semble pas que 'hypertrophie soit en cause en ce qui concerne
les changements observés dans la microvasculature, puisqu'aucune différence n'a
été constatée en ce qui concemne I'hypertrophie du groupe DOCA-sel et celui traité

by

a lantagoniste, contrairement & ce qui se produit avec la densité des
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microvaisseaux. Ceci nous améne a suggérer que les changements
microvasculaires observés ne soient pas reliés et attribués a I'hypertrophie
ventriculaire, mais bien a d'autres facteurs. Ainsi, une des limitations de notre étude
était la différence possible dans la composition cellulaire et la deposition de
collagéne entre les groupes a l'étude, car celles-ci pourraient potentiellement
contribuer aux changements de densités observés. En effet, le remodelage du
coeur, l'apoptose et la fibrose peuvent résulter en des altérations de la densité
vasculaire (Korff et al., 1999). Ainsi, afin d'obtenir davantage d'informations sur ces
variables, nous avons effectué une deuxiéme partie a cette étude qui a consistée,
chez le méme modéle d'hypertension DOCA-sel, en l'étude du collagéne, une
protéine principalement reliée a la fibrose et au remodelage cardio-vasculaire.

Donc, une deuxiéme altération, relativement fréquente et relice a
I'hypertension, qui altére la structure et la fonction du coeur est la fibrose du
myocarde. Principalement, cette fibrose est caractérisée par une accumulation
excessive de collagéne de type | et lll dans la matrice extraceliulaire. La stimulation
de la synthése de collagéne par les fibroblastes est favorisée par des facteurs
hormonaux (aldostérone et Ang ll) et hémodynamiques, (Nicoletti et al., 1996;
Crawford et al., 1994; Brilla et al., 1992) mais aussi par de nombreux facteurs de
croissance comme le TGF-B, le bFGF, I''GF-1 et le PDGF (Fischer et al., 1997,
Simm et al., 1997; Sigel et al., 1996; Bastagli et al., 1995; Butt ef al., 1995; Kardami
et al., 1995; Lee et al., 1995; Lembo et al., 1995; Donohue ef al., 1994; Hsu et al.,
1994). En fait, les fibroblastes, situés dans l'espace interstitiel cardiaque, sont
responsables de la synthése et de la sécrétion des diverses protéines de la matrice
extracellulaire, lesquelles participent activement & maintenir la morphologie

cardiaque et agissent comme support tissulaire afin d'optimiser le travail mécanique
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du coeur dans des conditions physiologiques normales (Borg et al., 1996).
Toutefois, lorsque se produit une élévation de pression intraventriculaire et un
volume de remplissage cardiaque important, différents facteurs hormonaux et de
croissance peuvent induirent une hyperplasie des fibroblastes et une accumulation
de protéines dans la matrice extracellulaire, lesquelles induisent alors I'apparition
de fibrose cardiague et de remodelage ventriculaire (Conrad et al., 1995; Weber et
al., 1995).

Les résultats de notre étude ont démontré, a ce propos, une accumulation
de collagéne dans les diverses régions du myocarde du ventricule gauche chez les
rats hypertendus DOCA-sel. Particuliérement, les augmentations les plus notables
en ce qui concerne la déposition de collagéne était située au niveau périvasculaire,
dans la région sous-épicardique du myocarde, et au niveau interstitiel et
périvasculaire dans les régions sous-endocardique et mid-myocardique du
myocarde. Il est intéressant de noter que, suite au traitement a I'antagoniste du
récepteur ETa de I'endothéline, aucune différence notable au niveau de
I'hypertrophie ventriculaire comparativement au rat hypertendu DOCA-sel non traité
n'a été observée, mais une diminution drastique du collagéne est apparue.
Relativement a ces résultats, les niveaux d'/ARNm des procollagénes | et Hl ont
augmentés dans les coeurs de rats DOCA-sel, et, toujours suite au traitement a
I'antagoniste du récepteur ETa de I'endothéline, une diminution de ces mémes
procollagénes fut significativement observée. Afin d'élucider ce phénomene, I'étude
du TGFB4, un facteur de croissance impliqué dans la stimulation de la synthése du
collagéne, a été effectuée. Ainsi, nous avons remarqué que, dans la premiere
semaine, I'expression du TGFp4 cardiaque a augmentée dans le ventricule gauche

chez les rats DOCA-sel et que celle-ci était significativement reduite
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consécutivement a 'administration de l'antagoniste a I'étude. Tous ces résultats
suggérent un réle criique de I'endothéline, particuliérement I'ET-1, en ce qui
conceme l'activation de la fibrose cardiaque dans I'hypertension minéralocorticoide,
ceci pouvant étre le résultat d'une augmentation de la synthése du collagéne via un
composant dépendant du TGFp;.

Egalement, il est intéressant de noter qu'une récente étude (Rothermund et
al., 2000) utiisant un rat hypertendu transgénique (rat Ren2), surexprimant
endothéline-1, a également observé I'apparition de fibrose au niveau du ventricule
gauche. Toutefois, Padministration d’un antagoniste du récepteur ET, de
Pendothéline, le Lu-135252, n'a pas semblée diminuer cette accumulation, et ce,
malgré lactivation du systéme ET. Ceci pourrait alors étre expliqué par des
différences entre les modéles (notre modéle est hypertendu consécutivement a
Padministration de minérallocorticoides et de sel) utilisés au niveau de I'expression
des enzymes de dégradation du collagéne. En effet, comme discuté dans
lintroduction, I'accumulation (et la diminution, par le fait méme) de collagene au
niveau de la matrice extracellulaire, résulte d’'un équilibre entre la synthese et la
dégradation de cette protéine. |l pourrait alors étre intéressant, a ce sujet, de faire
Pétude de P'activation des différents systémes de dégradation des protéines de la
matrice, dans le modéle DOCA-sel et transgénique (Ren2), comme par exemple, au
niveau des métalloprotéases de la matrice (MMP). Ceci pourraient nous permettre
de distinguer et de mettre en évidence le réle possible des systémes de
dégradation dans I'apparition de la fibrose ventriculaire.

De plus, dans notre étude, comme I'hypertrophie ventriculaire observée
chez les rats DOCA-sel n'a pas été corrigée par I'administration de I'antagoniste du

récepteur ETa de I'ET, il semble alors que I'ET-1 stimulerait directement les
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fibroblastes interstitiels cardiaques pour la synthése du collagene. Des résultats
semblables ont également été signalés dans un modéle similaire, consécutivement
a l'administration d'inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine, c'est-a-dire une
diminution de la fibrose cardiaque sans changement au niveau de l'hypertrophie
ventriculaire (Brown ef al., 1999). En fait, I'hypertrophie cardiaque ne signifie pas
nécessairement une augmentation dans la déposition de collagéne. Effectivement,
il a déja été observé, par plusieurs études, autant chez les modeles animaux et
humains, des conditions d'hypertrophie des cardiomyocytes indépendamment de la
synthése et de 'accumulation du collagéne (Schwartz et al., 1996; Michel et al.,
19886). Il aurait toutefois été intéressant, lors de notre étude, de mettre en place des
mesures des pressions systoliques (+dp/dt), diastolique (-dp/dt) et télédiastolique,
particuliérement au niveau du ventricule gauche qui subit 'hypertrophie. En effet,
ces mesures auraient permis de constater si la réduction de la fibrose a ce niveau
par le traitement antihypertenseur, permet une meilleure fonction diastolique, et ce,
malgré une absence de régression de I'hypertrophie gauche. Effectivement, une
dysfonction diastolique du ventricule gauche est souvent la cause de nombreuses
complications reliées a I'hypertension.

La présence de la fibrose dépendante de I'endothéline chez les rats DOCA-
sel est apparue, donc, de fagon prédominante au niveau des régions interstitielle et
périvasculaire dans la zone sous-endocardique, et périvasculaire majoritairement
dans la zone sous-épicardique. Il est intéressant de noter, & ce niveau, la relation
entre la déposition de collagéne interstitiel et la localisation des changements
microvasculaires (artérioles et capillaires) observée dans la premiére partie de
I'étude chez le rat DOCA-sel. Ainsi, il semble qu'un mécanisme commun pourrait

relier la fibrose cardiaque et les changements microvasculaires, puisque ces deux
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phénoménes apparaissent suite & une production vasculaire accrue d'ET-1.
Cependant, la relation existant entre ces deux phénomenes n'est toujours pas
résolue, ce qui demeure alors un sujet d'étude ultérieur possible. Nous pouvons
toutefois suggérer que le dépdt de collagéne interstitiel excessif observé dans le
coeur des rats DOCA-sel, consécutivement a l'augmentation du peptide ET-1,
pourrait engendrer des modifications dans la structure et la fonction cardiaque
responsable des changements microvasculaires observés. Ainsi, divers facteurs
hormonaux et de croissance libérés avec 'ET-1 dans ces conditions pathologiques
d'hypertension peuvent produirent les différents changements observés dans le
coeur des rat DOCA-sel.

Ensuite, I'étude de I'expression des ARNm des procollagenes | et lll, au
niveau des coeurs de rats DOCA-sel, a également été effectuée. Ces procollagénes
sont des indicateurs de la synthése des types de collagéne | et lil respectivement.
Une augmentation dans leur expression a en fait été constatée par RT-PCR dans
les cosurs de rats DOCA-sel, comparativement au controle. Aussi, 'administration
de l'antagoniste du récepteur ETa de l'endothéline semble diminuer cette
surexpression, suggérant l'activation de ce type de récepteur au niveau des
fibroblastes dans le phénoméne de synthése des collagenes | et . Dailleurs,
Thauraux ef al. avait déja constaté une activation du promoteur du procollagéne |
par I'ET-1, ce qui pourrait amener & conclure limportance du réle de cette
endothéline dans la promotion de la synthése accrue de collagéne, particulierement

de type .
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CONCLUSION

Chez les rats hypertendus DOCA-sel, une augmentation de la densité
artériolaire et une diminution de la densité des capillaires, ainsi qu'une
accumulation de collagéne interstitielle et périvasculaire ont été observées dans le
myocarde du ventricule gauche des rats DOCA-sel. L'administration de
I'antagoniste du récepteur ETa de I'endothéline a permis de corriger partiellement
les changements microvasculaires et a empéché l'accumulation de collagéne
observée chez les rats DOCA-sel. Ceci nous a permis de suggérer un réle pour
I'ET-1 dans ces changements microvasculaires et dans le dépét de collagéne.
Toutes ces modifications observées peuvent avoir des implications
physiopathologiques dans I'hypertension par leur contribution a l'ischémie
myocardique et a la fibrose ventriculaire. Ainsi, nos résultats suggérent que
I'administration d'un antagoniste du récepteur ETa de l'endothéline améliore la
circulation coronaire et que le blocage du systéme de I'endothéline au niveau de ce

récepteur ETa pourrait exercer des effets bénéfiques dans I'hypertension.
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