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RESUME

La grossesse s’accompagne d’'importantes modifications hormonales et hémodynamiques.
Parmi celles-ci, le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est activé trés tot durant la
grossesse. De plus, cette augmentation du SRAA est accompagnée d’élévations du débit cardiaque
et du volume plasmatique ainsi que des baisses paradoxales de la pression artérielle et de la
résistance vasculaire périphérique. Ceci suggére que la grossesse induit un remaniement des
réponses physiologiques normales au SRAA. Une résistance vasculaire a I’action des vasopresseurs
est également observée durant la gestation. Ce phénoméne serait causé par la modification de la
fonction des canaux calciques et potassiques. De plus, il serait possiblement d(i a la participation
de la Na'/K*-ATPase, par son influence sur le potentiel membranaire des cellules des muscles lisses
vasculaires (VSMC). La présence des récepteurs minéralocorticoides (MR) dans les VSMC laisse
croire que l'aldostérone peut influencer le tonus vasculaire par des effets génomiques et non-
génomiques. Compte tenu des connaissances actuelles, nous avons émis |'hypothese que
I'augmentation des taux sériques d’aldostérone durant la grossesse est responsable des

changements hémodynamiques observés et que ces effets sont causés par I'activation des MR.

Des rates gestantes ont été traitées avec du canrénoate de potassium (20 mg/kg:jr), un
antagoniste des MR, durant la derniére semaine de gestation (sur 3). Sur des anneaux aortiques
dénudés de leur endothélium, nous avons mesuré les réponses contractiles a la phényléphrine
(PhE) et au KCI en présence d’un bloqueur des canaux calciques dépendants du voltage (VDCC), la
nifédipine, et d’activateurs des canaux potassiques a large conductance (BK¢,) et ceux dépendants
de I’ATP (Karp), respectivement le NS-1619 et la cromakalim. Les réponses a la PhE et au KCl sont
réduites a partir du 17° jour de gestation et le traitement au canrénoate augmente ces réponses
dans tous les groupes. Les modulateurs de canaux ioniques atténuent les réponses a la PhE et au
KCI. Cependant, le canrénoate modifie aussi les effets des modulateurs sur les aortes. Aucun effet
ou une baisse des réponses est observable chez les rates non gestantes, tandis qu’une hausse de
leur effet inhibiteur est notée chez les rates gestantes. Ces effets du canrénoate font croire que

I’aldostérone participe a I'adaptation de la réactivité vasculaire durant la grossesse.

Par ailleurs, le potentiel membranaire des VSMC pourrait étre affecté dans la gestation.
Pour vérifier cette hypothése, nous avons évalué I'activité de la Na*/K*-ATPase, impliquée dans le
controle du potentiel membranaire. Nos résultats démontrent que I'activité de la pompe est

inhibée a partir du 19° jour de gestation. Cet effet est renversé par le canrénoate. Toutefois,
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comme le renversement de l'inhibition de la pompe est également présent chez les rates
gestantes traitées avec du PST 2238, un antagoniste de I'ouabaine sur la Na*/K*-ATPase, et que le
canrénoate agit également comme agoniste partiel de la pompe, nous croyons que la diminution
d’activité associée a la gestation est liée & une inhibition de la Na*/K*-ATPase par des stéroides
cardiotoniques plutdét qu’a un effet des minéralocorticoides. L’augmention d’activité de la pompe
liée au canrénoate s’accompagne d’une diminution de I'expression de la sous-unité al, suggérant
gue la sous-unité a2 est responsable des variations de contractilité de I'aorte, puisque son
expression n’est pas modifiée par le canrénoate. Les effets de la diminution de I'expression de la
sous-unité al, influencée par la signalisation du MR, restent a étre déterminés. Néanmoins, nos
résultats montrent que les modifications d’activité de la Na'/K*-ATPase influencent I'activité des
canaux potassiques et que la pompe pourraient étre un des éléments primordiaux dans le contréle

de la réactivité vasculaire durant la grossesse.

Comme le canrénoate modifie la réactivité vasculaire, nous voulions déterminer ses
impacts sur la pression artérielle. Des rates gestantes ont été traitées avec du canrénoate (20 ou
60 mg/kg:jr) et les parameétres hémodynamiques ont été évalués par radiotélémétrie. Aucune
modification de la pression artérielle, du rythme cardiaque et de la pression pulsée ne sont
mesurées chez les rates recevant le traitement. Toutefois, des augmentations de I'osmolalité, des
taux sériques d’aldostérone et de corticostérone ainsi que de I'activité rénine plasmatique sont
observées chez les animaux recevant 60 mg/kg-jr. Le canrénoate bloque donc le rétrocontréle du
SRAA. Par contre, les MR ne sont pas les principaux responsables du contréle de la pression

artérielle durant la grossesse.

En conclusion, nous avons démontré que le traitement des rates au canrénoate influence
la réactivité vasculaire de I'aorte durant la gestation. Cet effet est causé par la modification de
I'activité de certains canaux ioniques (VDCC, BK¢, et Karp). De plus, le canrénoate renverse
I'inhibition de la Na’/K*-ATPase observée durant la gestation. Finalement, les actions locales de cet
antagoniste des MR sur les vaisseaux sanguins ne se répercutent pas sur |'effet systémique global
et aucune modification de la pression artérielle n’est observée. D’autres études seront toutefois
nécessaires pour déterminer les voies de signalisation par lesquelles I'aldostérone module les

réponses des canaux ioniques dans les VSMC.

Mots-clés : Grossesse, Systéme rénine-angiotensine-aldostérone, Récepteurs des
minéralocorticoides, Réactivité vasculaire, Pression artérielle, Aorte, Canaux calciques, Canaux

potassiques, Na*/K*-ATPase



ABSTRACT

Pregnancy is accompanied by important hormonal and hemodynamic modifications.
Among them, the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is activated early during
pregnancy. Furthermore, this increase of RAAS is accompanied by raises of cardiac output and
blood volume as well as paradoxal decreases in blood pressure and peripheral vascular resistance.
These suggest that pregnancy induces reorganization of the normal physiological responses to
RAAS. In addition, a decreased vascular reactivity to vasoconstrictive agents is observed during
pregnancy. Modifications of calcium and potassium channels function would be implicated in this
phenomenon. Furthermore, an implication of the Na'/K-ATPase is suspected, through its
influence on the membrane potential of vascular smooth muscle cells (VSMC). Aldosterone,
through the presence of mineralocorticoid receptors (MR) in VSMC, could control vascular tone by
its genomic and non-genomic effects. With our knowledge at this time, we submit the hypothesis
that the increased serum aldosterone levels of pregnancy are responsible for the hemodynamic

changes associated with pregnancy and that these effects are caused by the activation of MR.

Pregnant rats were treated with potassium canrenoate (20 mg/kg-d), a MR antagonist,
during the last week of pregnancy (out of 3 weeks). Vascular reactivity of endothelium-denuded
aortic rings was measured. Contractile responses to phenylephrine (PhE) and KCl were studied in
the presence of a voltage-dependent calcium channel (VDCC) blocker, nifedipine, as well as
calcium-actived (BK¢,) and ATP-dependent (Karp) potassium channels activators, NS-1619 and
cromakalim respectively. Vascular responses to PhE and KCl were reduced as of the 17 day of
gestation. Canrenoate increased the responses to both agonists in the aortas of all the groups.
lonic channel modulators reduced the contractile responses to PhE and KCI. However, canrenoate
also modified the responses to the modulators. In the aortas of non pregnant rats, no effect or a
decrease of their inhibitory effect were observed while with the pregnant rats we noticed an
increased effect. These results suggest that aldosterone could be implicated in the adaptation of

vascular responses to pregnancy.

On the other hand, VSMC membrane potential could be affected during pregnancy. To
verify this hypothesis, Na*/K*-ATPase activity was evaluated since it is implicated in its control. Our
results demonstrated that the pump is inhibited as of the 19" day of pregnancy. This effect was
reversed by canrenoate. However, since the reversal of the inhibition of the pump was also

present in pregnant rats treated with PST 2238, an ouabain antagonist on the Na*/K*-ATPase, and



vi

because canrenoate can also act as a partial agonist of the pump, we believe that the decreased
activity associated with pregnancy is linked to the inhibition of the Na'/K*-ATPase by cardiotonic
steroids rather than the effect of mineralocorticoids. The increased activity of the pump by
canrenoate is linked with a decreased of the al subunit expression. This suggests that the a2
subunit of the pump would be responsible for the variations of aortic contractility since its
expression is not modified by canrénoate. The effects of the diminished expression of the al
subunit, influenced by the MR signalization, still need to be determined. Nevertheless, our results
showed that modifications of Na*/K'-ATPase activity had an impact on the activity of potassium
channels and that the pump could be one of the principal elements implicated in the control of

vascular reactivity during pregnancy.

Since canrenoate modified vascular reactivity, we wanted to determine its impact on
blood pressure. Pregnant rats were treated with canrenoate (20 or 60 mg/kg-d) and hemodynamic
functions were determined by radiotelemetry. No modification was observed in blood pressure,
cardiac output and pulse pressure among the treated rats. However, increases in osmolality,
aldosterone and corticosterone levels as well as plasma renin activity were observed in the animal
receiving the 60 mg/kg-d canrénoate. Thus, canrenoate blocks the negative feedback of the RAAS.
However, MR are not the principal element responsible for the control of blood pressure during

pregnancy.

In conclusion, we have demonstrated that canrenoate affects aortic vascular reactivity
during pregnancy. This effect is perpetuated by modifying the activity of certain ionic channels
(VDCC, BKc, and Karp). Furthermore, canrenoate is able to reverse the inhibition of the Na*/K'-
ATPase observed during pregnancy. Finally, the local actions of this MR antagonist on blood
vessels are not reflected by the global systemic effect and no modification of the blood pressure
was observed. Other studies will be necessary to determine the signaling pathways by which

aldosterone modulate ionic channel responses in VSMC.

Key words: Pregnancy, Renin-angiotensin-aldosterone system, Mineralocorticoid receptors,

Vascular reactivity, Blood pressure, Aorta, Calcium channels, Potassium channels, Na*/K*-ATPase.
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1. LA GROSSESSE

Depuis toujours, la capacité d’enfanter des femmes est responsable de la perpétuation de
I'espéce. Cette période de quelques 280 jours, de la fécondation a I'accouchement, est une
condition physiologique qui permet le développement et la maturation du foetus. Pour y arriver, le
corps de la femme subit de nombreux changements anatomiques, physiologiques, métaboliques
et biochimiques. Ces derniers débutent des la fécondation et se poursuivent tout au long de la
grossesse en réponse a des stimuli hormonaux ou a des signaux provenant de |'unité feeto-
placentaire. Afin d’assurer le bon déroulement de la grossesse, plusieurs systemes et organes
maternels doivent synchroniser leur adaptation. Toutefois, les mécanismes permettant la mise en
place et le retrait, en post-partum, de ces phénomenes sont mal connus. Malheureusement, c’est
lorsqu’on fait face a des pathologies liées a la grossesse qu’on prend conscience que plusieurs

mécanismes concernant la physiologie normale sont méconnus.

1.1 LES CHANGEMENTS HEMODYNAMIQUES

Le systéme cardiovasculaire de la femme enceinte doit répondre aux demandes de la
mere et du foetus et pour ce faire, il subit d’importants changements. Une des adaptations les plus
citées est slirement I'importante augmentation de volume sanguin (Fig. I-1). Celui-ci commence a
augmenter 3 la 6° semaine pour atteindre un plateau vers la 32° semaine avec une augmentation
totale de 40 a 50% (33; 47; 74; 110; 155; 179; 306; 313). L'accroissement de volémie est provoqué
en partie par une stimulation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) et, également,
par une diminution de la résistance périphérique précoce durant la grossesse (47; 74). Les
connaissances actuelles ne nous permettent pas d’affirmer lequel de ces deux phénomenes est a
I'origine de l'autre, mais montrent que la grossesse est une condition de rétention d’eau et

d’électrolytes, particulierement de NaCl (33; 74; 177).

Il existe, en plus de I'augmentation plasmatique, une élévation de la masse érythrocytaire
(Fig. 1-1) de 20 a 30% durant la deuxieme moitié de la grossesse (74; 155; 306; 313). Cette derniére
résulte de I'action de I’hormone chorionique somato-mammotrophique, de la prolactine et de la

progestérone qui stimulent la synthese d’érythropoiétine (177). L'augmentation du volume
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érythrocytaire étant plus lente et plus tardive que celle du plasma, il en résulte un état d’anémie
physiologique de la grossesse (74; 110; 180; 306; 313). Cette anémie par dilution est caractérisée
par une diminution de I'hématocrite (47; 306; 313) et elle s’"accompagne de modifications du
systeme respiratoire pour assurer les besoins en oxygéne de la mere et du foetus. On observe
donc des modifications anatomiques pulmonaires qui entrainent une augmentation du volume
courant et de la ventilation minute sans que le rythme respiratoire ne soit modifié. Ces
changements, entrainant une hyperventilation maternelle, donnent lieu a une augmentation de
I’oxygéne alvéolaire (PAg;) et une diminution du dioxyde de carbone artériel (Paco;). Cette chute
de Pacp; est essentielle puisqu’elle facilite le transfert du dioxyde de carbone du sang feetal vers le
sang maternel et donc de I'oxygéne vers le foetus. Toutefois, la faible Pacg, maternelle induit une
alcalose respiratoire qui sera en partie compensée par une plus grande excrétion rénale de
bicarbonate pour maintenir le pH entre 7.4 et 7.45. Le synchronisme entre ces systemes est donc
essentiel pour subvenir aux besoins en oxygene du feetus, du placenta et des organes maternels

(49; 110; 313).

L'augmentation de volémie induit aussi des modifications anatomiques cardiovasculaires.
La majorité du volume sanguin augmenté se répartit dans le systéeme veineux ou capacitif. Il est
suggéré que les changements des niveaux d’hormones stéroidiennes circulantes (sexuelles et
surrénaliennes) en combinaison avec les modifications de productions de prostaglandines
vasodilatatrices, du peptide natriurétique auriculaire (ANP), de monoxyde d’azote (NO) et
d’aldostérone affectent I’extensibilité veineuse et le tonus artériel (155). L'augmentation de la
capacité veineuse se manifeste par la création de plexus veineux, par la dilatation des gros troncs
veineux et par l'accroissement des cavités cardiaques (74; 120). L'élargissement du ventricule
gauche est observé a partir du premier trimestre et s’accentue jusqu’au terme. Il est accompagné
d’un épaississement de la paroi du ventricule, qui se définit comme une hypertrophie modérée du
myocarde, semblable a celle retrouvée lors de I'entrainement physique. Cette hypertrophie est
réversible aprés la grossesse (110). De plus, il s’installe une dilatation des oreillettes droite et
gauche (74; 110) qui s’accompagnerait d’'une augmentation de la surface des valves aortique,
pulmonaire et mitrale (130; 253). Ces changements sont réversibles apreés la grossesse. Le but de
ces modifications est de favoriser le remplissage cardiaque sans entrainer d’augmentation de la
sécrétion des facteurs natriurétiques auriculaires, de permettre le maintien de la fonction
ventriculaire gauche tout en augmentant le volume d’éjection et de minimiser les variations du
retour veineux afin d’assurer un débit utéroplacentaire suffisant a la croissance de 'unité foeto-

placentaire des le début de la grossesse (74; 110; 120; 123).
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On observe aussi durant la gestation une augmentation de débit cardiaque (Fig. I-1), qui
s’éléve d’environ 50%. Cette hausse est détectable a partir de la 5° semaine de gestation jusqu’a la
24° semaine pour se maintenir en plateau jusqu’au terme ou le débit moyen est de plus de 6
L/min (74; 110; 123; 130; 313). Le débit cardiaque dépend de la fréquence cardiaque (nombre de
battements par minute) et du volume d’éjection systolique (le volume de sang éjecté dans la
circulation systémique par battement). L’augmentation de fréquence cardiaque débute vers la 5°
semaine de grossesse et se poursuit jusqu’au 3° trimestre. Elle est toutefois modérée, soit de 15 a
20 battements par minute au repos, et ne permet pas de justifier a elle seule I'augmentation de
débit cardiaque. La majeure partie de I'accroissement du débit cardiague maternel revient donc a
la variation du volume d’éjection systolique du ventricule gauche qui augmente, a partir de la 8°
semaine de grossesse, d’environ 30 %. Cette augmentation est en partie due a I’accroissement de
volémie et aux modifications anatomiques mentionnées précédemment ainsi qu’au maintien du
retour veineux et a la baisse de résistance vasculaire en début de grossesse (Fig. 1-1) (74; 110;

130).

L'augmentation de débit sanguin, qui croit avec I'dge gestationnel, est majoritairement
dirigée vers l'utérus et le placenta, la poitrine, les reins et la peau. Pour ces derniers,
I"augmentation du flot favorise surtout I’élimination : de chaleur pour la peau et de déchets
métaboliques par les reins (155). L'augmentation de flot plasmatique rénal (~70%) est
accompagnée d’un accroissement de la filtration glomérulaire (~50%) associée a une diminution
de la résistance vasculaire rénale en début de grossesse (273; 306). L’afflux a la poitrine, quant a
lui, s"amorce au début de la grossesse pour atteindre deux a trois fois les niveaux de flot sanguin
d’avant la gestation prés du terme. Finalement, chez la femme non gravide, le flot sanguin utérin
est d’environ 100 mL/min, soit environ 2 % du débit cardiaque, et va s’intensifier jusqu’a atteindre
17% du débit cardiaque en fin de grossesse (110; 155). Le flot sanguin utérin est primordial pour
les échanges nutritifs et gazeux avec le foetus. C'est pourquoi, prés du terme, la majorité de la

circulation utérine est dédiée au placenta.
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Figure I-1: Changements hémodynamiques systémiques durant la grossesse humaine. Dix
femmes ont été étudiées a la phase mi-folliculaire (M-F) du cycle menstruelle et 3 la 6°, 8%, 105,
12%, 24° et 36° semaine de grossesse. La pression artérielle moyenne (PAM) et la résistance
vasculaire systémique (RVS) diminue tandis que le débit cardiaque (DC) augmente ainsi que le
volume plasmatique et le volume sanguin. Ces modifications sont significatives a partir de la 6°
semaine de grossesse. La masse érythrocytaire n’est pas modifiée significativement malgré une
légere augmentation en fin de grossesse. *p<0.05, **p<0.001. (Modifiée et traduite de Chapman
et al. (47))
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Malgré cette augmentation du débit cardiaque et du volume circulant, on observe une
diminution de la pression artérielle (Fig. I-1). Cette chute de pression, plus importante pour la
diastolique que de la systolique, débute entre la 8° et 12° semaine et atteint son point le plus bas
au 2° trimestre. Elle remonte ensuite vers la 32-34° semaine et jusqu’a la parturition. Aprés la
grossesse, la pression revient graduellement aux valeurs qu’elle avait avant celle-ci. La pression
artérielle étant la résultante du débit cardiaque (qui est augmenté durant la grossesse) et de la
résistance vasculaire périphérique, sa diminution résulte donc de la baisse de résistance (47; 74;

110; 123; 181; 208; 264).

La résistance vasculaire systémique (RVS) peut se qualifier, de facon simple, comme la
résistance que le sang rencontre lorsqu’il quitte le cceur et qui est dépendante de I'état de
vasoconstriction ou vasodilatation des vaisseaux (le tonus vasculaire) (313). Durant la grossesse,
on note une diminution de la RVS dés la 6° semaine (Fig. I-1) (273) et elle s’accompagne d’une
résistance a l'effet presseur de plusieurs agents vasoconstricteurs (235-237; 292). Ce sont
Dieckman et Michel qui furent les premiers a observer ce phénomeéne en injectant a des femmes
enceintes des extraits post-hypophysaires contenant de la vasopressine (293). Comme les
expérimentations sur les femmes enceintes sont limitées, plusieurs modeéles animaux servent a
étudier les mécanismes impliqués dans cette diminution de réactivité vasculaire. Celle-ci est entre
autre présente chez le rat (226; 292), le babouin (233), le lapin (145) et la brebis (318). La
réduction de réactivité vasculaire in vivo et in vitro aux agents presseurs, tel que I’angiotensine Il
(Ang 1), la vasopressine et la phényléphrine (PhE), est rapportée depuis longtemps dans la
littérature (237; 255; 292; 294). Toutefois, les mécanismes impliqués dans cette baisse de
réactivité vasculaire restent encore peu connus. Plusieurs hypotheses sont cependant
mentionnées : une implication des hormones d’origine ovarienne et placentaire ainsi que du SRAA
(14; 47; 255; 292), une augmentation de la libération des prostaglandines et du NO (237; 255; 292)

et une hyperpolarisation des cellules des muscles lisses vasculaires (VSMC) (37; 200; 258).

Plusieurs études, tant chez I'humain que chez I’animal, ont démontré que cette
atténuation de RVS se localisait dans les arteres de résistance (mésentériques, carotides, et
rénales) et qu’elle est attribuée a une diminution de tonus vasomoteur et au remodelage des
vaisseaux (52; 66; 191; 196; 237). Toutefois, I'augmentation de la compliance (capacité du
vaisseau a augmenter son volume lorsque la pression sanguine augmente) et du diamétre de
I'aorte indique que la structure et la fonction des artéres de conductance sont également

modifiées (78; 119; 123; 146; 235; 287; 290). Des études histologiques sur I'aorte maternelle du
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lapin (67) et de I’humain (183) durant la gestation ont clairement démontré des changements
structuraux importants tels qu’une rupture des lamelles élastiques, une diminution des
protéoglycans ainsi qu’une hypertrophie et une hyperplasie des muscles lisses vasculaires. Cette
réorganisation de la structure vasculaire peut influencer les mécanismes de vasoconstriction et
vasorelaxation qui contrélent la compliance et le diametre de I'aorte (146). Une diminution de la
RVS et une vasodilatation généralisée vont donc affecter la rigidité artérielle (moins de
compliance). La grossesse normale est accompagnée d’une diminution de la rigidité artérielle au
premier trimestre, qui peut se mesurer par la vélocité des ondes de pouls (PWV; pulse wave
velocity), et elle restera basse jusqu’au terme (78; 146; 235). Il a également été démontré que la
prééclampsie était associée avec une plus grande rigidité artérielle (252; 310). De plus, Elvan-
Taspinar et al. (80) ont démontré que la PWV était associée plus étroitement avec le poids a la
naissance que la pression artérielle et ils suggerent que la rigidité artérielle refléterait mieux

I’adaptation vasculaire de la mére que la pression artérielle.

1.2 LES CHANGEMENTS HEMODYNAMIQUES CHEZ LE RAT

Tel que mentionné précédemment, les études chez les femmes enceintes ne sont pas
toujours réalisables compte tenu de la fragilité du foetus en développement. L'utilisation de
modeles animaux permet donc d’approfondir nos connaissances. Plusieurs caractéristiques
techniques nous incitent a choisir le rat pour nos études, notamment sa petite taille et sa
reproductibilité, la facilité a se procurer des spécimens ainsi que la courte durée de gestation (23
jours). Pour étudier les changements hémodynamiques de la grossesse, la rate est un tres bon
modele puisqu’on y observe les mémes changements que chez la femme, mais a des périodes

différentes.

En effet, chez la rate, on note une augmentation de la volémie dés le 6° jour de gestation,
qui atteindra 40% avant la mise a bas (12; 259). On note également une diminution de la masse
érythrocytaire et de I’hématocrite dés le 7° jour et elle s’accentuera jusqu’a la fin de la gestation
(127). De plus, le débit cardiaque et le volume d’éjection augmentent & partir du 8° jour de
grossesse et ils sont accompagnés d’'une augmentation de la fréquence cardiaque (285; 286).
Comme chez I’humain, ces augmentations sont paradoxalement associées a une diminution de la

pression artérielle. Celle-ci ne change pas jusqu’aux environs du 18° jour de gestation puis elle
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descend jusqu’au terme et remonte en post-partum (20; 293). Finalement, tel que mentionné
précédemment, on observe chez la rate gravide une diminution de la résistance vasculaire
périphérique, ainsi qu’une diminution de la réactivité vasculaire aux agents vasoconstricteurs (52;
66; 190; 196; 293). Cependant, nous observons un effet inverse pour ce qui est de la réactivité
vasculaire des arteres utérines (66; 295). De plus, tout comme chez la femme enceinte, on observe
chez la rate gestante des modifications dans les artéres de conductance. Des changements de la
compliance et de la réactivité vasculaire ainsi que la présence de remodelage vasculaire sont notés

dans I'aorte de la rate des le début de la grossesse (37; 84; 146; 235; 258; 287).

1.3 LES CHANGEMENTS HORMONAUX

1.3.1 Les Hormones Peptidiques

La femme subit plusieurs changements hormonaux et métaboliques durant la grossesse
qui permettent I'établissement, le maintien et la conclusion de la grossesse. Ces changements
résultent de I'orchestration de modifications maternelles, foetales et placentaires. La production
d’hormones par les trophoblastes uniquement, est plus grande en quantité et en diversité, que
n‘importe quel tissu endocrinien des mammiferes (64). Une des premiéres modifications
hormonales indiquant la mise en place de la grossesse est I'augmentation de I’hormone
chorionique gonadotrophique (hCG). Elle est détectable dans le sang et l'urine maternel
approximativement 8 a 10 jours apres la fécondation (35) soit au moment de I'implantation du
blastocyste (64). Les taux plasmatiques vont croitre rapidement, doublant tous les 2 jours, jusqu’a
I’'obtention d’un maximum (~100 Ul/ml) entre la 8° et 10° semaine puis redescendront jusqu’a la
16° semaine pour se maintenir stables jusqu’au terme (35; 64; 303). Le principal réle du hCG est le
maintien du corps jaune et sa transformation en corps jaune de gestation qui sécrete les
hormones nécessaires a la poursuite de la grossesse (principalement la progestérone) jusqu’a ce
gue le placenta prenne le relais (42; 64; 303). Toutefois, la présence du récepteur LH-hCG dans des
tissus non gonadotropes suggére que ses fonctions dépasseraient le premier trimestre. De plus, la
hCG serait impliquée dans le maintien de la grossesse en agissant sur la quiescence utérine et sur
la diminution de la résistance vasculaire utérine (64; 163; 248; 308; 316). Finalement, on retrouve
également de la hCG circulante chez le feetus bien que son niveau ne représente que 3% de celui
de la mére (64). Les rdles de la hCG feetale sont toutefois peu connus. Elle agit comme hormone

adrénocorticotrope en stimulant la production de déhydroépiandrostérone (DHEA) (1; 169; 277)
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et elle stimule la synthése de testostérone nécessaire a la masculinisation des tissus feetaux (1; 64;
129; 194). De plus, I'expression du récepteur LH-hCG dans plusieurs tissus foetaux non

gonadotropes ouvre la voie a la détermination de nouvelles fonctions (1).

Une deuxieme hormone polypeptidique caractéristique de la grossesse est I’hormone
lactogéne placentaire (hPL). Elle est détectable dans la circulation maternelle & partir de la 3°
semaine de grossesse. Sa concentration plasmatique étant liée a la masse du placenta, elle
augmente jusqu’a la 34°-36° semaine de grossesse (35; 64). Elle est principalement impliquée dans
les processus métaboliques. Elle agit comme un antagoniste de linsuline, ce qui diminue
I'utilisation maternelle de glucose et favorise sa disponibilité pour le foetus, contribuant ainsi au
phénomeéne de résistance a l'insuline, caractéristique de la grossesse (35; 42; 64; 303). En
contrepartie, elle stimule la synthése et la sécrétion d’insuline par le pancréas (59). Elle favorise
également la lipolyse maternelle, ce qui augmente les niveaux circulants d’acides gras libres (35;
64). Finalement, des études in vitro sur des trophoblastes humains en culture ont démontré que la
hPL inhibe la sécrétion de leptine (59). La leptine, initialement connue comme I’hormone dérivée
des adipocytes, est aussi synthétisée par le placenta durant la grossesse. Son réle durant la

grossesse n’est pas completement élucidé mais elle serait un marqueur de |'adiposité feetale et

elle aurait des fonctions métaboliques, immunes et angiogéniques chez la mere (59; 60; 121).

Une autre hormone qui attire de plus en plus d’attention est la relaxine. Elle a été
découverte en 1926 par Frederick L. Hisaw (126) lorsqu’il a démontré qu’elle induisait une
relaxation des ligaments pubiens. Ce n’est cependant que vers le milieu des années 70-80, que des
études rigoureuses sur sa structure et sa fonction ont été possibles (282). La relaxine est une
hormone peptidique de 6 kDa semblable a l'insuline (53; 64; 154; 282). Chez I’humain, cette
famille peptidique compte maintenant 7 membres : relaxine-1, -2 et -3 ainsi que le peptide
semblable a I'insuline (INSL; insulin-like peptide)-3, -4, -5 et -6 (154). La relaxine-2 chez I'humain et
la relaxine-1 chez le rat, la souris et le porc sont les seules formes de relaxine connues qui sont
sécrétées dans le sang (282). Ce sont elles qui correspondent a I’"hormone identifiée par Hisaw
(154) et qui ont servies a identifier la majorité des actions de la relaxine (282). Au début des
années 2000, les récepteurs pour cette famille de peptides ont été identifiés. Ce sont des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR; G-protein-coupled receptors) (récepteurs de la famille
peptidique relaxine (RXFP; relaxin family peptide)) qui comptent 4 membres pour I'instant. lls sont
présents dans les tissus du systeme reproducteur mais également dans le cerveau, les reins, le

cceur et les poumons (154; 282). Les principales fonctions de la relaxine sont associées a la
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grossesse. Elle est principalement sécrétée par le corps jaune (53; 64; 154; 282). Elle est
également exprimée par la décidua et le placenta (27) ainsi que dans des tissus non reproducteurs
tels que le cerveau, le cceur et les reins (65). Elle est détectable 8 jours aprés le pic de I’hormone
lutéinisante (LH) du cycle cestral et, s’il y a fécondation, elle atteint un maximum entre la 10° et la
14° semaine de grossesse. Par la suite, elle diminue et se maintient stable, & une concentration
d’environ 0.5 ng/ml, a partir de la 24° semaine jusqu’au terme, imitant ainsi le profile de la hCG
(53; 154; 232; 298). Sa principale fonction biologique semble étre le remodelage de I'appareil
reproducteur pour accommoder I'implantation, la croissance et la parturition (65; 228; 282). La
relaxine est également impliquée dans les changements hémodynamiques de la grossesse en
agissant sur plusieurs composantes. Elle affecte I'osmorégulation et les fonctions rénales de
filtration glomérulaire et réabsorption tubulaire, la vasodilatation systémique et la compliance
artérielle (53; 71; 195; 282). Bien que la relaxine semble jouer un réle important dans la grossesse,
elle n’est pas essentielle a son bon déroulement chez I’humain. Des femmes enceintes suite a un
don d’ovule ont pu se rendre a terme malgré une absence de relaxine circulante et en dépit d’'une
atténuation des changements rénaux et osmotiques en début de grossesse (53; 288). Toutefois,

cette étude ne permet pas d’exclure I'implication d’autres hormones sécrétées par le corps jaune.

La synthése de plusieurs autres hormones est également augmentée durant la grossesse.
Entre autres, le placenta produit des analogues d’hormones hypophysaires et hypothalamiques
ainsi que de multiples facteurs de croissance; par exemple, un variant de ’lhormone de croissance,
le neuropeptide Y, l'inhibine et I'activine. Ces hormones agissent autant de facon paracrine
gu’endocrine. Bien que nous possédions certaines données, leurs effets physiologiques et leur
régulation durant la grossesse ne sont pas complétement connus. Il est clair, par contre, que leurs
actions contribuent au bon développement de I'unité feeto-placentaire et du foetus (49; 64; 65; 72;

303).

1.3.2. Les Hormones Stéroidiennes

L'augmentation des hormones stéroidiennes durant la grossesse est capitale a son bon
déroulement. Elles commencent a étre sécrétées des le début de la grossesse par le corps jaune.
Ce dernier synthétise et sécréte de la progestérone, du 17-hydroxyprogestérone et de |'cestradiol
(72; 303). Cette étape est indispensable pour I'établissement de la grossesse. Ceci a été démontré

dans plusieurs études animales, mais également chez la femme ou I’ablation du corps jaune en
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début de grossesse provoque un avortement. Ceci peut toutefois étre évité si de la progestérone
exogene est administrée (5; 23; 48; 63). Ces études ont permis de démontrer le role essentiel de la
progestérone dans l'initiation de la grossesse. Toutefois, entre la 8° et la 10° semaine de grossesse,
la production de la progestérone par le corps jaune n’est plus essentielle puisque le placenta

prend la reléve de la production (64; 203; 303).

La synthese de progestérone (Fig. I1-2) commence par la conversion du cholestérol en
prégnénolone comme dans les autres glandes ol se produit de la stéroidogenése (surrénales et
gonades). Toutefois, comme le placenta produit peu de cholestérol de novo, il utilise surtout le
cholestérol maternel (principalement les lipoprotéines de faible densité (LDL; low-density
lipoprotein)). Celui-ci est converti en prégnénolone, dans la mitochondrie, par I'enzyme de clivage
de la chaine latérale du cytochrome P450 (P450scc (side chain cleavage); CYP11A1) (35; 64; 203;
319). Dans les autres tissus, I'apport du cholestérol a la mitochondrie s’effectue par la protéine de
régulation aiglie de la stéroidogenése (StAR; steroidogenic acute regulatory protein) et cette étape
est la principale étape limitante de la synthese de progestérone. Cependant, StAR n’est pas
présente dans le placenta humain (35; 203; 301). C'est plutét son homologue, MLN64, qui semble
occuper cette fonction mais les concentrations de cholestérol dans les cytotrophoblastes
indiquent que cette étape n’est pas limitante dans le placenta (35; 203; 319). Le prégnénolone est
par la suite converti en progestérone par I'enzyme 3B-hydroxystéroide déshydrogénase (3B-HSD)
de type 1 (35; 64; 319) (plutdt que la 3B-HSD de type 2 utilisée dans les surrénales et les gonades
(203)). La progestérone produite est libérée immédiatement par diffusion et entre

majoritairement dans la circulation maternelle (64; 303)

L'augmentation de I'expression et de I'activité des enzymes de stéroidogenese ainsi que
I’expansion du placenta avec I'avancement de la grossesse sont probablement responsables de
I’'augmentation de progestérone qu’on observe jusqu’au terme (35), ol le placenta en produit
250-300 mg par jour (35; 64; 303). Ses fonctions en début de grossesse sont bien étudiées mais
elle agirait également sur I'utérus pour favoriser la quiescence utérine. Par ailleurs, elle aurait une
action immunosuppressive, avec la hCG et le cortisol, au moment de I'implantation pour éviter le
rejet du conceptus (35; 72; 303). De plus, la progestérone pourrait étre impliquée dans la
diminution de résistance vasculaire et dans la baisse de réactivité vasculaire aux agents presseurs
qui sont associées a la grossesse (65; 72; 136). Finalement, les grandes concentrations de
progestérone auraient un effet natriurétique en agissant comme antagoniste des récepteurs des

minéralocorticoides (MR). Ceci serait compensé par l'augmentation d’aldostérone et les
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mécanismes de protection du MR tel que la dégradation de la progestérone en métabolites

inactifs (65; 244).
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Figure 1-2: Schéma de la stéroidogenése chez I’humain. (Tirée de Rosen et Cedars (254))

La synthese des cestrogénes est également grandement augmentée durant la grossesse.
On en retrouve quatre types : I'cestradiol, I'cestrone, I'cestriol et I'cestetrol. Chez la femme non
gravide, I'cestradiol est principalement sécrétée par les ovaires (72). Tout comme la progestérone,
elle est produite par le corps jaune apres la conception puis le placenta prend le relais de la
production entre la 8° et la 10° semaine de grossesse (72; 303). A terme, les taux de production
d’cestradiol sont de 15 a 20 mg/24h alors qu’ils sont de 0.1 a 0.6 mg/24h a I'état non gravide (64).
L'cestrone est produit a 50% par l'ovaire tandis que le reste provient d’une conversion
périphérique. Son principal précurseur est I'androsténedione mais il peut aussi étre dérivé de
I’cestradiol ou du sulfate d’cestrone. On retrouve I'cestrone de facon prédominante durant la
ménopause mais sa production est également augmentée durant la grossesse et elle suit le profil
d’expression de l'cestradiol (254). Finalement, I'cestriol et |’cestetrol sont produits presque

exclusivement par le placenta a partir de précurseurs feetaux (Fig. I-3). Cela explique une détection



33

plus tardive dans le sérum maternel lié au développement des surrénales et du foie foetal pour
qu’ils produisent les précurseurs nécessaires a la stéroidogenése. A cause de cette caractéristique,
ils ont déja été utilisé comme indicateurs de la fonction placentaire et du bien-étre foetal mais la
faible sensibilité et spécificité de ces tests ont causé I'arrét de leur utilisation (64; 137; 229; 246;
254). 'augmentation du taux de production de I'cestriol passe de 0.02 a 0.1 mg/24h chez les non
gravides a des valeurs de 50 a 150 mg/24h chez les femmes enceintes (64), ce qui en fait

I’cestrogéne le plus produit durant la grossesse méme s’il est moins actif (64; 137; 246).

La synthése des cestrogenes effectuée dans le placenta (Fig. I-3) différe de celle effectuée
dans les ovaires (Fig. 1-2) car I'enzyme 17a-hydroxylase/17,20-lyase (CYP17) qui permet la
conversion des stéroides a 21 carbones (C) en stéroides a 19C est absente. Le cholestérol et la
progestérone ne peuvent donc pas servir de précurseurs a la synthese d’cestrogenes placentaires.
Ce sont donc le déhydroépiandrostérone (DHEA) et le déhydroépiandrostérone sulfate (DHEA-S),
des stéroides a 19C, qui sont produits par les glandes surrénales maternelles et foetales qui sont
utilisés par le placenta. Afin de convertir, le DHEA-S en cestradiol, le placenta doit exprimer quatre
enzymes clé que I'on retrouve principalement dans les syncytiotrophoblastes. Premiérement, le
placenta exprime de haut niveau de sulfatases de stéroides (STS; steroid sulfatase) qui
transforment le DHEA-S en DHEA. Puis, la 3B-HSD de type 1 convertit le DHEA en
androsténedione. Ce dernier sera changé en cestrone via I'aromatase du cytochrome P450 (P450
aromatase; CYP19) et finalement, la 17B-HSD de type 1 convertira I'cestrone en ocestradiol. La
synthése d’cestriol et d’cestetrol se fait via les mémes enzymes placentaires mais a partir des
précurseurs 16a-hydroxydéhydroépiandrostérone sulfate (160H-DHEA-S) et 15a,16a-
dihydroxydéhydroépiandrostérone sulfate (15,160H-DHEA-S) respectivement. Ces derniers
proviennent de la transformation du DHEA-S, produit dans les surrénales foetales, par des
enzymes hydroxylases dans le foie foetal (64; 229; 246). (Fig. I-3) Plus de 90% des cestrogénes
synthétisés dans le placenta entre dans la circulation maternelle a cause de la placentation
hémochorioendothéliale qui permet aux stéroides sécrétés par les syncytiotrophoblastes d’entrer
directement du c6té maternel. Cet arrangement, ainsi que le fait que la majorité des cestrogénes
qui circulent du coté feetal sont sous leur forme sulfatée (biologiquement inactive), permet a la
meére de recevoir les quantités nécessaires d’cestrogénes pour le bon déroulement de la grossesse
tout en protégeant le foetus d'un excés d’cestrogenes. Le controle des concentrations
d’cestrogenes et d’androgenes est important pour assurer, entre autres, une différentiation

sexuelle adéquate du foetus (64; 137; 229).
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Du c6té maternelle, I'augmentation des cestrogénes est essentielle pour orchestrer
plusieurs modifications anatomiques, physiologiques, métaboliques et biochimiques. Ils sont
impliqués dans les modifications anatomiques du systeme reproducteur (65) ainsi que dans
I"'augmentation du flot sanguin utérin (65; 72; 212; 256). lls pourraient également jouer un rdle
dans la parturition (246). De plus, I'cestradiol agirait dans le métabolisme du glucose, dans le
pancréas, et participerait a I'état de résistance a l'insuline reliée a la grossesse (65; 211).
Finalement, les effets des cestrogénes sur les changements cardiovasculaires sont slirement les
plus étudiés. lls seraient impliqués dans le remodelage cardiaque qui s’opére durant la grossesse
et se résorbe en post- partum (79). lls pourraient également intervenir dans la baisse de réactivité
vasculaire et leur effet vasodilatateur résulterait d’'une action autant sur les cellules endothéliales
que sur les muscles lisses vasculaires (65; 275; 315; 348). De plus, les cestrogénes moduleraient la

pression artérielle et la fonction rénale durant la grossesse en agissant sur le SRAA. lls augmentent

I’expression d’angiotensinogene et la formation d’Ang Il et de ses récepteurs, modulant ainsi leurs
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Figure I-3: Synthése des cestrogenes dans le placenta humain. (Modifiée de Rayney et al. (171))
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aux cestrogenes durant la grossesse mais plusieurs études sont encore nécessaires pour

comprendre leur mode d’action complet dans cette condition.

Les glucocorticoides (cortisol) et les minéralocorticoides (aldostérone) sont des stéroides a
21C qui partagent la méme structure que la progestérone mais qui different dans leurs actions
biologiques a cause de l'ajout de groupements hydroxyle et cétone (Fig. 1-2). lls sont
principalement synthétisés par les glandes surrénales (10; 72). Ces derniéres ne subissent peu ou
pas de modifications morphologiques durant la grossesse mais les taux circulants de cortisol et
d’aldostérone sont augmentés (65; 246). Les niveaux sanguins de cortisol total sont augmentés de
3 a 8 fois durant la grossesse (246; 303). Cela est en grande partie due a |’élévation de la
concentration des globulines de liaison des corticostéroides (CBG; corticosteroid-binding globulin),
stimulée par les cestrogénes, qui entrainent une diminution du catabolisme du cortisol et le
prolongement de sa demi-vie (65; 246; 303). On note également une augmentation de la synthese
surrénalienne qui se refletera par une légére augmentation du cortisol libre, parallele a celle du
cortisol total (246). En général, la libération du cortisol est contrélée par ’lhormone de relache de
la corticotropine (CRH; corticotropin-releasing hormone) de I’hypothalamus et I’hormone
adrénocorticotropique (ACTH; adrenocorticotropic hormone) de I'hypophyse et il se crée une
boucle de rétrocontrole négatif (49; 303). Par contre, durant la grossesse, cette rétroaction
négative ne s’applique plus puisque I'unité feeto-placentaire produit du CRH. En fait, on observe
plutdt un rétrocontrole positif puisque le cortisol stimule la production de CRH placentaire et que

ce dernier entraine une augmentation du cortisol circulant (49; 124).

Dans les cellules, les effets du cortisol sont controlés par I'enzyme 11B-hydroxystéroide
déhydrogénase (11B-HSD). Il en existe deux formes : la 11B-HSD de type 1 (11B-HSD1) qui peut
agir de facon bidirectionnelle mais qui favorise la fonction d’oxydoréduction pour former du
cortisol et la 11B-HSD de type 2 (11B-HSD2) qui agit unidirectionnellement pour convertir le
cortisol en sa forme inactive, cortisone (157). Dans le placenta, les 2 isoformes sont présents mais
leur localisation dans les syncytiotrophoblastes differe de méme que leur expression en fonction
de I'age gestationnel. Celle de la 11B-HSD1 ne varie pas tandis que celle de la 11B-HSD2 augmente
(124; 231; 272). La 11B-HSD2 prévient le passage placentaire du cortisol maternel vers le foetus. Le
contréle de ce transfert en fonction du temps de gestation est primordial puisque les
glucocorticoides entrainent la maturation des organes foetaux pour la vie extra-utérine; mais ce
faisant ils favorisent la différentiation au profit de la prolifération. Une augmentation précoce des

concentrations de cortisol foetal peut donc entrainer de la restriction de croissance intra-utérine
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(44; 46; 93; 231). Les taux de cortisol feetal sont donc augmentés seulement vers la fin de la

grossesse (124; 246).

Pour accompagner l'augmentation de glucocorticoides, les concentrations de
minéralocorticoides sont également élevées. L'augmentation d’aldostérone résulte d’une plus
grande synthése par les glandes surrénales maternelles (non gestante: 0.05-0.1 mg/24h vs
gestante : 0.25-0.60 mg/24h (64)) et non pas d’une modification de son catabolisme. Cette
augmentation est principalement liée a I"amplification du SRAA (65; 246; 303). Ces effets sont
discutés dans la section suivante, mais il est important de noter que malgré I'importante
augmentation d’aldostérone durant la grossesse, la femme ne manifeste pas les symptémes de

I’hyperaldostéronisme (hyperkaliémie, hypernatrémie et hypertension) (246).

2. LE SYSTEME RENINE ANGIOTENSINE ALDOSTERONE

Le SRAA est reconnu principalement pour son réle physiologique et pathophysiologique
sur les systemes rénal et cardiovasculaire ou il est impliqué dans la régulation de la pression
artérielle, du volume sanguin et de la balance des électrolytes. Depuis la découverte de la rénine
en 1898 par Tigerstedt et al (309), les connaissances sur le SRAA n’ont cessées de croitre et de nos
jours, ce systeme est beaucoup plus complexe que I'on semblait le croire. En plus du systeme
systémique classique, il existe un systéme rénine-angiotensine (SRA) tissulaire ou local qui est
contrdlé de facon indépendante, mais qui peut interagir avec le SRA systémique. Egalement, des
études démontrent la présence d’'un SRA intracellulaire bien que ses fonctions ne soient pas
complétement déterminées (97; 161; 167). La présence d’un SRA local a été démontrée entre
autres dans les reins (17; 114; 230), le coeur (17; 230; 324), les vaisseaux sanguins (17; 230), le
cerveau (17; 167; 230; 261), le pancréas (171; 230), le placenta (131; 220; 278), les gonades (131;
162; 230), ainsi que dans les tissus lymphatiques (230) et adipeux (109; 230). La découverte des
composantes du SRA dans ces tissus ont permis de définir de nouvelles fonctions pour ces

molécules qui agissent de fagon autocrine, paracrine et endocrine.

Dans la voie classique du SRAA, la rénine est libérée dans la circulation par les cellules
juxta-glomérulaires du rein. La rénine convertie I'angiotensinogéne (Aogen), produite par le foie,
en Angiotensine | (Ang ). Cette derniére est par la suite clivée en Angiotensine Il (Ang Il) par

I’enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE; angiotensin-converting enzyme) qui est exprimée



37

sur les cellules endothéliales vasculaires, particulierement dans les poumons. Puis I’Ang Il produit
ses actions biologiques en se liant aux récepteurs de |'angiotensine type 1 ou type 2 (AT1R et
AT2R). L’Ang Il induit, entre autres, la sécrétion d’aldostérone par les glandes surrénales et celle-ci
produit ses effets par la liaison des récepteurs des minéralocorticoides. Derniérement, il a été
démontré que d’autres fragments de I’angiotensine avaient des potentiels biologiques.
L'angiotensine 1ll (Ang lll; Ang 2-8) et I’angiotensine IV (Ang IV; Ang 3-8), produites par la
dégradation de I’Ang Il via les aminopeptidases A et N, respectivement, et I’angiotensine 1-7 (Ang
1-7) formée par un homologue de I’ACE, I’ACE2, a partir de I’Ang |l font parties de ceux-la. De plus,
la caractérisation de nouveaux récepteurs pour I"Ang IV (AT4R/IRAP; insulin-regulated
aminopeptidase receptor), pour I'’Ang 1-7 (Mas) et méme pour la rénine/prorénine (RPR;
renin/prorenin receptor) a consolidé I'existence de nouvelles fonctions du SRAA. Finalement,
I'identification de voies alternatives de formation de I’Ang Il démontre un contrdle indépendant
du SRAA classique. Tous ces nouveaux éléments nous force a reconsidérer notre vision du SRAA
classique et a prendre en compte un SRAA beaucoup plus complexe et multifactoriel (Fig. I-4) (97;

115; 162; 167; 230).
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2.1.1. La Réninela synthése de la rénine, une enzyme protéolytique, dans les cellules
juxtaglomérullaires du rein, implique une série d’étapes qui débutent par la traduction de I’ARNm
en préprorénine. Ce peptide est ensuite clivé pour former la prorénine. Cette derniére sera soit
directement sécrétée dans la circulation ou elle sera transformée en rénine dans les granules de
sécrétion. La libération de la rénine dans la circulation sanguine se fait uniquement dans le rein en
réponse a différents stimuli cellulaires qui incluent une stimulation par le systeme nerveux
sympathique, la détection d’une hypotension artérielle rénale par les barorécepteurs, une
stimulation des cellules de la macula densa par une diminution du sodium et du chlore dans les
tubules distaux, une stimulation par différentes molécules (prostaglandines, adrénomédulline,
dopamine, NO) ou une inhibition par 'Ang II, 'endothéline et la vasopressine (75; 156; 210; 219).
Contrairement a la rénine, la prorénine peut étre synthétisée et sécrétée par plusieurs tissus (156;
210) ce qui explique son taux circulant dix fois plus élevé (210).Autrefois considérée comme
inactive, la découverte de récepteurs de la rénine/prorénine a permis d’approfondir son role.
Deux types de récepteurs ont été caractérisés : le récepteur mannose-6-phosphate (M6P) et le
RPR. Le premier est couplé aux protéines G et est impliqué dans le transport des protéines
possédant des résidus M6P. Seules la prorénine et la rénine glycosillées s’y lient et cela entraine
leur internalisation et leur dégradation. Le RPR est un récepteur possédant un segment
transmembranaire spécifique a la rénine et a la prorénine. Il existe trois formes de RPR: Ia
protéine transmembranaire compléete; la forme soluble (sRPR) trouvée dans le plasma et I'urine; et
la forme tronquée (trRPR), composée du segment transmembranaire et du domaine

cytoplasmique (218).

La liaison de la rénine/prorénine au RPR augmente I'activité catalytique de la rénine a la
membrane cellulaire. Elle permet également l'activation de la prorénine, par changement
conformationnel, ce qui entraine une augmentation d’Ang Il local et méme systémique. La liaison
au RPR entraine également des effets cellulaires indépendants de la formation de I’Ang I, tel que
I’activation de signalisations intracellulaires qui résultent en une augmentation de contractilité,
d’hypertrophie, de fibrose ou d’apoptose (97; 210; 230). De plus, en 2010, Cruciat et al (62) ont
démontré une fonction des RPR, indépendante de la rénine, dans la signalisation des Wnt. Les
protéines Wnt sont des facteurs de croissance dont I'activité est essentielle pour le
développement embryonnaire. Chez I'adulte, ils sont également impliqués dans la prolifération, la
migration et la polarisation des cellules et une mauvaise signalisation favorise le développement
de maladies dégénératives, incluant le cancer. Dans cette nouvelle fonction, le RPR sert

d’adaptateur entre le complexe du récepteur Wnt et la V-ATPase (pompe a protons dépendante



39

de I'ATP) (218). Cette nouvelle avenue est trés intéressante car le RPR pourrait devenir une cible
thérapeutique pour les maladies dégénératives. Plusieurs études sont toutefois nécessaires pour
la caractérisation compléte de cette nouvelle fonction. Le trRPR est également associé a la V-
ATPase. Il est essentiel pour la régulation de son activité qui consiste en I'acidification des
compartiments intracellulaires et au transport des protons a travers les membranes plasmatiques
(218). Cette fonction du RPR est essentielle pour le bon fonctionnement, entre autres, du systeme
nerveux central (218; 280), des reins (2; 218) et du coeur (151; 218). Finalement, le sRPR a
récemment été détecté dans le plasma ou il peut lier la rénine, et dans 'urine. Toutefois, son réle
n’est pas encore élucidé. On ne sait pas s’il peut augmenter 'activité de la rénine comme le RPR
membranaire ou s’il agit comme un antagoniste circulant en liant la rénine (218). L’expression du
RPR dans plusieurs tissus (rein, cceur, cerveau, VSMC, placenta, ..) pourrait permettre

I’accumulation locale de rénine et de prorénine et ainsi permettre une activité tissu-spécifique du
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Figure 1-4: Représentation du Systeme Rénine Angiotensine et des actions engendrées par ses

récepteurs. Les fleches pleines (=) représentent le SRA classique et les fleches pointillées

montrent les nouveaux concepts du SRA. En bleu : les peptides; en mauve : les enzymes et en
rose : les récepteurs. (Inspirée de : 97; 131; 161; 162; 167; 198; 218; 230; 328)
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SRA (210). L’activité rénine plasmatique étant considérée comme I’étape limitante du SRA (131;
210), beaucoup d’efforts sont consacrés au développement d’inhibiteurs de rénine pour bloquer
le SRA et traiter les maladies cardiovasculaires et rénales. Pour I'instant, seul I’Aliskiren est utilisé
cliniguement comme antihypertenseur et les premiéres études semblent trés encourageantes
(331). Toutefois, I'Aliskiren n’affecte pas la liaison ni I’activation des RPR par la rénine/prorénine

(218).

2.1.2. les Enzymes de Conversion ACE/ACE2

L'ACE est une dipeptidyl-carboxypeptidase qui clive des dipeptides de plusieurs substrats.
En plus de la conversion de I’Ang | en Ang Il, elle agit sur la bradykinine, les enképhalines et la
substance P. L'ACE est présente dans plusieurs organes, particulierement dans les cellules
endothéliales, épithéliales et neuroépithéliales. On la retrouve en forme soluble ou liée a la
membrane. Sa forme membranaire agit également comme récepteur et peut engendrer
différentes cascades cellulaires suite a la liaison de substrats spécifiques. Les bloqueurs de I’ACE
sont grandement utilisés, particulierement dans le traitement de I"hypertension, pour inhiber la
formation d’Ang Il et bloquer ses effets biologiques. Toutefois, on ne peut négliger I’hypothése
que les effets des bloqueurs de I’ACE sont causés en partie par les autres peptides sur lesquels elle
agit. Par exemple, 'augmentation des kinines qui résulte de I'inhibition de I’ACE pourrait favoriser
I’effet hypotenseur observé (75; 161; 162). La conversion intracellulaire de I’Ang | en Ang Il par des
mécanismes indépendants de ACE a également été démontrée et requiert a des enzymes telles la
cathepsin G, I'enzyme de génération de I’Ang Il sensible a la chymostatine (CAGE; chymostatin-
sensitive Ang-ll-generating enzyme) et la chymase. Toutefois, le rdle physiologique de ces voies

alternatives est encore nébuleux (167).

Identifiée en 2000 par Tipnis et al. (311), ACE2 est une carboxypeptidase qui posséde 40%
d’homologie avec ACE. Cette enzyme membranaire ne clive qu’un seul acide aminé contrairement
a ACE. Elle est responsable de la conversion de I’Ang | en Ang 1-9 et de la conversion de I’Ang Il en
Ang 1-7 (97; 115; 162; 230). Sa fonction principale est la dégradation de I’Ang Il bien qu’elle peut
également hydrolyser I'apeline-13, la neurotensine-(1-11), la dynorphine A-(1-13), la B-
casomorphine-(1-7) et la ghreline (115; 329). Elle est abondamment exprimée dans les reins, le
ceceur, les VSMC, I'endothélium vasculaire, les testicules et le placenta, mais on la retrouve

également dans les poumons, le foie, I'intestin et le cerveau (97; 115; 265; 323). La régulation de
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son expression n’est toutefois pas complétement clarifiée. ACE2 n’est pas inhibée par les
bloqueurs de I’ACE ni par les antagonistes des récepteurs de I'angiotensine (ARA). Par contre,
lorsqu’ils sont administrés, la présence de I’ACE2 augmente suggérant qu’elle contribue a leurs
réles cardio-protecteurs en hydrolysant le vasoconstricteur Ang Il en vasodilatateur Ang 1-7 (97;

115).

2.1.3. L’Angiotensine Il

L'Ang Il est un octapeptide qui est reconnu comme le principal effecteur du SRAA. Cette
hormone affecte potentiellement la fonction de tous les organes que ce soit de facon
physiologique ou pathologique. Ses multiples effets sont contrdélés par sa liaison aux récepteurs
AT1R et AT2R. Ces derniers sont des GPCR n’ayant seulement que 34% d’homologie, mais qui
partagent une affinité semblable pour I’Ang 1l (131). On leur attribue généralement des fonctions
opposées, mais leurs actions sont controlées par des voies complexes de signalisation. La majorité
des effets physiologiques de I’Ang Il sont attribués a I’activation des récepteurs AT1R. Ce dernier,
principalement couplé aux protéines G,/Gy;, active plusieurs voies de signalisation (131; 162; 198).
En plus des voies de signalisations classiques liées aux protéines G, AT1R interagit avec plusieurs
tyrosine kinases et sérine/thréonine kinases (198). Une régulation précise de toutes les voies de
signalisation activées est donc essentielle. Le temps de liaison, la localisation cellulaire des
récepteurs de méme que l'environnement tissulaire deviennent des facteurs importants du
mécanisme d’action (198). L'Ang Il contrdle principalement 'hémodynamie suite a sa liaison a
AT1R. Elle entraine de la vasoconstriction, la stimulation du systéme nerveux sympathique (SNS)
et la sécrétion d’aldostérone et de vasopressine; qui controlent le débit sanguin et la rétention
d’eau et de sels. Elle participe aussi a la croissance cellulaire et au remodelage cardiovasculaire en
activant les voies de signalisation de la prolifération et de la migration cellulaires, de
I’hypertrophie et de la fibrose. Finalement, ’Ang Il a aussi des actions métaboliques incluant Ia
modulation pro-inflammatoire, I'augmentation de la sécrétion d’insuline, I'apoptose des cellules B
du pancréas, la diminution de la gluconéogeneése et I'augmentation des triglycérides plasmatiques
(97; 131; 167; 219). Llintroduction des ARA, qui sont spécifiques pour ATI1R, a permis de
déterminer plusieurs de ces fonctions. Ces bloqueurs sont aujourd’hui grandement utilisés pour

prévenir et traiter I’"hypertension et les maladies cardiovasculaires (97; 219).
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L’AT2R est couplé aux protéines G/G, (162). Initialement reconnu pour ses effets
opposant ceux d’AT1R, de nouvelles données indiquent qu’il peut induire une signalisation
distincte. Les ro6les reconnus d’AT2R comprennent linhibition de la croissance cellulaire,
I'apoptose, la vasodilatation et la relache de NO, la différenciation et la régénération du tissu
neuronal ainsi que le développement tissulaire foetal compte tenu de sa grande expression chez le
foetus; expression qui décline apres la naissance (97; 131; 198; 230). De plus, AT2R agit comme
antagoniste d’AT1R, indépendamment de sa liaison au ligand, en formant un hétérodimere avec
AT1R et en interrompant sa signalisation (162; 198). Toutefois, le r6le d’AT2R dans les pathologies
est encore incertain puisque plusieurs études ont produit des résultats contradictoires (198). Bien
que les ARA augmentent les niveaux d’Ang Il et causeraient vraisemblablement une plus grande
stimulation d’AT2R, il n'y a pas d’évidence pour prouver la pertinence clinique d’une
augmentation de I'activité d’AT2R (97). D’autres études sont donc nécessaires pour éclaircir son

role dans les pathologies impliquant le SRA.

2.1.4. L’Angiotensine 1-7

On a longtemps cru que I’Ang 1-7 était dépourvue de fonctions biologiques. Toutefois, la
caractérisation d’ACE2 et du récepteur mas ont grandement fait accélérer les connaissances. Mas,
le récepteur de I’Ang 1-7, est un GPCR qui a initialement été décrit comme un facteur oncogene
(90; 230; 266). L'Ang 1-7 s’oppose aux actions de I’Ang Il. L'Ang 1-7 a des effets vasodilatateurs
causé par la relache de bradykinine, de prostaglandines et de NO. De plus, elle a des actions
antiprolifératives, anti-fibrotiques et pro-apoptotiques et pourrait agir comme agent anti-
inflammatoire (90; 97; 115; 162). Finalement, dans I'ovaire, I’Ang 1-7 serait impliquée dans le

processus d’ovulation et dans la stéroidogenése (328).

2.1.5. L’Angiotensine lll et I’Angiotensine IV

L’Ang Il est synthétisée suite a la dégradation de I’Ang Il par 'aminopeptidase A (AMPA).
Elle agit également en se liant a AT1R et a AT2R. Ces fonctions sont donc similaires a celles de
I’Ang Il. Toutefois, comme sa dégradation métabolique est 5 fois plus rapide que celle de I’Ang I,

cela confere a cette derniere le role de principal effecteur du SRA (97).
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L'Ang IV est généré a partir de I’Ang Ill par 'aminopeptidase M (AMPM) (97). L'intérét
pour ses fonctions biologiques est récent et découle de la caractérisation d’'un nouveau récepteur
de I'angiotensine, le type 4 (AT4R). Faisant parti de la famille des récepteurs aminopeptidase
controlés par l'insuline (IRAP; insulin-regulated amino peptidase receptors), il n’est pas un GPCR
contrairement a ATAR et AT2R (45; 97; 230). AT4R est exprimé dans le cceur, les VSMC, les reins, le
poumon, le colon, les glandes surrénales, la prostate et plusieurs régions du cerveau (45; 230). Les
actions biologiques de I’Ang IV incluent la vasodilatation, I’hypertrophie, I'activation de NFkB qui
entraine l'expression de plusieurs protéines, la prolifération cellulaire et la régulation des

fonctions cognitives, du métabolisme rénal et des dommages cardiovasculaires (97).

2.1.6. L’Aldostérone

L'aldostérone, le principal minéralocorticoide, est synthétisé dans la zone glomérulée des
glandes surrénales. Sa sécrétion est principalement controlée par I’Ang |l et le taux de potassium,
mais également par I’ACTH, le sodium et la dopamine (3; 75). Tout comme les autres hormones
stéroidiennes, I'aldostérone est produite a partir du cholestérol suite a une série de réactions
enzymatiques opérées par des déhydrogénases et des membres de la famille des cytochromes
P450 (Fig. I-2). Le principal substrat pour la formation d’aldostérone, la 11-déoxycorticostérone
(DOC), est formée suite a la conversion de la progestérone par la 21-hydroxylase (CYP21). Par la
suite, DOC est transformée en aldostérone par trois réactions successives catalysées par
I'aldostérone synthase (CYP11B2); une 11B-hydroxylation, une 18-hydroxylation et une 18-
méthyloxidation qui engendreront respectivement la corticostérone, la 18-hydroxycorticostérone
et finalement I'aldostérone (81; 182). Une fois en circulation, 50-70% de I'aldostérone se retrouve
associé a des protéines plasmatiques contrairement a DOC et au cortisol qui sont presque
totalement liés a ces protéines. Conséquemment, jusqu’'a 90% de |'aldostérone libre peut étre
métabolisée en un passage hépatique, ce qui lui confére une demi-vie relativement courte de 20-

35 minutes contrairement a celle du cortisol qui est de 80-120 minutes (3; 75).

L’aldostérone agit dans plusieurs tissus de facon génomique (voie classique) et/ou non-
génomique (Fig. I-5). Ses actions sont principalement causées par sa liaison aux récepteurs des
minéralocorticoides (MR). Ce dernier fait parti du groupe des récepteurs des hormones
stéroidiennes qui appartient a la famille des récepteurs nucléaires et qui inclut les récepteurs des

glucocorticoides (GR), des cestrogenes (ER), de la progestérone (PR) et des androgenes (AR). Le
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MR se démarque parmi ceux-ci puisqu’il est le seul qui peut lier différentes classes d’hormones
stéroidiennes : les minéralocorticoides (aldostérone, DOC), les glucocorticoides (cortisol,
corticostérone chez les rongeurs) et la progestérone (343). L’affinité du MR pour I'aldostérone et
le cortisol est similaire et bien que le cortisol se retrouve en plus grande concentration dans la
circulation, les tissus répondant a I'aldostérone exprime également la 113-HSD2 pour assurer la
spécificité de la réponse (108; 343). De plus, le complexe MR:aldostérone semble étre plus stable
et avoir une meilleure capacité de transcription que le complexe MR:cortisol (108). La
progestérone peut également se lier au MR et agir comme antagoniste. Il est suggéré qu’un
mécanisme similaire a celui de la 11B3-HSD2 dégrade la progestérone en métabolites inactifs (244;
245). En plus de la protection du MR par différentes enzymes, la spécificité du récepteur est
également conférée par sa structure et par sa liaison aux cofacteurs spécifiques qu’il recrute. En
effet, le MR est constitué de trois domaines fonctionnels : un domaine N-terminal, un domaine de
liaison a I’ADN et un domaine de liaison du ligand (330; 343). On a suggéré que différents ligands
peuvent induire de subtils changements conformationnels dans les différents domaines, ce qui
influencent les interactions du récepteur avec les protéines chaperonnes, les protéines
corégulatrices, d’autres facteurs de transcription et I’ADN, lui conférant ainsi une plus grande

spécificité (343).

Il est certain que la voie classique (génomique) d’action de I'aldostérone s’opeére par les
MR. Toutefois, la signalisation des réponses non-génomiques suscitent toujours des débats.
Plusieurs données supportent I'idée que le MR classique est responsable autant des réponses
génomiques que non-génomiques. Une petite fraction des MR serait présente a la membrane
plasmatique. Grossmann et al (112) ont constaté une colocalisation avec le récepteur du facteur
de croissance épidermale (EGFR; epidermal growth factor receptor) tandis que d’autres études
montrent que le MR est associé a la protéine cavéoline-1 pour former un complexe de
signalisation dans les cavéoles (159). Cela suggere une localisation appropriée pour initier une
cascade de signalisation membranaire, mais une meilleure caractérisation est nécessaire pour
justifier le role physiologique des MR a la membrane cellulaire (160). Par contre, Wehling (336)
suggerent qu’un récepteur membranaire de I’aldostérone, différent du MR, serait responsable des
effets non-génomiques. Un tel récepteur n’a pas encore été caractérisé, mais une étude récente
suggere que les effets rapides de I'aldostérone dans les VSMC et dans les cellules endothéliales
sont dépendants d’'un GPCR, GPR30 (récepteur orphelin 30; G protein receptor 30), également

responsable des effets non-génomiques de I'cestrogéne (111). Cette voie d’activation pourrait
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devenir une nouvelle cible thérapeutique pour controler les effets non-génomiques de

I’aldostérone.

La présence du MR a initialement été démontrée dans les tissus épithéliaux, tels que le
rein et le colon, ou il est impliqué dans la régulation de la réabsorption de sodium, de la sécrétion
de potassium ainsi que de I'homéostasie de I'eau via le contréle de transporteurs ioniques
membranaires. Il est ainsi impliqué dans le contréle du volume sanguin et de la pression artérielle
(28; 330). Toutefois, le MR est aussi exprimé dans les tissus non épithéliaux tels que le cceur, la
vasculature, le cerveau et les adipocytes, ouvrant la voie a de nouvelles fonctions biologiques
(330). L'intérét pour le MR dans le systeme cardiovasculaire découle de plusieurs études cliniques
(RALES, EPHESUS, TOPCAT et EMPHASIS) décrivant un effet bénéfique de ses bloqueurs dans le
traitement des maladies cardiovasculaires (189). Une faible augmentation des taux d’aldostérone
sérique chez des patients atteints d’hypertension ou d’insuffisance cardiaque peut produire des
modifications de la fonction vasculaire indépendantes des changements de pression artérielle,
démontrant un role direct de I'aldostérone sur les vaisseaux (192). L’aldostérone peut agir sur les
vaisseaux sanguins de facon génomique et non-génomique en affectant autant I'endothélium que
les VSMC. Des études in vitro et in vivo chez des animaux et chez I'humain suggérent que
I'activation du MR stimule le stress oxydatif vasculaire et l'inflammation, la fibrose et le

remodelage des vaisseaux ainsi que la réactivité vasculaire (36; 96; 192; 269).

Le mécanisme de contréle rapide des MR sur la réactivité vasculaire restent limité, compte
tenu des résultats contradictoires des études sur les vaisseaux ex vivo et in vivo. Bien que ces
différences soient probablement dues a la conception de I'étude (lit vasculaire étudié, espece,
durée de I'exposition a I'aldostérone et concentrations), I'action sur I’endothélium et la synthése
de NO sont requises dans les réponses vasorelaxantes (170; 192). Lorsque l|'aldostérone est
administrée dans la lumiere du vaisseau pour cibler I’endothélium, par opposition a
I’administration dans la solution du bain qui cible les VSMC, une réponse vasodilatatrice est
observée. Elle requiert alors la présence d’'un endothélium fonctionnel, des MR et la génération de
NO via les synthases de monoxyde d’azote endothéliales (eNOS) (122). Le retrait de I’endothélium
ou la co-incubation avec des inhibiteurs de NOS entraine la perte de la vasodilatation et une
augmentation de la contraction démontrant l'implication des MR endothéliaux dans la
vasodilatation et des MR des VSMC dans la vasoconstriction (122; 270). L’aldostérone induit aussi
une constriction des VSMC en modulant différentes voies de signalisation menant a la mobilisation

du calcium intracellulaire et de I'adénosine monophosphate (AMP) cyclique, la phosphorylation de
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plusieurs molécules de signalisation telles que la protéine kinase C (PKC), 'EGFR, les protéines
kinases activées par un mitogene (MAPK; mitogen-activated protein kinases), les kinases
dépendantes d’un signal extracellulaire 1/2 (ERK1/2; extracellular signal-regulated kinases) et le c-
Src, ainsi que par I'augmentation de la production des espéces réactives dérivées de I'oxygene
(ROS; reactive oxygen species) (Fig. I-5) (36; 38; 39; 50; 158; 176; 184; 192; 201; 269). La régulation
du tonus vasculaire par l'aldostérone est donc la résultante de la balance des effets sur

I’endothélium et sur les VSMC.
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Figure I-5: Signalisation de l'aldostérone par les MR dans les cellules des muscles lisses
vasculaires. L’activation des MR par I'aldostérone stimule des voies de signalisation génomiques

et non génomiques. (traduite de Rautureau et al. (249))

La majorité des connaissances acquises sur les fonctions du MR sont dues a I'utilisation
d’antagonistes. Les antagonistes du MR sont divisés en deux catégories soit les composés

stéroidiens et les non stéroidiens. Seule la premiere classe est approuvée pour I'utilisation en
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clinique tandis que les composés non stéroidiens sont présentement en développement. Le
spironolactone f(t le premier antagoniste a étre commercialisé en 1960. C'est un puissant
antagoniste compétitif du MR, mais il agit également sur les récepteurs des androgenes et sur
ceux de la progestérone, conduisant a de la gynécomastie, de I'impotence et des irrégularités du
cycle menstruel. Ces effets secondaires ont amené le développement d’antagonistes plus
spécifiques. Ce n’est qu’en 2002 que I'éplérénone (9-11a-epoxymexrenone) a été commercialisé
aux Etats-Unis. Toutefois, malgré sa plus grande sélectivité, I’éplérénone a une faible affinité pour
le MR in vitro (environ 40 fois moins puissant que le spironolactone) et il est moins efficace pour
traiter I’hypertension. C'est pourquoi le spironolactone est toujours largement utilisé en clinique
puisqu’aucun composé stéroidien n’est plus sélectif tout en ayant une puissance équivalente ou

supérieure (153).

Ces différences peuvent étre dues a la pharmacocinétique des antagonistes. Le
spironolactone est absorbé a 80-90% par la voie orale et a une demi-vie de 1.4 heure. Par la suite,
il est rapidement métabolisé par le foie en plusieurs métabolites actifs dont les plus importants
sont le 7a-thiométhylspironolactone et le canrénone (ce dernier étant commercialisé sous sa
propre formulation dans certains pays). Leur demi-vie respective est de 13.8 et 16.5 heures. Les
conséquences de ce métabolisme sur la pharmacodynamie sont un début d’action tres lent
(jusqu’a plusieurs jours pour que les métabolites actifs atteignent des niveaux plasmatiques
stables), mais leur longue demi-vie assure une bonne efficacité avec une seule dose par jour. En
comparaison, I’'éplérénone semble étre plus efficace pour diminuer la pression artérielle lorsqu’il
est administré 2 fois par jour. Sa biodisponibilité n’est pas connue. Toutefois, I'éplérénone est
métabolisé par la voie CYP450 3A4, mais il ne génere aucun métabolite actif. Sa demi-vie est de 4-
6h (153; 284). Dans la présente étude, nous avons choisi d’utiliser le canrénoate de potassium. Ce
dernier est moins antiandrogénique que le spironolactone (76). Il est soluble en solution aqueuse
et est il presque entierement absorbé par la voie gastro-intestinale, en plus d’éviter le premier
passage hépatique. Tout comme le spironolactone, il agit comme antagoniste du MR et est

également métabolisé en canrénone (141; 260).

La demande pour des antagonistes du MR qui possedent la puissance et I'efficacité du
spironolactone et la spécificité de I'éplérénone a lancé la course pour la troisieme génération
d’antagonistes. Plusieurs composés non stéroidiens ont été identifiés et brevetés. Etonnamment,
la démonstration que des composés appartenant a la classe des dihydropyridines (nifédipine,

nimodipine ou amlodipine), molécules reconnues comme antagonistes des canaux calciques de
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type L, peuvent agir comme antagonistes du MR a suscité un grand intérét aupres des compagnies
pharmaceutiques. L'optimisation de ces composés pour favoriser leur fonction d’antagoniste du
MR sans activité sur les canaux calciques a engendré le développement de nouvelles molécules
dont certaines sont présentement a I'étude. Finalement, un intérét est porté sur une quatrieme
génération d’antagonistes qui agissent sur le MR de facon tissu-spécifique en favorisant
I’activation des MR rénaux et en inhibant les effets néfastes des MR cardiaques. Ces antagonistes
agissent directement sur le récepteur ou indirectement en modifiant ses cofacteurs. Les études

futures nous permettront de déterminer si une telle inhibition du MR sera possible (153).

2.2. LESRAAET LA GROSSESSE

Le SRAA subit plusieurs changements dés les premieres semaines de grossesse et on
I’associe aux modifications hémodynamiques décrites précédemment. Rapidement, les niveaux de
rénine augmentent suite a sa sécrétion par les ovaires et la décidua (128; 278). Puisque la
production d’Aogen par le foie est également augmentée, on note une plus grande activité rénine
plasmatique (PRA) dés la 6° semaine de grossesse. Cela entraine une augmentation des niveaux
sériques d’Ang Il méme si I’ACE systémique est diminuée (47; 131; 199). Bien que I’Ang Il soit
augmentée, les femmes normotendues sont réfractaires a son effet vasopresseur (131; 237; 278).
Une des explications possibles est la présence de progestérone et de prostacyclines qui peuvent
diminuer la sensibilité a I’Ang 1l (98; 131; 278). L'inhibition des AT1IR monomériques par les ROS
peut également affecter la réponse a I’Ang Il (131). De plus, on note que I'expression d’AT2R
vasculaire est augmentée durant la grossesse ce qui favorise I’hétérodimérisation AT1IR/AT2R et
I'inhibition de la signalisation d’AT1R (297; 327). On note également que I'activité de ACE2 dans
les reins est augmentée et que les concentrations d’Ang 1-7 sont élevées a partir de la 6° semaine
et gu’elles croissent jusqu’au terme, ce qui peut contrecarrer les effets locaux de I’Ang Il (32; 138).
Finalement, I'augmentation d’Ang Il entraine une production massive d’aldostérone dans la zone
glomérulée du cortex surrénalien (131; 237; 303). Les taux d’aldostérone sont augmentés dés la 6°
semaine de grossesse et ils s’élévent davantage durant le 3° trimestre (47). On note toutefois une
dissociation entre les niveaux de PRA et d’aldostérone bien qu’ils répondent tous les deux a une
suppression ou une stimulation du SRA. Cela pourrait s’expliquer par une hypersensibilité des
surrénales aux changements de PRA, via I'’Ang Il, ou par une stimulation de la synthese

d’aldostérone par des facteurs indépendants du SRA tels que les cestrogénes, 'ACTH ou les
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facteurs semblables a la digitale (DLF; digitalis-like factors) (22). L’augmentation d’aldostérone est
importante puisqu’elle est responsable de I'expansion du volume sanguin (81) ainsi que du
développement du placenta (103). Ces actions sont finement controlées malgré les concentrations
élevées de progestérone qui agit comme antagoniste du MR. Quinkler et al. (245) ont évalué le
pouvoir antagoniste de la progestérone in vivo a des concentrations similaires a celles obtenues
durant le troisiéme trimestre de grossesse. Etonnamment, le ratio sodium/potassium urinaire
n‘est que faiblement augmenté malgré le fait que les concentrations plasmatiques de
progestérone sont 1000 fois plus élevées que celles de l'aldostérone. La progestérone est
métabolisée par la P450c17 et elle est transformée en DOC (un agoniste plus faible du MR) en
dehors des surrénales. L'activité de la 11B-HSD2 est inhibée, augmentant les niveaux de cortisol
qui s'opposent a I'effet anti-MR de la progestérone. Cela démontre que durant la grossesse, les
taux élevés d’aldostérone sont responsables des effets minéralocorticoides observés au niveau

rénal.

En plus du SRA systémique, la grossesse est associée a I'activation d'un SRA
utéroplacentaire. Il y a deux SRA dans le placenta, le premier dans les tissus foeto-placentaires et
le deuxieme dans les tissus placentaires maternels (décidua). Tous les éléments du SRA sont
présents dans les tissus placentaires foetaux (131; 188; 278). De plus, de grandes quantités
d’AMPA sont produites dans les tissus foeto-placentaires et elles peuvent dégrader I'Ang Il
produite localement et ainsi agir comme une barriére a I’Ang Il entre les circulations maternelle et
foetale (278). Le SRA du coté feetal est impliqué dans la régulation de la circulation afin que le flot
sanguin soit adéquat pour I'oxygénation et la nutrition des tissus feetaux (131). Toutefois, ses
fonctions ne sont pas complétement définies. Toutes les composantes sont également présentes
du coté maternel, plus particulierement dans la décidua (278). La présence d’un SRA dans la
décidua est impliquée dans le remodelage des artéres spiralées (205). De plus, I'importante
expression d’AT1R dans les trophoblastes a permis de démontrer une implication du SRA dans le
phénomene d’invasion trophoblastique (131). Finalement, de récentes données démontrent que

le SRA utéroplacentaire est impliqué dans la parturition (188).

Toutes les études, autant chez la femme que chez I'animal, indiquent que le SRAA subit
des changements spécifiques et nécessaires au bon déroulement de la grossesse. Toutefois, la
majorité des études ne portent pas sur la grossesse normale mais sur les cas pathologiques tel que
la prééclampsie. Cette pathologie est une cause majeure de morbidité et mortalité chez la mére et

I’enfant. Elle est caractérisée par de I'hypertension et de la protéinurie, de méme que par une
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mauvaise perfusion utéroplacentaire (82; 131). Plusieurs mécanismes pathophysiologiques ont été
impliqués dans le développement de la prééclampsie incluant la dysfonction endothéliale (68), les
phénomeénes inflammatoires (104), le stress oxydant (186) et le SRAA (20; 81; 82; 220; 278). En
effet, chez les femmes souffrant de prééclampsie, le SRAA est moins activé que chez les femmes
normotendues (82; 278; 279). De plus, on observe un renversement de la perte de réactivité
vasculaire a I’Ang Il (279). Finalement, en 1999, Wallukat et al. (332) ont démontré la présence
d’un auto-anticorps qui stimule AT1R dans les cas de prééclampsie. Il est maintenant clair que la
prééclampsie est une pathologie avec une composante vasculaire primordiale qui implique des
interactions avec différents types cellulaires tels que les trophoblastes, les cellules endothéliales
et les VSMC (131). Toutefois, comme la prééclampsie est une pathologie spécifique a I’humain,
plusieurs modeéles animaux ont été développés pour évaluer I'impact vasculaire de cette

pathologie (150; 234) et par le fait méme expliquer les réponses a la grossesse normale.

3. LES MUSCLES LISSES VASCULAIRES

3.1. LA STRUCTURE DES VAISSEAUX

Le systeme vasculaire est un circuit fermé mais dynamique qui achemine le sang du coeur
jusgu’aux organes puis qui le rameéne a celui-ci. Les arteres sont les vaisseaux les plus actifs pour
controler ’hémodynamie. Elles sont composées de 3 couches : la tunique interne, la tunique
moyenne et la tunique externe (Fig. I-6). La tunique interne ou intima est formée de
I’endothélium, un épithélium simple pavimenteux qui tapisse I'intérieur de tous les vaisseaux et
du ceceur, d’'une membrane basale et d’'une couche de tissu élastique nommée limitante élastique
interne. La tunigue moyenne, ou média, comprend principalement des myocytes et des fibres
élastiques pour former le muscle lisse. Finalement, la tunique externe est composée
principalement de fibres élastiques et de fibres de collagéne qui protegent les vaisseaux et leur
donnent une certaine rigidité. Les 3 couches sont présentes dans toutes les artéres, mais leur
proportion varie selon leur localisation et de leur fonction (artéres de conductance ou de
résistance). L'aorte est un gros tronc artériel appartenant aux vaisseaux de conductance. Elle
posséde donc un grand diametre et une grande élasticité puisque I'on retrouve des fibres

élastiques dans les trois tuniques, mais surtout dans la tunique moyenne. Les tissus élastiques des
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vaisseaux sanguins sont composés de fibres d’élastine entourées de plusieurs autres protéines,

comme la fibrilline qui est essentielle a leur stabilité. L’élasticité de |'aorte lui permet de
compenser les grandes fluctuations de pression lors de la systole et la diastole et donne lieu a un
écoulement continu du sang dans le réseau artériel. En comparaison, les artéres de résistance ont
une plus grande proportion de cellules musculaires lisses et moins de fibres élastiques. Elles
agissent comme régulateurs du flot vers les capillaires et les variations de leur diameétre peuvent

avoir un effet notable sur la pression artérielle (172; 187; 314).

Le systeme veineux est responsable du retour du sang des tissus vers le coeur. Comme les
veines sont plus nombreuses et que leur lumiere est plus grande que celle des artéres, elles
contiennent environ deux tiers du volume sanguin. On les nomme donc vaisseaux de capacitance.
Elles possedent les méme trois couches que les arteres mais dans des proportions différentes (Fig.
I-6). Les tuniques interne et moyenne sont beaucoup plus minces tandis que la tunique externe est
plus épaisse, renfermant plus de fibres collagenes et élastiques. Ces différences n’empéchent
toutefois pas un contréle actif du volume qui est bien assuré par les mécanismes de vasodilatation
et de vasoconstriction. De plus, de nombreuses veines possédent des valvules veineuses qui sont
de minces replis de la tunique interne qui réduisent la circulation rétrograde du sang et favorisent
le retour veineux au cceur. Ce dernier est dépendant du gradient de pression entre les veinules
(16 mm Hg) et le ventricule droit (0 mm Hg), mais aussi des contractions musculaires des
membres inférieurs et du changement de pression dans le thorax et I'abdomen durant Ia

respiration (172; 187; 314).

3.2. LASTRUCTURE DES CELLULES DES MUSCLES LISSES VASCULAIRES

Les cellules des muscles lisses vasculaires (VSMC) de la media sont les unités responsables
du maintien du tonus vasculaire ainsi que de la vasoconstriction et de la vasodilatation. La
structure des VSMC (Fig. I-7) differe de celle des autres muscles (cardiaque et squelettique) en
plusieurs points. Quatre structures sont particulierement importantes pour la contraction de la
cellule : les unités contractiles, les réserves de calcium, les cavéoles et les jonctions
intercellulaires. Le sarcomeére (unité contractile) est composé de filaments d’actine et de myosine,

mais contrairement a la contraction cardiaque ou les filaments d’actine sont activés, dans les
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Figure I-6: Structure des artéres, des veines et des capillaires. Les parois des artéres et des veines
sont composées de trois tuniques (interne, moyenne et externe). Les capillaires, qui forment un
réseau intermédiaire entre les artéres et les veines pour assurer l'apport de nutriments et
d’oxygéne a toutes les cellules, ne sont composés que d’un endothélium et d’'une lame basale.

(Tirée de Marieb, (187))

VSMC ce sont les filaments de myosine qui sont activés. En effet, la myosine participe a la
contraction uniquement lorsqu’elle est phosphorylée par la kinase de la chaine légere de la
myosine (MLCK; myosin light chain kinase) suite a une augmentation des concentrations de
calcium cytosolique. De plus, la force de la contraction est influencée non seulement par la
concentration de calcium, mais également par la sensibilité au calcium. On retrouve donc
différentes protéines régulatrices associées au sarcomeére (tropomyosin, caldesmon et calponin).
Cela influence la vitesse de contraction qui débute plus lentement mais qui dure plus longtemps
dans les VSMC que dans les autres muscles. D’autre part, on note également que I'ampleur du
raccourcissement est plus grande, car les filaments des sarcoméres sont plus longs. lls sont

également regroupés en bandes denses sur la surface interne de la cellule ou en corps denses



54

dans le cytoplasme contrairement a leur aspect strié dans les autres muscles. Un troisieme type de
filaments, les filaments intermédiaires, est donc présent et agit comme cytosquelette en reliant
toutes les zones denses. Ces filaments, composés des protéines desmine et vimentine, permettent

a la cellule de se contracter en une seule unité (172; 314).

Filament Réticulum Sarcoplasmique FilamentActine  Filament myosine
intermédiaire (réserve de Calcium)

Jonction
serrée

Eléments élastiques paralléle

(tissu connectif) Calvéole Mitochondrie

Figure I-7: Structure d’'un myocyte vasculaire basée sur la micrographie électronique. Les unités
contractiles (filaments d’actine, de myosine et les filaments intermédiaires), les réserves de
calcium et les jonctions intercellulaires sont les éléments important pour la contraction de la

cellule. (Traduite de Levick (172))

Les réserves de calcium des VSMC se trouvent dans le réticulum sarcoplasmique (RS). Il ne
représente que 1 a 5% du volume cellulaire. Les études de microscopie par électrons ont localisé
le RS autant en périphérie de la cellule, prés des cavéoles, qu’a l'intérieur de la cellule, pres du
noyau et des mitochondries. C'est dans la derniére décennie que les roles du RS dans les muscles
lisses ont été élucidés. Parmi les fonctions qui leur sont attribuées, on note : 1) leur contribution a
I’'homéostasie du calcium en maintenant de faibles concentrations calciques au repos par
"activation des Ca*>-ATPases du réticulum sarcoplasmique et endoplasmique (SERCA; SR/ER Ca™-
ATPase), 2) la restauration de la concentration de calcium intracellulaire et la relaxation suite a

une stimulation via I'activation des SERCA, 3) I'augmentation de la contraction par la relache de
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calcium suite a une stimulation par un agoniste, 4) la modification du potentiel membranaire en
activant des canaux ioniques sensibles au calcium, 5) leur participation pour une extrusion efficace
de calcium a la membrane plasmique, 6) leur contribution a la présence de micro-domaines de
signalisation autour de la membrane plasmique et de différents organelles, et 7) leur contribution
au développement, au vieillissement et au bon fonctionnement des muscles lisses. Malgré leurs
réles importants, les réserves de calcium sont plutot petites et les VSMC dépendent également de

I’entrée de calcium extracellulaire pour la vasoconstriction (172; 339).

Les cavéoles sont des structures souvent localisées a proximité des RS. Ce sont de petites
invaginations de la membrane plasmique qui peuvent augmenter sa surface jusqu’a 75%. Elles
sont impliquées dans la régulation de la contractilité de la cellule et dans I'homéostasie du
calcium. Les protéines cavéoline-1, -2 et -3 qui sont les principales composantes structurelles des
cavéoles. Elles servent d’ancrage pour plusieurs protéines de signalisation telles que la protéine
RhoA, la kinase associée a RhoA (ROK; RhoA associated kinase) et la PKC-a. Ces protéines sont
impliquées dans la sensibilisation au calcium des filaments de myosine des VSMC suite a la liaison
d’un agoniste a son récepteur, ce qui favorise la contraction. De plus, plusieurs canaux ioniques
(Ca**-ATPase, Na'/K'-ATPase, BKc, échangeur Na'/Ca*’, etc.) sont regroupés dans les cavéoles
pour favoriser leur localisation a proximité des canaux du RS et pour permettre une réponse plus
efficace aux augmentations importantes mais localisées de calcium (« Ca* spark ») et aux courants
transitoires sortants spontanés (STOC; spontaneous transient outward currents). On peut donc
considérer les cavéoles comme des structures spécialisées de la membrane plasmique impliquées
dans l'intégration des signaux contractiles extracellulaires et dans la signalisation des effecteurs

intracellulaires (118; 302).

Finalement, pour avoir une uniformité et un synchronisme de contraction entre les VSMC,
il existe des jonctions communicantes. Ces jonctions serrées, formées par des protéines
connexine, permettent le passage des courants ioniques qui transmettent les changements de
potentiel membranaire d’une cellule a I'autre. Cette propagation est toutefois décroissante et se
diffuse sur environ 1 mm de l'axe longitudinal du vaisseau. Les petites arteres possedent
également des jonctions myoendothéliales pour la transmission de signaux régulateurs et

hyperpolarisants des cellules endothéliales aux cellules vasculaires (172).
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3.3. LA CONTRACTION

Les vaisseaux sanguins sont caractérisés par une contraction partielle et continue de leurs
cellules musculaires que I'on nomme tonus de base. La vasoconstriction est donc une
augmentation du tonus de base qui se reflete par la diminution de la lumiére du vaisseau sanguin
suite a la contraction des VSMC localisées dans la tunique moyenne de sa paroi. Elle permet la
régulation du flot sanguin local, mais également le controle de la pression artérielle globale. La
contraction peut étre augmentée par des hormones circulantes (adrénaline, Ang Il, vasopressine,
etc.), des substances paracrines (endothéline, sérotonine, thromboxane, etc.) ou via la stimulation
du systéme nerveux sympathique qui entraine la reldche de noradrénaline dans la tunique externe
de la paroi vasculaire. Tous ces mécanismes visent a augmenter la concentration de calcium
intracellulaire et induire la contraction. La concentration de calcium dans le cytoplasme est
controlée par la balance de 4 procédés: I'entrée de calcium extracellulaire par les canaux
calciques dépendants du voltage (VDCC; voltage-dependent calcium channel) et les canaux
calciques dépendants d’un ligand (ROC; receptor-operated channels); |la relache de calcium des RS;
I’extrusion du calcium a la membrane plasmatique; et la recapture du calcium dans le RS par les

pompes Ca**-ATPase (172).

Lors de la liaison d’un agoniste contractile a son récepteur, la VSMC se contracte en deux
phases. Durant la phase initiale on observe une augmentation rapide de la concentration de
calcium intracellulaire. Le calcium se lie a la calmoduline, une protéine régulatrice semblable a la
troponine. Le complexe Ca**-calmoduline active la MLCK qui, elle, phosphoryle la chaine légeére de
la myosine. Celles-ci se lient par la suite aux filaments d’actine pour engendrer la contraction de la
cellule. Cette contraction est également dépendante de I'adénosine triphosphate (ATP) comme
source d’énergie. Dans la deuxieme phase de la contraction, la phase soutenue, la concentration
de calcium chute, mais demeure au dessus des niveaux de base. Ce sont des mécanismes de
sensibilisation au calcium qui prennent la reléve. La principale responsable de cette sensibilisation
est la kinase associée a la protéine Rho-A (ROK) qui inhibe la phosphatase des chaines légeres de
myosine (MLCP; myosin light chain phosphatase). Cette enzyme entraine la dissociation de I’actine
et de la myosine en déphosphorylant cette derniére. La PKC-a, est également impliquée dans la
sensibilisation puisqu’elle active la protéine CPI-17 (PKC-activated protein phosphatase inhibitor),
qui inactive aussi la MLCP. Finalement, d’autres protéines kinases induisent une phosphorylation

de la caldesmone, ce qui réduit ses effets inhibiteurs sur la liaison de I’actine et de la myosine. La
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contraction vasculaire est donc régie par les changements de calcium intracellulaire et les

changements de sensibilité au calcium (118; 172; 302).

Comme il a été mentionné précédemment, les vaisseaux sanguins maintiennent une
contraction constante, c’est-a-dire un tonus de base. Pour étre efficace énergétiquement, cette
contraction s’effectue sans demander un apport énergétique trop important. En effet, les VSMC
sont capables de maintenir une contraction en utilisant que le 1/300° de I'énergie nécessaire pour
une contraction similaire par les muscles striés. Ceci est possible car le cycle de
liaison/détachement de la myosine a I'actine se fait beaucoup plus lentement dans les VSMC et la
durée de liaison est conséquemment beaucoup plus longue. Ceci crée un état « verrouillé » ou la
contraction est maintenue avec peu de consommation d’ATP et permet aux VSMC d’éviter la

fatigue (172).

3.4. LA RELAXATION

La vasodilatation est la capacité des vaisseaux sanguins d’agrandir leur lumiére en
diminuant leur tonus de base. Ce phénoméne permet d’augmenter le flot sanguin suite a une
diminution de la résistance d’un vaisseau. Lorsqu’elle est systémique, la vasodilatation favorise
une diminution de la pression artérielle, mais elle peut aussi étre d’ordre local et favoriser I'apport
sanguin dans un tissu. La relaxation peut étre produite par deux voies différentes qui convergent
vers la diminution du calcium intracellulaire et la diminution de I'activité des MLCK. La premiére
voie est une vasodilatation induite par une hyperpolarisation qui est causée par I'ouverture des
canaux potassiques. Celle-ci entraine une diminution de la probabilité d’ouverture des VDCC et
donc une diminution du calcium intracellulaire et une relaxation. On observe ce phénomeéne,

entre autres, durant I’hypoxie ou durant I’exercice (172).

La deuxieme voie est la vasodilatation induite par les nucléotides cycliques (AMPc et
GMPc). Ces derniers sont les principaux seconds messagers d’agents vasodilatateurs. L’AMPc est
synthétisée a partir de I'ATP intracellulaire lorsqu’un facteur externe (neurotransmetteurs,
hormones, drogues,...) se lie a un GPCR couplé a I'adénylate cyclase. La GMPc est, quant a elle,
synthétisée par deux types de guanylate cyclases : une guanylyl cyclase membranaire qui peut
étre activée par les peptides natriurétiques (ANP, BNP, CNP) et une guanylyl cyclase soluble qui est

activée par le NO. L'AMPc et la GMPc activent par la suite les protéines kinases A et G (PKA, PKG)
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qui phosphorylent les cibles effectrices. Pour l'instant, trois voies sont reconnues pour leurs
implications dans la réponse vasodilatatrice des nucléotides cycliques : 1) la diminution des
concentrations de calcium intracellulaire par I'activation de la recapture de calcium par le RS,
I"'augmentation de I'efflux de calcium, I'inhibition de la relache de calcium des RS ou l'inhibition de
I’entrée de calcium extracellulaire; 2) I’hyperpolarisation de la VSMC par I'activation des canaux
potassiques; 3) la phosphorylation de la MLCK, ce qui I'inhibe et réduit la sensibilité au calcium, ou
I"'augmentation de I'activité de la MLCP qui déphosphoryle la myosine. Toutefois, la contribution
de chaque voie varie selon le lit vasculaire, I’espéce et le stimulus étudiés et elle est affectée par la
compartimentalisation des nucléotides cycliques ainsi que par celle des différentes protéines
effectrices. Il est fort probable, par contre, que la réponse dilatatrice est la résultante de

I'implication de plusieurs de ces voies (204).

4. LES CANAUX IONIQUES

On retrouve plusieurs canaux et transporteurs ioniques a la membrane plasmique, ainsi
gu’a la membrane du réticulum sarcoplasmique des VSMC. Il existe une diversité de populations
et de proportions des canaux ioniques qui varient entre les différents types de vaisseaux. Un des
facteurs primordiaux dans la régulation de I'ouverture des canaux ioniques est le potentiel de
membrane. Celui-ci se situe aux alentours de -50 mV a -60 mV dans les vaisseaux artériels
pressurisés. Il est principalement maintenu par I'efflux constant de potassium, mais également par
I’efflux de chlore et I'influx de calcium. La balance électrochimique est également conservée par
les pompes Na'/K'-ATPase qui gardent la concentration intracellulaire de potassium élevée. Cette
polarisation (-50 mV a -60 mV) des VSMC contribue entre autres au tonus de base des vaisseaux
sanguins. Une cellule qui posséde un potentiel de -50 a -60 mV, comparativement a -90 mV pour
les cardiomyocytes, augmente la probabilité d’ouverture des VDCC, puisque certains s’activent
entre -60 et -70 mV, et cette petite entrée de calcium tient I'appareil contractile activé pour
induire le tonus de base. On constate que le contréle du potentiel de membrane, dépend de
plusieurs canaux ioniques, pompes, échangeurs et co-transporteurs (172). Nous allons donc en

étudier quelques-uns plus en détail.
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4.1. LES CANAUX CALCIQUES

Le calcium est l'une des molécules de signalisation les plus importantes dans la
physiologie. Sa concentration est strictement contrélée par des mécanismes dynamiques, localisés
et temporels. Au repos, la concentration intracellulaire est trés basse (~100 nM), mais elle
augmente rapidement lors d’une stimulation. Le faible niveau basal est maintenu par I'extrusion
du calcium cytosolique via les Ca*>-ATPases du RS ou de la membrane plasmique et par les
échangeurs Na*/Ca*’. D’autre part, 'entrée de calcium dans la cellule se fait de facon passive par
les canaux calciques dépendants du voltage (VDCC; voltage-dependent calcium channel), les
canaux dépendants d’un ligand (ROC; receptor-operated channels), les canaux opérés par les
réserves de calcium (SOC; store-operated channels), les canaux cationiques constitutivement actifs
(CCC; constitutively active cation channels) et les canaux activés par I'étirement (SAC; stretch-

activated channels) (34; 144; 307).

4.1.1. Les Canaux Calciques Dépendants du Voltage

Les VDCC étaient initialement classés selon leurs propriétés électrophysiologiques et
pharmacologiques. On retrouve donc les canaux calciques qui sont activés par un faible voltage
(LVA; low-voltage-activated) et ceux activés par un fort voltage (HVA; high-voltage-activated). Le
seuil d’activation des LVA est de -60 a -70 mV (342) et ils incluent les canaux de type T nommé
ainsi a cause de leur conductance de faible amplitude et de leur inactivation rapide (T pour « tiny
and transient ») (164). Les canaux HVA sont activés a un seuil de -40 a -10 mV (342). lls englobent
les canaux de types L, N, P/Q et R. Les canaux de type L portent leur nom a cause de la
conductance de large amplitude et de leur cinétique d’inactivation lente (L pour « large and long-
lasting »). lls sont largement exprimés dans les muscles lisses, cardiaques et squelettiques ainsi
gue dans les neurones. lls sont aussi reconnus pour leur sensibilité aux dihydropyridines, aux
phénylalkylamines et aux benzothiazépines, tandis que les autres HVA y sont insensibles. Les
canaux de type N, initialement découvert dans les neurones (N pour « neuronal » ou « Neither L
nor T »), se distinguent par leur dépendance au voltage et leur vitesse d’inactivation intermédiaire
(plus négative et plus rapide que le type L mais plus positive et plus lente que le type T). lls ont par

la suite été divisés en plusieurs groupes selon leur sensibilité aux toxines d’escargots et
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d’araignées. Le type N est sensible au peptide w-conotoxin GVIA, tandis que les types P
(initialement découvert dans les neurones de Purkinge) et Q sont inhibés par la toxine w—agatoxin
IVA, mais avec une affinité différente. Finalement, les canaux résistant aux toxines sont nommés
type R (R pour résistant) (43; 164; 299). Avec le clonage du géne des sous-types de canaux
calciques, une nouvelle nomenclature est utilisée. lls sont également identifiés en fonction de la
sous-unité al qui les compose. Les canaux de type L appartiennent donc a la classe Ca,1.x qui
contient 4 membres (1 a 4). Les canaux de type N appartiennent au groupe des Ca,2.x incluant 3
membres (1 a 3) et finalement les canaux de type T sont encodés par les génes Ca,3.x qui sont

également 3 membres (1 a 3) (43; 164; 307).

4.1.1.1. La Structure

Les différents types de VDCC ont une structure moléculaire similaire et ce sont les
différents isoformes des sous-unités qui les différencient. Ce sont des complexes protéiques
formés de 5 sous-unités nommeées al, a2, B, 6 ety (Fig. I-8A). Les canaux HVA sont composés des
sous-unités al, a2, B, 6 et dans certains tissus de y, tandis que les canaux de type T semblent
uniquement constitué de al (34; 299). A ce jour, 10 génes, et autant d’isoformes, encodant la
sous-unité al ont été identifiés (Ca,). Cette sous-unité est une protéine transmembranaire de 190
a 250 kDa qui forme le pore du canal. Elle est formée de 4 domaines homologues reliés par des
boucles cytoplasmiques. Chaque domaine est composé de 6 segments transmembranaires (S1-S6)
et d’'une boucle formant le pore entre S5 et S6 (Fig. I-8B). La région du pore est responsable de la
sélectivité du canal pour les ions calcium. Le segment S4 est, quant a lui, composé d’acides aminés
chargés positivement qui permettent de contréler I'ouverture du canal de facon dépendante du
voltage. Finalement, la sous-unité al contient des sites d’interactions avec les sous-unités
auxiliaires, les activateurs et les bloqueurs des VDCC (34; 43; 164; 299; 342). La sous-unité B est
une protéine intracellulaire de 54 kDa (Fig. I1-8A). Elle est encodée par 4 génes et chaque isoforme
possede de multiples variants provenant de I'épissage alternatif. La sous-unité B joue un réle
crucial dans la translocation du canal a la membrane plasmique. Elle influence également la
dépendance au voltage et la cinétique d’activation et d’inactivation du canal. Finalement, elle
affecte la modulation du canal par sa liaison a d’autres protéines et molécules de signalisation et
influence les interactions avec les inhibiteurs pharmacologiques (34; 164). Les sous-unités a2 et §
sont encodés par le méme gene. lls forment une protéine abondamment glycosylée qui est clivée

de fagon post-transcriptionnelle pour former les protéines a2 et & liées par des ponts disulfures. Il
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existe 4 sous-unités a2d qui possédent toutes des variants résultant de |'épissage alternatif (34;
164). On croyait initialement que la sous-unité 6 était transmembranaire, mais il semblerait
gu’elle est attachée a la membrane par un lien glycosylphosphatidylinositol et qu’elle maintient
ainsi la sous-unité a2 en place du c6té extracellulaire (Fig. 1-8A) (34). Les sous-unités a2& peuvent
modifier les propriétés biophysiques des VDCC mais leur role principal est d’augmenter le courant
de calcium en favorisant la translocation du canal a la membrane. Elles pourraient également
influencer la liaison des bloqueurs de VDCC (34; 164). En dernier lieu, il existe 8 génes différents
pour la sous-unité y qui encodent tous des protéines a 4 segments transmembranaires avec des
domaines N- et C-terminaux intracellulaires. Il a été démontré que les sous-unités y ont différents
effets sur I'activité des VDCC, mais |'effet le plus constant est une petite réduction du courant.
Toutefois, les sous-unités y ne sont pas uniquement responsables de la régulation des VDCC, elles

posseédent plusieurs fonctions biologiques (34; 164).

4.1.1.2. La Régulation

Dans les VSMC on retrouve principalement des canaux calciques de type L et de type T
(61; 144). Les VDCC de type L sont majoritairement responsables de I'entrée de calcium pour la
contraction vasculaire. Le role des canaux de type T est plus ambigu. lls ne contribueraient pas de
facon significative a la vasoconstriction artérielle, a I’exception de la microcirculation rénale. Par
contre, ils pourraient contribuer au phénomene d’oscillations calciques dans certaines artéres et
veines et agir comme « pacemaker ». On leur attribue toutefois un réle dans la prolifération
normale et pathologique des VSMC (61). On remarque également des différences dans la
régulation des deux types de canaux. Les VDCC de type T sont activés et inactivés uniquement par

le voltage, tandis que I'activité du type L est influencée par le voltage et les concentrations de
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Figure 1-8: Structure moléculaire d’un canal calcique dépendant du voltage (VDCC). A:
Représentation des différentes sous-unités du canal, B: Représentation schématique des
segments transmembranaires de la sous-unité a. (Adaptée de Bureai (34))

calcium intracellulaire (43; 164; 299). On retrouve les VDCC sous trois conformations : soit fermés,
ouverts ou inactifs. L'état fermé est prédominant dans les cellules polarisées et implique que le
canal est disposé a I'ouverture. Lorsque la cellule est dépolarisée, le canal passe a I’état ouvert
pour laisser entrer le calcium puis, aprés une dépolarisation prolongée, celui-ci passe a I'état
inactif. L’état inactif implique que le canal ne laisse plus passer de calcium, mais également qu’il
ne peut pas étre activé par une autre dépolarisation. Cela prévient le débalancement du gradient
de calcium et assure la précision spatiale et temporelle des signaux calciques en réponse a la
dépolarisation membranaire. C'est aussi un mécanisme important pour prévenir I'accumulation

cytotoxique de calcium intracellulaire (299). L’'inactivation des VDCC de type L se fait en deux
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temps : une inactivation rapide dépendante du calcium et une plus lente dépendante du voltage
(164). Cette inactivation s’opére suite a des changements conformationnels similaires a ceux
observés dans les autres types de canaux ioniques (sodium et potassium). Stotz et al. (299)
proposent qu’en réponse a une dépolarisation, les segments S6 subissent un changement
conformationnel permettant a la boucle qui lie les domaines I-Il de s"amarrer a la base des S6,
occluant ainsi le canal. Ce changement est toutefois contrdlé par plusieurs mécanismes, incluant la
liaison aux protéines régulatrices et particulierement celle de la sous-unité B qui se lie a la boucle
de liaison des domaines I-Il et qui retarderait I'inactivation (299). De plus, la phosphorylation de
domaines intracellulaires ou la liaison par des molécules de signalisation, telles que le complexe
calcium-calmoduline qui lit le domaine C-terminal, influence I'activité des VDCC (43; 164; 299).
Finalement, certains bloqueurs des VDCC ont plus d’affinité pour les canaux en état inactif (299).

Nous allons donc les décrire de facon plus approfondie dans la prochaine section.

4.1.1.3. Les Blogueurs

Une percée dans le traitement des maladies cardiovasculaire fit la découverte des
antagonistes des VDCC. C'est Fleckenstein, Godfraind et leurs collégues, en 1960, qui ont introduit
le concept que certaines drogues pouvaient altérer la contraction des muscles cardiaques et lisses
en bloquant I'entrée de calcium (148). Les principaux antagonistes des VDCC sont des bloqueurs
de canaux organiques divisés en trois classes : les dihydropyridines (DHP) tels que la nifédipine, les
phénylalkylamines (PAA) tels que le vérapamil et les benzothiazépines (BTZ) tels que le diltiazem.
Tous les bloqueurs de VDCC se lient a la sous-unité al du canal. Les PAA s’associent au S6 du
domaine IV, tandis que les BTZ reconnaissent un site de liaison sur la boucle cytoplasmique entre
les domaines Il et IV, et finalement, les DHP s’attachent aux segments transmembranaires S6 des
domaines lll et IV. Bien que les trois bloqueurs lient des sites différents, ils peuvent toutefois étre
joints allostériquement et leur liaison est stéréospécifique et réversible (148). De plus, il est
suggéré que la co-expression des sous-unités B, a26 et y est requise pour une liaison de haute
affinité des DHP sur le canal (164). Les trois types d’antagonistes ont des effets fonctionnels
différents. Par exemple, les DHP sont des vasodilatateurs plus puissants que les PAA et les BTZ. De
plus, leur sélectivité pour les VDCC vasculaires varie (250). Cette caractéristique a poussé le
développement d’antagonistes des VDCC de 2° et 3° génération. En effet, lorsque les antagonistes
sont donnés en clinique, leur action sur le coeur peut avoir des conséquences néfastes en plus

d’observer un effet hypotenseur bénéfique sur les vaisseaux (250; 271). Les nouvelles générations
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ont donc une plus grande durée d’action et une plus grande sélectivité pour les VDCC exprimés
dans les vaisseaux (271). De plus, on rapporte que certains composés de la 3° génération pourrait
inhiber les canaux de type T en plus des type L (250). Ceci permettrait de mieux caractériser les
canaux de type T puisqu’il n’existe aucun bloqueur spécifique pour ceux-ci. Le mibéfradil, un
dérivé tétralol, est souvent utilisé pour caractériser les canaux de type T, mais il a été démontré
gu’il pouvait agir sur d’autres VDCC (61), ce qui rend I’étude de ce dernier difficile et explique les
résultats parfois ambigus que I'on observe dans la littérature. Les DHP, tels que la nifédipine,
restent toutefois de bons agents pharmacologiques contre I'hypertension et lorsqu’ils sont
administrés in vivo, ils diminuent la résistance et la pression artérielle, améliore la contractilité et
la fonction ventriculaire, et n"améne que de faibles augmentations du débit et du rythme
cardiaque (148). Lorsque la nifédipine est utilisée in vitro, elle permet de caractériser I'activité des
VDCC dans différents lits vasculaires (14; 215; 250; 257; 294). C'est le composé que nous avons
choisi d’utiliser dans la présente étude sur I'aorte et nous nous sommes basés sur des études
réalisées précédemment dans le laboratoire pour déterminer les concentrations a utiliser (14;

257).

Dans le domaine obstétrical, la nifédipine est utilisée pour prévenir I'accouchement
prématuré ou pour traiter I’hypertension gestationnelle (56; 227; 317; 334), bien que son usage
chez la femme enceinte ne soit pas Iégalement reconnu dans plusieurs pays (317). Le manque de
données adéquates sur les effets foetaux laisse un doute quant a I'innocuité de ce médicament
durant la grossesse. Des effets tératogénes ont été démontrés chez les animaux, mais aucun cas
de malformation n’a été rapporté chez ’lhumain (317; 334). Pour certaines pathologies, le ratio
risques/bénéfices est donc favorable pour I'utilisation de la nifédipine durant la grossesse (227;
334). Chez des femmes gravides normotensives, ou la résistance vasculaire est déja diminuée, la
nifédipine induit une diminution de la résistance vasculaire totale qui est toutefois masquée par la
pression artérielle qui reste constante en raison d’'une augmentation du rythme cardiaque et du
volume d’éjection. La femme enceinte semble donc avoir une réserve lui permettant de contréler
le flot sanguin lors d’une plus grande diminution de la résistance vasculaire. Par contre, bien que la
nifédipine traverse le placenta, aucune modification dans la circulation feeto-placentaire n’est
observée. Cela indique que lors d’une grossesse normotensive avec une placentation adéquate, la
résistance de la circulation utéroplacentaire est diminuée au point ou la nifédipine ne peut la
réduire davantage malgré qu’elle diminue la résistance systémique (56). La sélectivité des
inhibiteurs pour les différents VDCC et les différents lits artériels est donc importante et influence

la réponse aux antagonistes dans des conditions physiologiques et pathologiques spécifiques.
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4.1.2. Les Canaux Calciques Indépendants du Voltage

Comme mentionné précédemment, la régulation des concentrations intracellulaires de
calcium est essentielle pour les mécanismes de contraction des VSMC. Bien que les VDCC soient
en grande partie responsables de I'entrée du calcium extracellulaire, plusieurs autres canaux sont
impliqués dans le contréle du calcium. On retrouve les ROC qui sont activés par des
vasoconstricteurs tels la noradrénaline (6; 166; 193; 307; 341), les SOC qui sont activés par la
déplétion des réserves internes de calcium (6; 193; 307; 339; 341), les CCC qui contribuent au
potentiel membranaire de repos et a I'influx basal de calcium (6; 307), et les SAC qui contribuent a

la vasoconstriction myogénique (6; 307; 333).

L'étude de ces canaux dans les VSMC est difficile compte tenu du grand nombre de
courants ioniques et du manque d’agents pharmacologiques spécifiques pour les caractériser
(204). Ces canaux sont formés de protéines de la famille TRPC (transient receptor potential-
canonical), protéines a 6 domaines transmembranaires avec un pore entre les domaines 5 et 6, et
dont les domaines N- et C-terminaux sont du coté cytoplasmique (6; 326). A ce jour, sept
membres dans cette famille ont été identifiés (TRPC1 a TRPC7), mais le rdle précis de chacun
d’entre eux n’est pas encore complétement déterminé et il est un sujet de débat dans la

littérature (6; 193; 326).

Finalement, la pompe Ca*’-ATPase est également essentielle au contrdle du calcium
intracellulaire puisqu’elle le retire du cytosol en le relachant du coté extracellulaire (via les PMCA;
plasma membrane Ca™>-ATPase) ou vers I'intérieur des organelles qui composent les réserves
intracellulaires (via les SERCA). Les PMCA utilisent I'énergie de I’hydrolyse de I'ATP pour la sortie
d’un Ca* et I'entrée de 2 H' contre le gradient électrochimique de la membrane plasmique. Il
existe plusieurs isoformes encodés par des génes distincts qui peuvent subir de I'épissage
alternatif, PMCA1lb étant I'isoforme le plus exprimé dans les VSMC. Le domaine C-terminal des
PMCA contient des sites de liaison a la calmoduline ainsi que des sites de phosphorylations pour
des protéines kinases telles que PKA, PKC et PKG. Ces protéines sont donc trés importantes dans la
régulation de la pompe. Toutefois, le manque d’inhibiteurs sélectifs pour les PMCA rend la
détermination de sa contribution dans le retrait du calcium plus difficile. A 'opposé, les SERCA

sont bien caractérisés grace a des inhibiteurs comme la thapsigargin et I’acide cyclopiazonique. Les



66

SERCA transportent 2 Ca*” pour chaque ATP hydrolysé. Ils sont encodés par 3 génes en plus de
variants de I'épissage alternatif. L'isoforme prédominant dans les muscles lisses est SERCA2.
L'activité de ces protéines est controlée par des interactions avec des protéines auxiliaires,
particulierement le phospholamban, les concentrations de calcium ainsi que le pH (307; 339).
C’est deux pompes essentielles pour le retrait du calcium cytoplasmique semblent fonctionner en
série ou en parallele avec I'échangeur Na*/Ca*® pour maintenir un contréle précis des
concentrations de calcium intracellulaire (307). Il est clair que la régulation des concentrations de
calcium via les différents canaux et pompes est essentielle dans le contréle de la contraction, de la
relaxation vasculaire et de la signalisation entourant les échanges calciques dans les VSMC. Elle

nécessite toutefois encore beaucoup d’éclaircissements.

4.2.LES CANAUX POTASSIQUES

Les myocytes vasculaires expriment environ 50 000 canaux K" parmi lesquels une fraction
est ouverte a tout moment (172). Leur activité est donc primordiale dans le contréle du potentiel
de membrane. Les variations de potentiel membranaire sont responsables de I'ouverture et de la
fermeture des canaux ioniques qui contréle I'entrée de calcium extracellulaire et la relache de
calcium intracellulaire, par conséquent la force contractile des cellules musculaires lisses. L'activité
des canaux K" est donc directement liée au tonus contractile des cellules et donc a la régulation de
la résistance vasculaire et de la pression artérielle (133; 296). Les cellules des muscles lisses

vasculaires expriment quatre types de canaux potassiques que nous allons voir plus en détails.

4.2.1. Les Canaux Potassiques Activés par le Voltage (Kv)

Les Kv font partie de la grande famille des canaux qui dépendent du voltage. lls sont
composés de tétramere de sous-unités a qui forment un pore. Chacune des sous-unités a
comprend six segments transmembranaires (5S1-S6) avec un segment S4 sensible au voltage et des
domaines N- et C-terminaux cytoplasmiques (Fig. 1-9) (152; 296). Jusqu’a présent, plus de 30 génes
encodant des membres de la famille Kv ont été identifiées et leur expression varie en fonction du

tissu ou ils sont exprimés (152). De plus, les sous-unités a sont jumelées a des sous-unités B pour



67

former un canal fonctionnel et bien controlé. En effet, la sous-unité B influence les propriétés
biophysiques du canal ainsi que son transport intracellulaire a la membrane (296; 307). Les Kv sont
stimulés par la dépolarisation de la membrane a un potentiel seuil d’environ -30 mV pour une
activation optimale (132). lls sont inhibés par une dépolarisation soutenue, mais sont classés en
deux groupes selon leur vitesse d’inactivation : les canaux « delayed rectifier » qui sont inactivés
tres lentement et ne montrent pas d’inactivation pendant 250 ms de dépolarisation, produisant
un courant sortant de K* soutenu; et les courants de type A qui sont inactivés rapidement, en
moins de 100 ms, ce qui occasionne des courants transitoires (296; 307). Les Kv participent a la
régulation du potentiel de repos et au maintien du tonus vasculaire en limitant la dépolarisation et
I’entrée de calcium (152; 307). lls sont aussi impliqués dans la réponse aux vasoconstricteurs et
aux vasodilatateurs : les vasodilatateurs qui agissent via la voie de signalisation de I’AMPc, ouvrent
ces canaux (132; 204), tandis que les vasoconstricteurs les ferment par des mécanismes qui
impliqguent une augmentation du calcium intracellulaire (58; 132) et la PKC (4; 132). Ces canaux
peuvent également étre inhibés par des agents pharmacologiques tels le 4-aminopyrididine, le

correolide et I'agitotoxin-2 (132; 133; 152).

b sous-unité Kirz.0
canal a

rectification rentrante

sous-unité a
Kv active par le voltage

Exi.

Membrane

Int

Figure 1-9 : Topologie transmembranaire proposée pour les sous-unités formant les pores des
canaux potassiques dans les muscles lisses. a) Canaux activés par le voltage (Kv), b) Canaux a

rectification entrante (Kz). (Traduite et Adaptée de Standen et Quayle (296))
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4.2.2. Les Canaux a Rectification Rentrante (Kjg)

Les canaux Kz conduisent les courants potassiques vers l'intérieur de la cellule beaucoup
plus facilement que vers I'extérieur puisqu’ils sont activés par une hyperpolarisation plutét qu’une
dépolarisation (204). De plus, les courants sortants sont seulement de l'ordre de quelques
picoampéres, possiblement 3 cause de I'effet inhibiteur des ions Mg intracellulaires et des
polyamines intracellulaires qui agissent comme bloqueurs des courants sortants (152; 296). Les K
sont des tétrameres et leurs sous-unités ne possédent que deux segments transmembranaires (S5
et S6) (Fig. 1-9). Ceux-ci sont encodés par les génes de la famille Kir et I'isoforme exprimé dans les
muscles lisses est le Kiz 2.1 (152; 296; 307). La présence de courants entrants n’a toutefois été
décrite que dans les muscles lisses des arteres et artérioles. La densité des Kz diminuent avec
I'augmentation de la grosseur des vaisseaux jusqu’a étre absents des gros vaisseaux de
conductance (296; 307). La détermination de la fonction exacte des Kz dans les VSMC est toujours
incompléte, mais ils contribuent a maintenir le potentiel membranaire de repos et leur activation
lors d’une augmentation des concentrations extracellulaires de potassium (jusqu’a 15mM)
entraine une vasodilatation. En effet, une augmentation modérée de K* extracellulaire (comme
celle qui se produit durant une hypoxie, une ischémie ou une hypoglycémie) cause une
hyperpolarisation et une vasodilatation (152; 307). Les Kir comme d’autres canaux potassiques,
peuvent étre modulés par différents vasodilatateurs (adénosine, bradykinine, NO, ...) et la voie de
signalisation AMPc/PKA a été impliquée dans la vasodilatation induite par Kz (204). Les courants
Kir peuvent également é&tre bloqués par I'ion Ba™ de facon voltage-dépendante et de maniére
spécifique a des concentrations en dessous de 50 pM. Finalement, le Cs®, qui agit du coté

extracellulaire, inhibe également les K (152).

4.2.3. Les Canaux Potassiques Activés par le Calcium (BKc,)

4.2.3.1. La Structure

Les canaux potassiques prédominants dans les cellules des muscles lisses vasculaires sont
ceux de large conductance (Big), BKc,, qui ont une conductance d’environ 200 a 250 pS (133; 152;
307). Un canal BK¢, fonctionnel (Fig. 1-10) est composé d’un tétramére de sous-unités a qui

forment le pore du canal. La sous-unité a est encodée par un seul géne (Slol), mais il existe
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plusieurs variants d’épissage alternatif qui possédent différentes propriétés. La protéine est
composée de 7 segments transmembranaires (S0-S6) et d’une boucle entre les segments S5 et S6
qui forme le pore et assure un filtre de sélectivité pour les ions K*. Les segments S1-S4 sont
regroupés pour former une unité sensible au voltage. De plus, le segment SO et le domaine N-
terminal extracellulaire sont essentiels pour la liaison de la sous-unité B. Finalement, le domaine
C-terminal conféere la sensibilité au calcium grace aux deux domaines qui contrblent la
conductance au K* (RCK; regulator of conductance for K*). De plus, le domaine RCK-2 contient un
domaine « Ca** bowl » important pour la sensibilité au calcium du canal. Lorsque le tétramére de
sous-unités a est formé, il se crée un octamére avec les domaines RCK qui forment un anneau
intracellulaire (gating ring). Lorsque le Ca* s’y lie, il déclenche I'ouverture du canal par un

mécanisme de couplage allostérique (125; 152; 168; 340).

Extracellular

Intracellular

Figure I-10: Structure des sous-unités a (a) et B (b) des canaux potassiques activés par le calcium

(BKc,). (Tirée de Wu et Marx (340))
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Le canal BK¢, s’associe a la sous-unité régulatrice  dans un ratio 1 :1 avec la sous-unité a.
Il existe 4 isoformes B, encodés par 4 genes, et ils sont exprimés dans des tissus spécifiques ou ils
ont leur propre effet régulateur sur le canal. Dans les VSMC, on retrouve principalement la sous-
unité B1. Cette protéine est constituée de 2 segments transmembranaires avec des domaines N-
et C-terminaux intracellulaires et une longue boucle extracellulaire (Fig. 1-10). Cette derniére
confere une résistance variable aux bloqueurs du canal tandis que les domaines intracellulaires
attribuent une variété d’effets électrophysiologiques. Les principales fonctions de 1 sont
d’augmenter la sensibilité au calcium du canal pour en stimuler I'ouverture et de favoriser le

transport a la membrane des sous-unités a (125; 133; 152; 307; 340).

4.2.3.2. La Régulation

Les canaux BKc, sont activés par la dépolarisation de la membrane et par 'augmentation de
calcium intracellulaire (125; 133; 168; 172; 307; 340). lls modulent la contraction des VSMC en
agissant comme mécanisme de rétrocontrole négatif sur le potentiel membranaire. En effet, ils
jouent un réle important dans la régulation du tonus myogene et le contréle des vasoconstrictions
induites par des agents constricteurs et par la pression d’étirement. Lors d’'une dépolarisation, le
calcium entre par I'ouverture des VDCC et par la relache des RS et provoque une contraction.
Cette entrée de calcium active également les BK¢,, ce qui induit une hyperpolarisation de la
membrane et entraine la fermeture des VDCC (125; 168; 307; 340). De plus, la localisation des BKc,
influence également sa réponse. En effet, le rapprochement entre les RS et les cavéoles dans les
VSMC facilite I'ouverture des BK¢, puisque ceux-ci s’y localisent grace aux deux domaines de
liaison pour la cavéoline des sous-unités a (125; 339). La libération de calcium des RS par les
récepteurs de ryanodine (RyR; ryanodine receptor) a proximité des membranes plasmiques ou se
situent les canaux, se fait rapidement et génére une augmentation de calcium importante, mais
localisée (« Ca** sparks »). Dans les VSMC, ces « Ca*? sparks » entrainent I'activation des BKc, qui
résulte en un efflux de K" nommé courants sortants transitoires et spontanés (STOC; spontaneous
transient outward currents). Par ce mécanisme, les BK¢, agissent comme un bloqueur endogéne

des VDCC en hyperpolarisant la cellule et en limitant la contraction (125; 168; 340).

La probabilité d’ouverture des BK¢, peut également étre affectée par une phosphorylation
via diverses kinases, ce qui entraine des modulations de leur sensibilité au voltage et au calcium.

Dans la majorité des cas, PKA et PKG activent les BK¢, en augmentant leur probabilité d’ouverture,



71

tandis que PKC et c-Src semblent les inhiber, bien que les données dans la littérature sont
controversées (125; 168; 204; 307; 340). Ces canaux sont également modulés par plusieurs petites
molécules telles que les stéroides, les acides gras, le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate et les
ROS. Dans le cas des hormones stéroidiennes, une modulation par les voies génomiques et non-
génomiques a été identifiée (125). Finalement, les composantes du SRAA influencent également
I'activité et I'expression des BK¢, dans les VSMC (340). Par exemple, chez des souris surexprimant
de 'aldostérone synthase, une diminution de I'expression de BKc, dans les artéres coronaires se
traduit par une altération de la relaxation des anneaux vasculaires. De plus, sur des VSMC d’aorte
de rats en culture, I'aldostérone induit une diminution de I’expression de BK¢, qui est dépendante
de la dose et qui est bloquée par le spironolactone (8). De son c6té, I’Ang Il a un effet complexe
sur le BK¢, en fonction du tissu ou elle agit. Toutefois, au niveau des vaisseaux sanguins, I’Ang Il

induit une diminution de I'expression de la sous-unité p1 (340).

4.2.3.3. Les Activateurs/Bloqueurs

Plusieurs agents pharmacologiques modulent I'activité des BKc,. Comme les BKc, jouent un
réle important dans plusieurs conditions pathophysiologiques, ce canal est considéré comme une
cible prometteuse pour de nouveaux médicaments. Toutefois, aprés plus de 10 ans de recherche
autant dans le milieu académique que le milieu industriel, aucun modulateurs des canaux BK¢, n’a
été approuvé pour un usage clinique (213). Les différents modulateurs sont néanmoins de bons
outils pharmacologiques pour étudier les caractéristiques structurelles et fonctionnelles des

canaux BK¢, dans plusieurs conditions physiologiques (105; 168).

Parmi les bloqueurs on retrouve des toxines de scorpions telles que la charybdotoxine et
I'ibériotoxine et des composés d’ammonium quaternaire tels que le tétraéthylammonium (TEA)
(105; 106; 152; 165; 168; 173). Ces molécules inhibent le canal en bloquant son pore du coté
extracellulaire avec des valeurs de I1Cso (concentration requise pour induire 50% de I'inhibition) de
~10 nM, <10 nM et 200 uM, respectivement (152). Cependant, seul I'ibériotoxine est spécifique
pour les BKc, tandis que la charybdotoxine et le TEA peuvent également bloquer d’autres canaux
potassiques (105; 106; 152). Quatre résidus de la boucle extracellulaire de la sous-unité B1, a
proximité du vestibule externe de la sous-unité a, sont essentiels pour créer un site de liaison de
haute affinité avec la charybdotoxine (117). La sensibilité aux toxines de scorpion dépend donc de

I'isoforme de la sous-unité B qui est associée a la sous-unité a et qui peut étre spécifique a un tissu
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(105; 340). Des composés non peptidiques tels que les toxines fongiques paxilline, penitrem A, et
paspalinine ainsi que d’autres alcaloides comme le tetrandrine peuvent également agir comme
bloqueurs des BKc, (105; 168). Finalement, de nouveaux composés sont développés et ont un bon
potentiel pour devenir des outils pharmacologiques qui permettront de déterminer les réles
physiologiques des multiples sous-types de BK¢, dans différents tissus et organismes (105). Parmi
ceux-ci, le BmP09, une toxine a longue chaine purifiée du venin du scorpion asiatique Buthus
martensi Karsch, qui bloque sélectivement les courants BK sans affecter la conductibilité de canal
unique (344), et le Slotoxin, purifiée du venin du scorpion Centruroides noxius Hoffmann, qui
bloque la sous-unité a des BKc, des mammiferes et qui distingue plus efficacement que

I'ibériotoxine la sous-unité a des complexes a+B1 et a+B4 (99).

Des activateurs des canaux BK¢, sont également disponibles. On retrouve une grande série
de dérivés synthétiques des benzimidazolone tels que le NS004 et le NS-1619, des amines biaryles
tels que les acides mefenamique et flufenamique, des biarylurées tels que le NS1609, des amines
pyridyles et des modulateurs naturels comme la dihydrosoyasaponine-1 et les flavonoides (105;
152; 168). Le NS004 et le NS-1619, reconnus pour étre les pionniers parmi les activateurs, sont
sélectifs pour la sous-unité a. De plus, leur effet est accentué par les niveaux de calcium
intracellulaire (105). Les effets spécifiques du NS-1619 sur les canaux BKc, sont observés pour la
premiere fois dans des cellules des muscles lisses de I'aorte ou il cause une hyperpolarisation de
ces cellules (223). Il est également reconnu que plusieurs composés endogénes activent les BK¢,
de facon non sélective, i.e. que 'activation des canaux n’est pas leur principale fonction. Parmi ces
substances, on retrouve plusieurs vasodilatateurs comme le NO, le monoxyde de carbone, le 17-
cestradiol, la testostérone et les époxides de I'acide arachidonique (105; 133; 152; 168). Plusieurs
modes d’action expliquent les effets des activateurs des canaux BKc,. lls modulent le site de liaison
au calcium de la région C-terminale de la sous-unité a, ils renforcent la liaison entre les sous-unités

a et B ouils imitent I'interaction de la sous-unité B a son site de liaison sur la sous-unité a (105).

Dans la présente étude, le TEA et le NS-1619 sont utilisés pour caractériser |'activité des
canaux potassiques dans les aortes de nos différents groupes d’animaux. Les concentrations
utilisées sont basées sur des études réalisées préalablement dans le laboratoire, ou elles
parvenaient a modifier la réactivité vasculaire d’anneaux aortiques a des agents vasoconstricteurs

tels que la phényléphrine et le KCI (14; 37).
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4.2.4. Les Canaux Sensibles a I’ATP (Karp)

4.2.4.1. La Structure

Les canaux Karp sont des hétéro-octaméres composés de quatre sous-unités Kir 6 et de 4
sous-unités SUR (30; 92; 133; 152; 304; 307). Deux isoformes de Kir, appartenant a la famille des
canaux a rectification rentrante, sont identifiés comme appartenant aux canaux Karp et sont
encodés par deux genes distincts, KCNJ8 (Kir 6.1) et KCNJ11 (Kir 6.2). De plus, on différentie ces
deux canaux par leur conductance qui est d’environ 35 pS pour Kir 6.1 et d’environ 70 a 80 pS pour
Kir 6.2. Ces sous-unités sont composées de deux domaines transmembranaires, avec une boucle
les reliant qui forme le pore et qui confére la sélectivité pour les ions K, ainsi que de domaines N-
et C-terminaux cytoplasmiques. Ces derniers se replient pour former un site de liaison a I’'ATP, qui
inhibe le canal, pour un total de quatre ATP par canal. Finalement, la région N-terminale contient
une hélice qui se lie a la région cytoplasmique du pore et qui agit comme lien physique entre la

liaison de I’ATP et la barriére du canal pour moduler son ouverture (Fig. I-11) (92; 304).

P-helix

=- Slide helix = ©
“MN-terminus

C-terminus

Figure I-11: Structures des sous-unités Kir6 (a gauche) et SUR (a droite) qui composent les
Canaux sensibles a ’ATP (Karp). (Tirée de Flagg et al. (92))

Chaque sous-unité Kir est associée a une protéine régulatrice de type récepteur
sulphonyluré (SUR). Cette protéine appartient a la famille de protéines membranaires qui

possedent une cassette de liaison a 'ATP (ABC; ATP binding cassette). Les membres formant les
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Karp SONt encodés par deux geénes, ABCC8 (SUR1) et ABCC9 (SUR2). De plus, de I'épissage alternatif
dans I'exon 38 génere deux types de SUR2, soit SUR2A et SUR2B. Chaque sous-unité SUR est
composé de deux domaines transmembranaires (TMD1 et TMD2) a 6 segments qui, contrairement
a ceux des autres protéines ABC, ne possedent pas de fonction de transport a la membrane (Fig. |-
11). On retrouve plutdot dans les domaines cytoplasmiques de Kir et SUR, un domaine de rétention
au réticulum endoplasmique qui empéche leur translocation a la membrane si les deux sous-
unités ne sont pas présentes. On retrouve également du co6té N-terminal, un autre domaine
transmembranaire (TMDO) avec une boucle de liaison cytoplasmique qui le lie a TMD1 (Fig. I-11).
Ces deux régions semblent primordiales pour la liaison a la sous-unité Kir et sa régulation.
Finalement, les protéines SUR possedent de larges domaines cytoplasmiques qui ont des replis
pour la liaison des nucléotides (NBF; nucleotide binding fold) (92; 304) (Fig. I-11). Ces domaines
NBF permettent la liaison Mg™-nucléotides qui stimule I'activité du canal Karp. La présence de Mg*
est essentielle pour I'activation, car en son absence, le canal est inhibé par les nucléotides.
Toutefois, le mécanisme d’activation est encore incertain. En se basant sur les protéines ABC
bactériennes, certains suggérent une hydrolyse de I'ATP dépendante du Mg** sur des NBF qui
procure un surplus d’énergie qui permet de surpasser l'effet inhibiteur de I'ATP sur Kir 6.
Toutefois, cette hydrolyse peut étre un épiphénomene et une simple préférence pour la liaison du

Mg**-ADP sur le second NBF peut &tre I'activateur physiologique de ce canal (92; 350).

Finalement, les multiples isoformes de Kir 6 et SUR permettent de former des canaux
ayant une spécificité en fonction des tissus ou ils sont exprimés et des propriétés fonctionnelles
distinctes. Il est accepté que Kir 6.2-SUR1 forment le canal dans les cellules B du pancréas, tandis
gue Kir 6.2-SUR2A forment le canal Kurp cardiaque. Cependant, I'identification des sous-unités
formant les canaux dans les VSMC est moins claire. Deux types de canaux Karp ont été clonés et
identifiés dans ces tissus, soit Kir 6.1-SUR2B et Kir 6.2-SUR2B (304). L’isoforme Kir 6.1-SUR2B serait
prédominant dans les VSMC bien que d’autres sous-types puissent étre exprimés dans certains lits

vasculaires (92; 133; 304; 307).

4.2.4.2. La Régulation

Les Karp sont d’importants senseurs métaboliques et ils font le lien entre le métabolisme
cellulaire et I'excitabilité de la cellule. En conditions normales, ils sont impliqués dans le maintien

du tonus de base des vaisseaux ou ils sont partiellement activés (172; 307). Comme mentionné
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précédemment, ces canaux sont inhibés par I’ATP intracellulaire, ce qui leur confére leur nom et
sont activés par le Mg”-ADP (30; 92; 133; 152; 204; 304; 307). Toutefois, dans les muscles lisses
vasculaires, les niveaux d’ATP (en mM) sont tres bien controlés, diminuant seulement dans des
conditions métaboliques sévéres telles que I'hypoxie ou I'ischémie (172; 296). La liaison de I’ATP
aux canaux peut donc étre vue comme un médiateur de la probabilité d’ouverture des Kap, qui
influence la réponse du canal aux vasoconstricteurs et vasodilatateurs selon le ratio ATP/ADP
intracellulaire. D’autres facteurs intracellulaires influencent aussi I'ouverture des Karp comme les
H*, le Ca™, le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,) et les molécules d’acyl-CoA a longue
chafne (92; 133).

Les substances vasoactives modulent les courants Karp par I'activation des voies des
protéines kinases sérine/thréonine, incluant la voie PKA dépendante de I'AMPc, la voie PKC
dépendante des phospholipides et du Ca™, et la voie PKG dépendante de la GMPc. Les
vasodilatateurs, parmi lesquels on compte le peptide relié au gene de la calcitonine (CGRP;
calcitonin gene-related peptide), les agonistes des B-adrénorécepteurs, le polypeptide intestinal
vasoactif (VIP; vasoactive intestinal polypeptide), I'adénosine, le NO et les prostacyclines,
augmentent |'activité de la PKA qui phosphoryle et active directement les canaux contenant la
sous-unité SUR2B. Ces modifications augmentent la liaison du Mg™-ADP aux NBF et stimulent
I’'ouverture du canal. Au contraire, les vasoconstricteurs endogénes inhibent les courants Karp via
la voie de signalisation du PKC. Parmi ceux-la on compte la sérotonine, I’Ang Il, 'endothéline, la
vasopressine et I'histamine. La liaison des vasoconstricteurs aux GPCR (G; ou G), active la PKC-¢.
Cette derniere phosphoryle le domaine C-terminal de Kir 6.1, ce qui entraine une diminution de la
probabilité d’ouverture du canal, mais également I'internalisation du canal Karp (30; 92; 133; 204;
307). Il est toutefois important de se rappeler que ces voies de signalisation influencent plusieurs
types de canaux potassiques et qu’ultimement, la détermination du potentiel de membrane et de

I’état contractile du vaisseau résulte de la sommation de toute leur activité.

4.2.4.3. Les Activateurs/Bloqueurs

Plusieurs agents pharmacologiques sont utilisés pour étudier les fonctions des canaux Karp.
Dans les VSMC, ils sont inhibés par les agents sulphonylurés tels que le glibenclamide et le
tolbutamide (30; 92; 133; 152; 204; 304; 307). Le glibenclamide est le plus utilisé dans les études

avec des valeurs de IC;, entre 20 et 200 nM (152). Dans les études in vitro, il induit une
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augmentation du tonus musculaire et une dépolarisation des VSMC tandis qu’in vivo, il augmente
la résistance vasculaire et diminue le diametre artériel (215; 243; 304). Son action inhibitrice des
Kare résulte de sa liaison avec les différents isoformes de la sous-unité SUR. Elle est également
dépendante des concentrations de nucléotides, par conséquent de I’état métabolique de la cellule
(12; 92). Comme les Karp sont exprimés dans plusieurs tissus (pancréas, coeur, muscles lisses et
neurones), la spécificité des agents sulphonylurés peut étre un atout thérapeutique pour le
traitement de différentes maladies (diabetes de type 2, hypertension, ...) puisqu’elle permet de
cibler les Karp spécifiques a un tissu sans induire d’effets indésirables dus a une réactivité croisée
avec d’autres tissus (11). Le Ba™ peut également agir comme inhibiteur des Karp ainsi que le TEA,
bien qu’il soit moins efficace avec un IC;; de 7 mM (152), et ils sont principalement utilisés comme

outils pharmacologiques.

Il existe également de nombreux activateurs des Karp permettant de les caractériser. Les
activateurs des Karp sont classés selon différentes particularités chimiques incluant les
benzopyranes (cromakalim), les cyanoguanidines (pinacidil), les thioformamides (aprikalim), les
benzothiadiazines (diazoxide) et les nitrates pyridyles (nicorandile) (30; 92; 133; 152; 185; 204;
304; 307). Derniérement, une deuxieme génération d’activateurs des Karp ont été développés : les
cyclobutenediones, les structures semblables aux dihydropyridines et les carbinoles tertiaires
(185). Tout comme les bloqueurs, les activateurs agissent sur les sous-unités SUR et possedent
une certaine spécificité pour les différents isoformes, ce qui en fait également de bonnes cibles
thérapeutiques (92). Par exemple, la pinacidil et la cromakalim sont des activateurs de SUR2A et
SUR2B mais pas de SUR1 (92; 242). Les activateurs semblent également agir sur différents
domaines des SUR. Le diazoxide agit sur le TMD1 et le NBD1, tandis que la cromakalim et la
pinacidil interagissent avec le TMD2 (16; 92; 185; 320). Toutefois, la présence de Mg*>-ADP est
nécessaire pour la liaison des activateurs et les nucléotides affectent I'efficacité des modulateurs
de Karp par interactions allostériques (92; 185). De plus, la sous-unité Kir peut également moduler
I’affinité des activateurs pour la sous-unité SUR (185). En se liant aux K, ces substances
augmentent la conductance du potassium dans les VSMC et induisent une hyperpolarisation qui
inhibe la contraction vasculaire (30; 92; 152; 185; 304). Dans notre étude, la cromakalim est
utilisée pour caractériser I'activité des canaux Karp dans les aortes des différents groupes
d’animaux. La concentration utilisée est basée sur des études réalisées préalablement dans le
laboratoire qui ont montré qu’elle est efficace pour inhiber les contractions a la phényléphrine et

au KCl en bloquant I’activité des Karp (14; 37).
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La majorité des canaux potassiques ont un role primordial dans le contréle du potentiel de
membrane et la régulation du tonus vasculaire. Leurs expressions et fonctions sont essentielles a
la contraction et a la relaxation vasculaire. Toutefois, comme la majorité des canaux potassiques
font sortir le K™ des cellules, un autre élément est nécessaire pour maintenir I’lhoméostasie du
potassium. La Na'/K'-ATPase est alors responsable de rétablir les concentrations intracellulaires

de K*. Nous allons maintenant examiner plus en détail cette pompe électrogénique.

4.3.LA POMPE A SODIUM (NA*/K*-ATPASE)

4.3.1.1. La Structure

La Na*/K'-ATPase est une protéine membranaire complexe qui nécessite I’hydrolyse de
I’ATP pour transporter trois ions sodiques a I’extérieur et deux ions potassiques a l'intérieur de la
cellule contre leur gradient de concentration. Par cette action, elle contribue au maintien du
potentiel membranaire des cellules et participe a la régulation osmotique du volume cellulaire. De
plus, le gradient électrochimique de Na* qu’elle crée devient la source d’activation de plusieurs
systémes de transport secondaires tels que les co-transporteurs glucose-sodium ou les échangeurs
Na*/Ca*’ et Na*/H". Finalement, la Na'/K*-ATPase génére un gradient de Na* qui est essentiel pour
la réabsorption de Na* et d’eau dans le rein et I’absorption de fluides des poumons et de l'intestin
(175; 178; 268). En plus de ses fonctions de transporteur, on attribue maintenant une fonction de
récepteur a la Na*/K'-ATPase et un réle dans la signalisation cellulaire. Les voies de signalisation
activées sont associées, entre autres, a la croissance cellulaire, a la mobilité de la cellule et a

plusieurs voies métaboliques (175).

La Na'/K*-ATPase fait partie de la famille des ATPases de type P, des enzymes qui
s’autophosphorylent par le phosphate gamma de la molécule d’ATP qu’ils hydrolysent (140; 178;
206; 268). On retrouve également dans cette famille la H*-ATPase, qui comme la Na*/K*-ATPase,
est composée de 2 sous-unités et la SERCA (206; 268). La Na'/K*-ATPase est composée d’une sous-
unité a et d’'une sous-unité B, dans un rapport stcechiométrique 1:1. La sous-unité a est une
protéine d’environ 110 kDa qui est responsable de la fonction catalytique de la pompe. Chez
I’'humain, quatre isoformes ont été identifiés (al, a2, a3, ad) (140; 175; 178; 206; 268). al est
I'isoforme le plus répandu puisqu’il est exprimé de fagon ubiquitaire dans tous les tissus. a2 est

principalement exprimé dans les muscles squelettiques, cardiaques et vasculaires, mais également
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dans le cerveau, les poumons et le tissu adipeux. a3 se retrouve dans les neurones, les cellules
cardiaques et les ovaires, tandis que a4 est exprimé dans les testicules ou il est responsable de la
motilité du sperme (19; 175; 206). Dans les VSMC, on retrouve principalement al et a2. Leur
fonction et leur localisation dans la cellule semblent toutefois différentes. La sous-unité al est
reconnue pour son controle de l'activité basale de la cellule tandis que a2 est associée plus
particulierement aux processus de contraction-relaxation (281). De plus, Medford et al. ont
démontré que dans les muscles lisses vasculaires, il existe une forme tronquée d’al, augmentant
ainsi la diversité des isoformes et la complexité de la régulation du transport des ions par la

Na‘/K*-ATPase (197).

La détermination récente de la structure de la Na’/K*-ATPase par cristallographie a rayon
X a permis d’éclaircir les interactions atomiques a l'intérieur de la pompe ainsi qu’avec les autres
protéines (206; 207; 283). La sous-unité a est composée de 10 segments transmembranaires (M1-
M10) (19; 140; 178; 206; 268). Le noyau du domaine de transport ionique est constitué des hélices
M1-M6 qui contiennent les principaux sites de liaison des ions (Fig. 1-12). Deux sites de liaison
pour les ions K* se situent a I'intérieur de ce domaine et il est présumé qu’ils soient 2 des 3 sites de
liaisons pour le Na* lorsqu’il y a changement de conformation. Le troisiéme site de liaison pour le
Na® se trouve dans les hélices M7-M10. Ce segment influence donc I'affinité du canal pour le Na*
et contribue a sa sélectivité (206). En plus du domaine transmembranaire, les domaines N- et C-
terminaux se situent a 'intérieur de la cellule, conférant a la Na’/K*-ATPase un large domaine
cytoplasmique (140; 178; 206; 268). Ce dernier se subdivise en 3 domaines fonctionnels: le
domaine de phosphorylation (P), le domaine de liaison aux nucléotides (N) et le domaine
d’activation (A) (Fig. 1-12). Durant le cycle catalytique, le domaine P interagit avec les domaines N
et A entrainant, respectivement, |'autophosphorylation et la déphosphorylation de la pompe. Ces
domaines cytoplasmiques sont liés aux hélices du domaine transmembranaire par des connections
directes ou des interactions structurelles et engendrent les changements de conformation du

canal permettant le transport des ions (206).

Bien que la sous-unité a soit responsable de I'activité catalytique de la pompe, la présence
de la sous-unité B est essentielle pour qu’elle soit active. Son réle exact n’est pas completement
défini, mais elle est essentielle a I'insertion et la translocation de la pompe a la membrane. De
plus, la sous-unité B est importante pour I’hydrolyse de I’ATP, le transport des ions et la liaison de

certains inhibiteurs, comme |'ouabaine (19; 140; 178; 206; 268). Il existe trois isoformes de la
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sous-unité B (B1, B2, B3), ce qui augmente la variété des isoenzymes de la Na*/K*-ATPase. Cela

donne plusieurs protéines qui ont des propriétés cinétiques différentes et qui sont distribuées

"vﬁ? "v'11CI Snus unité? Sous-unité § Na®K*-ATPase

Domalne P
C-terminal

Site d'interaction

Domals M entre ME-M7

Figure 1-12: Structure des différentes sous-unités de la Na'/K'-ATPase. Le domaine
transmembranaire de la sous-unité a est composé des hélices M1-M6 ainsi que des hélices M7-
M10, ils sont responsables de la spécificité et du transport des ions. Sa région cytoplasmique
comprend les domaines A, P et N. La structure compléte de la Na'/K*-ATPase (a la droite) est

composée des sous-unités a, B et y. (Traduite de Morth et al. (206))

selon différents patrons a travers les tissus ou méme a l'intérieur d’un méme tissu (178). B1 est
exprimée dans la majorité des tissus et compose la forme ubiquitaire alp1 de la pompe. B2 est
prédominante dans les tissus excitables (neurones et muscles), tandis que B3 est exprimée dans
les testicules, le cerveau et les glandes surrénales (206; 268). La sous-unité B est une protéine
membranaire de type Il, c’est-a-dire avec un seul segment transmembranaire, d’environ 35-55 kDa
(Fig. 1-12). Elle possede un petit segment N-terminal cytoplasmique et un large domaine
extracellulaire (19; 140; 178; 206; 268). Dans cette partie on retrouve trois ponts disulfures,
nécessaire a |'activité de I'enzyme, ainsi que trois sites de N-glycosylation, auxquels des chaines de
glucides sont attachées, mais qui peuvent étre déglycosylés sans perte d’activité de la pompe
(140). De plus, la structure cristallographiée de la pompe a démontré que le domaine

extracellulaire de B interagit avec les boucles extracellulaires de la sous-unité a. Cette interaction,
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ainsi que celle entre le segment transmembranaire B et le segment M5 de a, sont responsables

des effets régulateurs de la sous-unité  sur I'activité de la pompe (206).

4.3.1.2. Le Mécanisme catalytique

La Na'/K*-ATPase existe dans deux états conformationels : E1 et E2. Chacun est caractérisé
par les différences d’interactions avec le Na“, le K*, I’ATP et 'ouabaine. La figure 1-13 montre les
différentes étapes du mécanisme catalytique de la pompe. La premiéere étape de la réaction est la
lisison du Na avec une grande affinité a la conformation E1. La liaison du Na* est requise pour
qgu’il y ait phosphorylation. Cela engendre un changement conformationnel qui crée un site de
liaison pour le Mg** (nécessaire a cette étape) et qui permet I'autophosphorylation de I’Asp du
domaine P a partir de I’ATP lié au domaine N. Les trois ions Na* se retrouvent séquestrés bien que
I’enzyme demeure phosphorylée (E1P-ADP). Cela conduit a la conformation E2P et I'’enzyme perd
de I'affinité pour le Na* et en gagne pour le K*. Il y a donc libération des ions Na® du coté
extracellulaire et liaison des ions K™ & la pompe. La liaison du K* entraine une déphosphorylation
de la conformation E2P, orchestrée par le domaine A, qui induit la séquestration des ions K* et
forme la conformation E2. La liaison d’un nouvel ATP intracellulaire entraine la reldche de K* a
I'intérieur de la cellule et le retour a la conformation E1ATP. Cela complete le cycle catalytique de
la Na*/K*-ATPase (140; 206; 268). On référe souvent a ce modéle sous le nom du schéma Albers-
Post. Il faut noter qu’il ne tient pas compte que la pompe pourrait exister sous la forme d’un
diprotomére de sous-unités (ap), coopérantes et qu’elle contiendrait deux sites de liaison a I’ATP
(268). La littérature est controversée sur I’état natif de la Na'/K*-ATPase dans les membranes
cellulaires et la situation se résume en disant qu’il existe deux camps. La plupart des études
n’incluent pas I'idée d’interactions entre les monomeres aff dans leur descriptif de I'activité de la
Na‘/K*-ATPase, tandis que d’autres suggérent une oligodimérisation. Toutefois, I'importance de
telles interactions sur la fonction de la pompe reste a prouver (140; 268). En attendant des
preuves suffisantes pour pouvoir conclure sur I'état natif de la pompe et son impact sur son

mécanisme catalytique, nous allons nous tourner vers les mécanismes qui contrélent son activité.
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Figure 1-13: Mécanisme catalytique de la Na*/K*-ATPase. (Tirée de Morth et al. (206))

4.3.1.3. La Régulation

La fonction de la Na'/K™-ATPase est essentielle a toutes les cellules et plusieurs
mécanismes sont impliqués dans sa régulation. Le premier facteur qui contréle son activité est la
concentration de ses substrats, soit le Na* et ’ATP intracellulaire et le K" extracellulaire (305).
L'activité de la pompe est également modulée par des interactions avec différentes protéines. En
premier lieu, elle est contrélée par sa sous-unité B, telle que mentionné précédemment, qui agit
comme chaperonne pour assurer la maturation et I'insertion de la sous-unité a dans la membrane
et qui influence les propriétés fonctionnelles de la pompe (101; 140; 178; 206; 268). En plus de ses
fonctions liées a I'activité de la Na'/K*-ATPase, la sous-unité B serait impliquée dans la formation
de jonctions serrées et dans |'établissement de la polarité des cellules. Elle assure également la
localisation de la Na'/K'-ATPase dans les cellules polarisées des épithéliums telle que son
placement du coté basolatéral dans les cellules des tubules rénaux (101). La Na‘'/K*-ATPase
interagit également avec les membres de la famille protéique FXYD, dont fait partie la sous-unitéy
(Fig. 1-12). Ce sont de petites protéines a un segment transmembranaire, caractérisées par une
signature contenant le motif FXYD, deux glycines et une sérine (73; 101; 206; 239). Elles
interagissent avec la sous-unité a via son segment transmembranaire M9 (206; 239). Ces
protéines FXYD n’influencent pas I'expression de la Na*/K*-ATPase, mais modifient plutét ses
propriétés de transport d’une maniére tissu et isoforme spécifique (19; 73; 101; 206). Chez les

mammiféres, cette famille comporte sept membres incluant FXYD1 (ou phospholemman), FXYD2
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(ou sous-unité y de la Na*/K*-ATPase), FXYD3 (ou Mat-8 mammary tumor marker), FXYD4 (ou CHIF;
corticosteroid hormone induced factor), FXYD5 (related to ion channel RIC ou dysadhérine), FXYD6
(ou phosphohippolin) et FXYD7 (73; 101). Bien que la régulation de la Na*/K*-ATPase ne soit pas
leur unique fonction, ces protéines interagissent presque toutes avec la Na’/K*-ATPase. Par leur
interaction, ces protéines influencent I'activité de la pompe en modifiant son affinité pour le Na“,
le K" ou I'ATP, ainsi qu’en changeant la vitesse maximale de transport de la Na*/K*-ATPase (73;
101; 206; 239). De plus, les protéines FXYD protégent la Na*/K'-ATPase contre une inactivation
thermique ce qui stabiliserait la Na*/K'-ATPase (101). Les changements d’affinité pour le sodium
semblent toutefois étre le mécanisme de régulation principal de cette famille de protéines (206).
Finalement, la Na*/K*-ATPase est également contrdlée par des interactions avec des protéines du
cytosquelette des cellules. Les plus étudiées sont ankyrin et adducin. La principale conséquence de
ces interactions avec le cytosquelette est le placement approprié de la Na*/K*-ATPase dans les
membranes des différents compartiments cellulaires. Toutefois, les protéines du cytosquelette

peuvent également moduler I'activité de la pompe (9; 178; 305).

En plus de la régulation par les interactions des différentes protéines avec la Na*/K'-
ATPase, il existe un contréle de I'expression et de I'activité de la pompe par plusieurs hormones
circulantes. Cette régulation peut étre a court ou long terme. La régulation a court terme implique
soit des effets directs sur la cinétique de I'enzyme ou soit un contrdle sur la translocation des
pompes entre la membrane plasmatiques et les réserves intracellulaires. A long terme, les
mécanismes de régulation affectent la synthése de novo de protéines et/ou la dégradation (305).
Parmi les hormones qui affectent 'activité de la Na*/K*-ATPase, on retrouve les catécholamines,
les hormones peptidiques et les hormones stéroides. Parmi les hormones qui induisent une
activation de la pompe, on retrouve I'aldostérone, I’Ang Il, I'adrénaline et la noradrénaline ainsi
que l'insuline. Parmi celles qui ont une activité inhibitrice, on note entre autres la dopamine, I’ANP
et la parathormone (9; 305). Ces hormones contrdlent I'activité de la Na*/K*-ATPase via les voies
de signalisation de leur récepteur qui modulent I'activité de groupes de protéines kinases,
phospholipases et phosphatases. Bien que plusieurs études lient différentes voies de signalisation
a la régulation de la Na'/K'-ATPase, les mécanismes moléculaires de phosphorylation qui
soutiennent ces voies restent encore mal connus. Le seul site de phosphorylation bien caractérisé
est la sérine 943, localisée dans la boucle entre M8 et M9, qui a été identifiée comme cible de
phosphorylation pour la PKA (239; 305). Cette phosphorylation inhibe directement I’activité de la
Na‘/K*-ATPase dans plusieurs types cellulaires. De plus, la phosphorylation par PKA augmente le

nombre de pompe présente a la surface de la membrane, mais probablement par un mécanisme
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indépendant de I’AMPc (239; 305; 347). Les tyrosines dans la région C-terminale sont également
impliquées dans la régulation par PKA, mais I'effet sur ces sites reste a étre caractérisé (239). La
régulation par PKC semble se faire par une phosphorylation de la région N-terminale bien
gu’aucun site conservé entre les espéces n’ait été identifié (239). Cette phosphorylation inhibe
I'activité de la pompe et provoque son internalisation (9; 347). Les effets de PKC paraissent
toutefois spécifiques a I'espece et au tissu étudiés et des études supplémentaires sont requises
pour déterminer I'importance physiologique de cette phosphorylation chez I’humain. De plus, il
faut déterminer si la phosphorylation de la sous-unité a est importante ou si les effets observés
sont dus a la phosphorylation des sous-unités régulatrices (239). Finalement, une régulation
effectuée par PKG et par les tyrosines kinases a également été observée, mais la signalisation
exacte reste a étre déterminée (19; 178; 305; 347). Beaucoup d’efforts devront étre déployés pour
clarifier les effets complets de la phosphorylation sur I’activité enzymatique de la Na*/K*-ATPase et
pour déterminer si les actions observées sont spécifiques a un isoforme, un tissu ou une espece.
De plus, il sera intéressant d’évaluer si les voies de signalisation activées lorsque la Na'/K*-ATPase

agit comme récepteur induisent un autocontréle de la pompe.

4.3.1.4. Les Stéroides Cardiotoniques

La Na'/K*-ATPase est la cible de plusieurs toxines produites par des plantes et des
animaux, a cause de sa fonction importante dans la physiologie cellulaire et pour I'organisme
entier. Son activité de pompe ionique est inhibée par une série de stéroides cardiotoniques (CTS;
cardiotonic steroid) également nommeés facteurs semblables a la digitale (DLF; digitalis-like factor)
(19; 26; 175; 178; 217; 268; 305). Ces molécules sont utilisées depuis plus de 1500 ans comme
diurétiques, traitement pour les arythmies et l'insuffisance cardiaque, émétiques, agents pour
I’avortement et poisons. Récemment, de nouveaux réles dans la thérapie pour le cancer et pour
les troubles neurologiques et de comportements ont également été discutés (26). Les CTS sont
classés en cardenolides, composés initialement identifiés dans les plantes dont les plus connus
sont I'ouabaine et la digitale, et les bufadienolides, identifiés dans le venin de crapaud et dont fait
partie la marinobufagénine (MBG). lls possedent une structure générale similaire, soit un noyau
stéroide avec un anneau lactone a 5 carbones pour les cardenolides, et a 6 carbones pour les
bufadienolides, qui est considéré essentiel pour la fonction de ses substances (19; 26; 175; 178;
217). lls se lient a la Na'/K-ATPase avec une forte affinité lorsque le canal est dans la

conformation E2P sans K* (206; 268), dans la boucle extracellulaire M5-M6 (206). La structure
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cristalline de la conformation avec les ions K* séquestrés a également révélé un site de liaison de
faible affinité pour les CTS, localisé du coté extracellulaire dans une cavité entre M4, M5 et M6
(206). La sous-unité a est responsable de la sensibilité a I'ouabaine de la Na*/K*-ATPase. Le site de
liaison aux CTS, communément appelé site de liaison a I'ouabaine, est conservé parmi plusieurs
organismes. Bien que la majorité des isoformes de plusieurs espéces soit sensibles a 'ouabaine, il
existe des exceptions. Entre autres, chez la souris et le rat, la sous-unité al possede une faible
affinité pour I'ouabaine, tandis que les 3 autres isoformes y sont sensibles. Par contre, chez
I’'humain, tous les isoformes sont sensibles a I'ouabaine (26; 175; 217). De plus, la localisation
spécifique de certains isoformes dans la cellule permet une régulation plus spécifique de la Na*/K'-
ATPase par les CTS. Par exemple, dans les VSMC, les pompes formées de sous-unités al ont une
distribution ubiquitaire dans la membrane plasmique, tandis que celles composées d'a2 se
retrouvent dans la partie de la membrane pourvue de cavéoles qui sont adjacentes au réticulum
sarcoplasmique, ou l'on retrouve également des échangeurs Na*/Ca*™, des ROC et des SOC. Les
concentrations de Na* et de Ca* dans I'espace entre la membrane et le RS sont donc contrélées
différemment de celles dans I'ensemble du cytosol. Chez le rat, ou al est moins sensible a
I’ouabaine, une faible concentration (nM) inhibe uniquement a2. Chez I’humain, ol les deux
isoformes sont sensibles, une inhibition partielle de la pompe affecte les concentrations de Na* de
facon plus importante dans I'espace entre le RS et la membrane que dans le cytosol global. En
modifiant le gradient de Na*, le transport du Ca** par les autres canaux est influencé ainsi que les
réserves calciques dans le RS. En changeant la régulation de I’homéostasie du calcium les

mécanismes de vasoconstriction de la cellule sont alors favorisés (26).

Les études des mécanismes de I'hypertension et de I'expansion volumique ont permis de
déterminer qu’il existe également des CTS endogénes qui contrélent la Na*/K'-ATPase (19; 26;
175; 178; 217; 268; 305). Le cortex surrénalien et I’hypothalamus sont considérés comme les sites
de synthese de ces hormones endogenes, bien que les enzymes impliquées ne sont pas encore
identifiées (19; 26; 217). En plus d’inhiber la fonction de transporteur de la Na*/K*-ATPase, ces
substances agissent comme des agonistes lorsqu’ils sont en faible concentration, en utilisant Ia
Na*/K*-ATPase comme un récepteur. La liaison de I'ouabaine sur la Na'/K*-ATPase active des
cascades de signalisation impliquant, entre autres, Src et le EGFR, la phospholipase C (PLC) et le
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). De plus, la liaison de faibles concentrations d’ouabaine induit
I’endocytose de la pompe et la compartimentalisation de certaines molécules de signalisation de
maniére similaire au phénomene observé avec les récepteurs tyrosine kinase. Les voies de

signalisation activées par les CTS sont, entre autres, impliquées dans I’lhoméostasie du calcium, la
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croissance et la prolifération cellulaire ainsi que dans les mécanismes d’apoptose et d’adhésion
cellulaire (19; 175; 217; 347). Il y a fort a parier que les deux voies d’action des CTS sur la Na*/K*-
ATPase, celle d’inhibition de la pompe ionique et celle d’activation de la signalisation cellulaire,
agissent en parallele et en synergie pour déterminer les effets physiologiques de la liaison des CTS.
En plus de contréler la Na*/K'-ATPase dans les conditions physiologiques, les CTS sont impliqués
dans plusieurs conditions pathologiques telles que I’hypertension, linsuffisance cardiaque,
I'ischémie et I'infarctus du myocarde, la prééclampsie, le diabéte, les maladies comportementales

et le cancer (19; 217).

Compte tenu de l'implication des CTS dans plusieurs pathologies, de nombreuses
stratégies pharmacologiques sont développées pour bloquer leur action. Dans un premier temps,
on pense bloquer le site de liaison de I'ouabaine sur son récepteur. Pour ce faire, on peut utiliser
des agonistes partiels, tels que le spironolactone et le canrénone, qui bloquent la liaison de
I’ouabaine et qui induisent un déplacement de la courbe d’inhibition par I'ouabaine (19). On peut
également utiliser des antagonistes du récepteur. Le rostafuroxin (PST 2238) est un composé
stéroidien qui a été synthétisé pour étre un antagoniste de I'ouabaine endogéne. Il démontre des
effets antihypertenseurs importants dans les formes d’hypertension dépendantes d’une
augmentation du volume sanguin (augmentation des niveaux d’ouabaine endogene ou
polymorphisme des génes encodant la protéine du cytosquelette adducin) autant dans les
modeles animaux que dans cette population chez I’"humain tel que le démontre la récente étude
de phase Il OASIS (88). Un autre exemple d’antagoniste est le resibufogenine, un antagoniste de la
MBG. Les effets bénéfiques de ce composé ont été démontrés dans des modéles animaux de
prééclampsie ou il prévient les caractéristiques phénotypiques de ce syndrome (241). Les effets
des CTS sont également bloqués par immunoneutralisation. L'administration de Digibind, une
préparation commerciale contenant des fragments purifiés de Fab de I'anticorps antidigoxin qui
réagit également avec d’autres CTS, a des modeles animaux d’hypertension prévient ou réduit
I’hypertension (175). De plus, I'utilisation en clinique de Digibind chez des patientes atteintes de
prééclampsie sévére diminue la pression artérielle et améliore la fonction rénale (19). Une autre
alternative pharmacologique serait de modifier 'affinité de la Na'/K’-ATPase pour les CTS en
modifiant la phosphorylation de la pompe. De plus, les différents éléments des cascades
signalétiques activées par la liaison des CTS pourraient devenir des cibles thérapeutiques
attrayantes. Finalement, il serait intéressant d‘agir sur la synthese et la relache des CTS
endogénes, mais la compréhension de ces phénomeénes doit étre éclaircie avant de pouvoir les

considérer comme cibles thérapeutiques (19).
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Bien que d’énormes progrés ont été réalisés au cours des 20 dernieres années dans la
caractérisation de la Na'/K*-ATPase dans sa structure, ses fonctions, sa régulation et des composés
qui influencent son activité, plusieurs questions sont toujours sans réponse. Toutefois,
I'importance de cette protéine ne peut étre niée et plusieurs efforts sont déployés pour controler

son implication dans diverses pathologies.
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5. HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

Durant la gestation, il y a une augmentation du débit cardiaque, du volume plasmatique et
du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) (12; 47; 313). Paradoxalement, il existe
également une diminution de la pression artérielle et de la résistance périphérique (47; 208),
causée en partie par une baisse de la réactivité aux vasopresseurs durant la gestation (14; 37; 47,
258; 293). Dans les cas de prééclampsie (une cause majeure de morbidité et mortalité feetales et
maternelles), I'activation du SRAA, en particulier de I'aldostérone, est moindre que lors de la
grossesse normale et les diminutions de pression artérielle et de résistance vasculaire sont
absentes (208; 262). Ceci contribue a entretenir une confusion quant au réle des

minéralocorticoides dans la grossesse normale et pathologique.

e

Chez la femme, le SRAA est activé tres t6t dans la grossesse, i.e. au moins dés la 6
semaine avant méme la baisse de la pression artérielle (47). Chez la rate, le SRAA s’active vers la
fin de la 2° semaine (sur 3) de gestation, soit quelques jours avant que chute la pression artérielle
(31; 100). Dans des conditions autres que la grossesse, de telles augmentations du SRAA seraient
associées a de I'hypertension. Ainsi, les changements observés du SRAA durant la grossesse
apparaissent paradoxaux (292). Notre laboratoire a démontré qu’une augmentation de I'activité
du SRAA, induite par une diete faible en sodium durant les 7 derniers jours de gestation, cause
une augmentation des niveaux de PRA et d’aldostérone, alors que I'expansion du volume sanguin
associée a la grossesse normale est fortement réduite. Fait important, la baisse de pression
artérielle est maintenue a la fin de la gestation (259). A I'opposé, la suppression du SRAA a I'aide
d’une diéte élevée en sodium pendant la méme période induit une réduction des niveaux de PRA
et d’aldostérone chez les rates gestantes. De plus, la baisse de pression associée a la gestation est
éliminée et la baisse de la réactivité aux vasopresseurs est renversée (14; 20). Toutefois, ces
modeles animaux ne permettent pas de différencier I'implication des divers composés du SRAA

sur les phénomenes observés.

L'aldostérone, comme effecteur du SRAA, est impliquée dans le contr6le du volume
circulant et de I’équilibre électrolytique et, par conséquent, de la pression artérielle. La présence
des récepteurs minéralocorticoides (MR) dans les vaisseaux sanguins contribue au remodelage
vasculaire et a la dysfonction endothéliale par des mécanismes associés a une augmentation du

tonus vasculaire (36; 77; 192). Paradoxalement, I'importante augmentation d’aldostérone durant
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la grossesse est accompagnée d’une baisse de la résistance vasculaire (47) suggérant que la

grossesse induit un remaniement des réponses physiologiques normales a une hausse du SRAA.

En fin de grossesse chez la rate, la baisse de réactivité vasculaire a plusieurs agonistes
(incluant la phényléphrine (PhE) et le KCI) est présente dans |'aorte thoracique. De plus, des
modulations de I'activité des canaux ioniques sont impliquées dans cette baisse de réponse (14;
37; 258). Notre laboratoire a démontré que les canaux calciques dépendants du voltage et les
canaux potassiques sont en parti responsables de ces faits (37; 258). Comme I'activité de ces
canaux est en grande partie controlée par le potentiel de membrane, il est possible gu’elle soit
modifiée par une hyperpolarisation de la membrane qui retarderait I'entrée de calcium et la
contraction des muscles lisses vasculaires. La pompe Na*/K*-ATPase, dont I'implication est majeure
dans le contréle des polarités de la membrane (178; 268), pourrait également étre impliquée dans
les modifications de réactivité vasculaire associées a la grossesse. Toutefois, I'impact de la hausse

d’aldostérone sur I'activité des canaux ioniques des VSMC durant la grossesse n’est pas connu.

Nos travaux ont pour but de vérifier ’hypothese que I'augmentation des taux sériques
d’aldostérone durant la grossesse est responsable des changements hémodynamiques observés et

ces effets sont causés par I’activation des MR.
Pour vérifier cette hypothese, les objectifs suivants ont été établis :

e Bloquer I'activation des MR en administrant un de leurs antagonistes, le canrénoate de
potassium, a des rates gestantes durant les 7 derniers jours de gestation.

e Evaluer les effets du canrénoate sur la réactivité vasculaire d’anneaux aortiques dénudés
d’endothélium de rates a différents temps de gestation.

e Déterminer, a I'aide de modulateurs pharmacologiques, les effets du traitement au
canrénoate sur 'activité des canaux potassiques et calciques dans les VSMC.

e Caractériser, a l'aide d’outils pharmacologiques, I'activité et I'expression de la pompe
Na’/K'-ATPase et des canaux potassiques dans l'aorte thoraciques des rates gestantes
traitées au canrénoate.

e Evaluer si le traitement a une incidence sur le déroulement de la grossesse en mesurant
des parameétres physiologiques et biochimiques de la mére et des foetus.

e Evaluer les effets du traitement au canrénoate sur les modifications hémodynamiques de

la grossesse par des méthodes de télémétrie.
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The renin-angiotensin-aldosterone (RAA) system is markedly acti-
vated in pregnancy. We evaluated if mineralocorticoid receptors
(MR), a major component of the RAA system, are involved in the
reduced vascular reactivity associated with pregnancy. Canrenoate
(MR antagonist; 20 mg-kg~'-day ') was administered to nonpregnant
(NP) rats for 7 days and to pregnant rats from day 15 to 22 of
gestation. These were killed on day 17, 19, or 22 of gestation and, for
NP rats, after 7 days treatment. Constrictor responses to phenyleph-
rine (PhE) and KCl were measured in endothelium-denuded thoracic
aortic rings under the influence of modulators of potassium (activa-
tors) and calcium (blocker) channels. Responses to the constrictors
were blunted from days 17 to 22 of gestation. Although canrenoate
increased responses to PhE and KClI, it did not reverse their blunted
responses in gestation. NS-1619 and cromakalim (respectively, high-
conductance calcium-activated potassium channels and ATP-sensitive
potassium channel activators) diminished responses to both PhE and
KCI. Inhibition by NS-1619 on responses to both agonists was
decreased under canrenoate treatment in NP, but the reduced influence
of NS-1619 during gestation was reversed by the mineralocorticoid
antagonist. Cromakalim reduced the response to PhE significantly in
the pregnant groups; this effect was enhanced by canrenoate. Finally,
nifedipine (calcium channel blocker) markedly reduced KCI re-
sponses but to a lesser extent at the end of pregnancy, an inhibiting
effect that was increased with canrenoate treatment. These data
demonstrate that treating rats with a MR antagonist increased vascular
reactivity but that it differentially affected potassium and calcium
channel activity in aortas of NP and pregnant animals. This suggests
that aldosterone is one of the components involved in vascular
adaptations to pregnancy.

potassium canrenoate; renin angiotensin aldosterone system; voltage-
dependent calcium channels; ATP-sensitive potassium channels; high-
conductance calcium-activated potassium channels

IN HUMANS, arterial blood pressure (BP) decreases early in
pregnancy, reaching a nadir during the second trimester (10,
26), whereas in rats it is stable until day 17 of gestation to
decline gradually until term (day 23) (4, 37). This BP reduction
is consequent to reduced vascular peripheral resistance associ-
ated with decreased influence of vasoconstrictor stimuli (3, 9,
10, 34, 37). These changes occur despite increases in blood
volume and cardiac output and activation of the renin-angio-
tensin-aldosterone (RAA) system (2, 10, 39). In humans, by the
sixth week of gestation, plasma renin activity (PRA) and
aldosterone levels are already elevated and rise until term (10).
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In pregnant rats, PRA is increased early in gestation while
aldosterone levels raise from midpregnancy until term (7, 18).
In conditions other than pregnancy, such increases of the RAA
system are associated with hypertension. This renders paradox-
ical the role of heightened RAA system in pregnancy (36).

We have reported that increasing the activity of the RAA
system by giving rats a low-sodium diet during the last 7 days
of gestation resulted in elevated PRA and plasma aldosterone
levels but reduced plasma volume expansion compared with
normal pregnancy. Moreover, the end of gestation decrease in
BP was maintained (35). In contrast, when the RAA system
was depressed by a high-sodium diet, pregnant rats manifested
reduced PRA and aldosterone levels while the diminution of
BP wusually linked with pregnancy was eliminated (4). In
addition, high-sodium intake during gestation was associated
with the reversal of gestational-related resistance to vasopres-
sors (3).

It has been documented that the activity of high-conductance
calcium-activated potassium channels (BKc,) and ATP-
sensitive potassium channels (Katp) is increased in vascular
smooth muscle (VSM) of normal pregnant animals (9, 22,
24). It is considered that opening of potassium channels
leads to hyperpolarization of vascular smooth muscle cells
(VSMC), which results in delayed opening of voltage-
dependent calcium channels (VDCC) and consequently re-
tards smooth muscle constriction (9). This is compatible
with data demonstrating some impairment of calcium influx
through VDCC in aortic rings of pregnant rats (34). Fur-
thermore, pregnant rats on a high-sodium diet (decreased
RAA system) display reduced Karp activity and increased
BKca, and VDCC activities, affirming RAA system involve-
ment in the ionic balance of VSMC (3).

Aldosterone plays a major role in electrolyte homeostasis in
the kidneys and colon by controlling sodium reabsorption and
potassium secretion (5, 43). Lately, studies have demonstrated
the presence of mineralocorticoid receptors (MR) in nonepi-
thelial tissues, including heart and blood vessels (42). Aldo-
sterone was reported to contribute to vascular remodeling and
endothelial dysfunction through several coupling mechanisms
(8, 13, 23), all associated with heightened vascular tone.
Paradoxically, the increase in aldosterone levels in pregnancy
occurs together with decreased vascular resistance (10), indi-
cating that gestation resets some of the physiological responses
normally consequent to an enhanced RAA system.

This paradoxical presence of the RAA system makes us
believe that MR are key factors in the control of vascular
reactivity during pregnancy. We hypothesize that aldoste-
rone acts on VSM through the modulation of ion channel
activity. To confirm this, nonpregnant (NP) and term-
pregnant rats were treated for 7 days with a MR antagonist,
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potassium canrenoate. The objective was to characterize
vascular reactivity of the aorta from these animals in the
absence or presence of potassium and calcium channel
modulators. To do so, we took profit of earlier work from
this laboratory that has shown that the use of thoracic aorta
is a convenient in vitro preparation to study the vascular
blunted responses to vasoconstrictors (3, 9, 34).

MATERIALS AND METHODS

Animals. The experimental procedures were reviewed and ap-
proved by the local Animal Care Committee, accredited by the
Canadian Council on Animal Care. Female Sprague-Dawley rats
(Charles River Canada, Saint-Constant, QC, Canada), weighing be-
tween 225 and 250 g, were studied. Pregnant rats were obtained as
detailed previously (4). Age-matched NP females (selected randomly
during the estrous cycle) were also investigated. The animals (6-10/
group) were housed under conditions of controlled lighting (6:00
AM. to 6:00 P.M.) and temperature (21 £ 3°C). They were fed a
normal diet containing 0.23% NaCl (Teklad global 18% protein rodent
diet; Harlan Teklad, Montréal, QC, Canada). Pregnant and NP animals
were randomly assigned to groups that were placed either on tap water or
on potassium canrenoate (C) solution (20 mgkg™'-day'; Sigma, St.
Louis, MO). The beverage was given from day 15 of gestation
(parturition on day 23) until death or for 7 days in the NP groups. At
the end of treatment, the two NP groups (untreated: NP; canrenoate
treated: NPC) and the six pregnant (P) groups of rats at days 17 (P17,
PC17), 19 (P19, PC19), or 22 (P22, PC22) of gestation were killed by
decapitation (9:00-9:30 A.M.), and their aorta were removed for in
Vitro assays.

Organ bath assays. Vascular reactivity was measured, as described
previously (3, 9), in thoracic aortic rings of both untreated and
canrenoate-treated NP and pregnant rats at days 17 (P17), 19 (P19),
and 22 (P22) of gestation. After death, the thoracic aorta was removed
rapidly, immersed in cold Krebs-bicarbonate solution (KBS), cleaned
of fat and extraneous tissues, and cut into four consecutive rings (2-3
mm). The endothelium of each ring was removed by gently rubbing
the lumen with an 18-gauge needle to measure changes of myotropic
responses at the level of the smooth muscle. Indeed, as the vascular
endothelium influences reactivity of the underlying smooth muscle
(via nitric oxide, endothelial-derived hyperpolarizing factor, etc.) by
activating coupling mechanisms similar to the ones used by the
agonists on smooth muscle (for instance, the ion channels herein
studied), we chose to remove it to get a precise picture of the
consequences on the VSM. The rings were mounted in individually
jacketed tissue baths (15 ml; Radnotti Glass, Monrovia, CA), main-
tained at 37°C, and equilibrated for 1 h under 2.0 g passive tension
with frequent washing and tension adjustment. The tissues were
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bathed in KBS of the following composition (in mmol/l): 118 NaCl,
4.65 KCl, 25 NaHCOs3, 2.5 CaCl,, 1.18 KH>PO4, 1.18 MgSO4, and
5.5 dextrose. NaCl and MgSO4 were purchased from Sigma Aldrich
(Oakville, ON, Canada), KCl, KH,PO,4, and NaHCOs3 from Fisher
Scientific (Ottawa, ON, Canada), dextrose from J. T. Baker Chemicals
(Phillipsburg, NJ), and CaCl, from EMD Chemicals (Gibbstown, NJ).
The solution was bubbled with a mixture of 95% 0,-5% CO,; pH was
7.4. After 1 h equilibration, tissues were challenged with 1.0 pmol/l
phenylephrine (PhE). At plateau response, carbachol (0.1 mmol/l) was
added to confirm endothelium removal. Tension was measured by
force displacement transducers and recorded on a computerized data-
acquisition system (Dataq Instruments, Akron, OH).

After return to baseline (~60 min), cumulative concentration-
response curves to PhE (102 to 10~* mol/1) and KCI (2-100 mmol/l,
as hypertonic solution) were obtained successively. The two curves
were separated by frequent washings and charted 1 h after tension
from the previous maneuver had returned to baseline. One of the rings
from each animal served as control, whereas each of the other three
was preincubated with a VDCC blocker (nifedipine, 0.1 wmol/l), a
BKca channel activator (NS-1619, 30 pwmol/l), or a Katp channel
activator (cromakalim, 1 pmol/l) (all from Sigma Aldrich) added 10
min before initiating the curve. The concentrations of these agents
were chosen on the basis of previous work (3, 9, 33). Each ring was
exposed to the same ion channel modulator throughout the experi-
ment. All experiments were performed under sodium lamps to prevent
photo inactivation of nifedipine and NS-1619.

Data analysis. Concentration-response curves were analyzed by
computer fitting to a four-parameter logistic equation (Prism 4.0;
GraphPad, San Diego, CA) to evaluate the maximum response (Emax)
(Table 1). Sensitivity (—log of ECso, the concentration producing
50% of Emax) was not analyzed since reduction of E,ax was often very
important and the ECs is artificially decreased. The effect of the ion
channel modulators was determined with a one-way ANOVA fol-
lowed by a Dunnett’s test vs. the control aortic rings of a same group.
Statistical significance was assumed when the difference reached the
probability level of 5% (P < 0.05). The effects of both pregnancy and
canrenoate treatment were evaluated on En.x by two-way ANOVA.
To compare the inhibitory capacity of each modulator, we calculated
the difference of Enmna.x between the curve in the presence and absence
of a modulator in each group. These delta values were used to build
the bar graphs in Figs. 2 and 3. Once again, two-way ANOVA was
used to evaluate the effects of pregnancy and canrenoate treatment
on the inhibitory action of each modulator. ANOVA, when signif-
icant, was followed by the Bonferroni posttest. Statistical signifi-
cance was assumed when the difference reached the probability
level of 5% (P < 0.05). The results are expressed as mean val-
ues = SE with numbers in parentheses corresponding to the
number of animals studied.

Table 1. Maximum responses of aortic rings to PhE and KCI in absence (control) and presence of ion channels modulators

(nifedipine, NS-1619, or cromakalim)

Nonpregnant 17 Days Pregnant 19 Days Pregnant 22 Days Pregnant
Canrenoate - + — + — + — +
PhE
Control 233 £0.12 2.64 +0.13 1.75 £ 0.06 2.00 = 0.06 1.59 = 0.04 1.82 £0.05 1.88 = 0.07 2.19 £ 0.08
Nifedipine 2.24 +0.13 2.31 =£0.10 1.44 = 0.09* 1.33 = 0.08%* 1.39 = 0.06* 1.40 = 0.05* 2.03 =£0.10 1.65 £ 0.10*
NS-1619 1.73 = 0.14* 2.54 = 0.12 1.27 = 0.08* 1.40 £ 0.11%* 1.30 = 0.05%* 1.26 = 0.08%* 1.64 £0.05 1.31 £0.10*
Cromakalim 2.16 = 0.12 2.30 £ 0.11 1.00 = 0.06* 0.86 £ 0.05* 0.82 £ 0.06* 0.90 £ 0.06* 1.36 = 0.09* 1.24 = 0.12%*
KCl1
Control 1.84 = 0.05 2.23 = 0.06 1.41 £0.04 1.70 = 0.04 1.25 +0.03 1.30 = 0.03 1.42 £ 0.05 1.56 = 0.05
Nifedipine 0.52 = 0.08* 0.63 = 0.08%* 0.30 = 0.06* 0.32 = 0.06* 0.27 £ 0.03* 0.15 = 0.04* 0.46 = 0.06* 0.34 = 0.06*
NS-1619 1.07 = 0.07* 1.85 = 0.08* 0.79 = 0.06* 0.93 £ 0.06* 0.80 £ 0.03* 0.63 £ 0.04* 1.01 = 0.06* 0.84 £ 0.05*
Cromakalim 2.12 £ 0.07* 2.34 £0.08 1.48 £ 0.06 1.48 £ 0.06* 1.39 = 0.03* 1.36 = 0.04 1.45 £ 0.06 1.49 + 0.05
Values are means = SE in grams of tension. PhE, phenylephrine; —, absence; +, presence of canrenoate. *P < 0.05 vs. control aortas.
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Fig. 1. Maximum responses (Emax) to phen-
ylephrine (PhE) (A) and to KCI (B) in the
absence of channel modulator (control) aortas
of each group. Values are means = SE. Nos.
in parentheses represent the no. of rats tested.
#kp < (0.001, effect of gestation (P) vs.
nonpregnant (NP) untreated. TP < 0.05 and
TP < 0.001, effect of canrenoate vs. un-
treated group of same gestational time.
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RESULTS

Effect of canrenoate on aortic responses to PhE and KCI.
Figure 1 and Table 1 depict the results obtained with concen-
tration-response curves to PhE and KCl. The two-way
ANOVA analysis on the Enax shows significant impacts of
both the time of gestation and canrenoate treatment on aortic
responses to PhE (P < 0.001; Fig. 1A). Indeed, pregnancy
induced reduction of E,,.x that was already evident at day 17
and persisted until term gestation (P < 0.001 vs. NP; Fig. 1A).
Canrenoate, on the other hand, significantly increased re-
sponses to PhE in all groups (P < 0.001, 2-way ANOVA)
although the Bonferroni test gave significance for P22 only
(P < 0.05 vs. NP; Fig. 1A).

P17 P19 P22

Emax to KCI was significantly decreased by gestation and
significantly increased by canrenoate treatment (both P <
0.001, 2-way ANOVA; Fig. 1B). The reduced KCI responses
of the aortas were already present at day /7 and persisted until
term (P < 0.001 vs. NP; Fig. 1B). With the Bonferroni test, the
increase of E,x by canrenoate was only significant for NPC and
PC17 (both P < 0.001 vs. NP and P17, respectively; Fig. 2A).
This is also shown in the first line of the two sections of Table
1 (control).

Effect of canrenoate on aortic responses to PhE, influence of
ion channel modulators. The potassium channel activators
NS-1619 and cromakalim attenuated aortic PhE responses
(Table 1). In NP rats, this was only significantly observed in

A Effects of NS-1619 B Effects of Cromakalim C Effects of Nifedipine
0.54 0.5 0.54
®
) [OO) [0}
0.0+4- 0.04- 0.04- m q]
2 0.5 T 2 .05 2 0.5
g . E ]
2 g s tt
8 -1.04 8 -1.01 *% *k g’ -1.04
Tt
] t
t
-1.54 -1.5 -1.54
HE Untreated 1
[ cCanrenoate
-2.0- -2.0- -2.0-
NP P17 P19 P22 NP P17 P19 P22 NP P17 P19 P22

Fig. 2. Differences in Emax of PhE responses between aortas used as controls (first row of upper section of Table 1) and those incubated with NS-1619 (30 pmol/l)
(A), cromakalim (1 pmol/l) (B), or nifedipine (0.1 wmol/l) (C). Values are means * SE. **P < 0.01, effect of gestation vs. NP untreated. 1P < 0.05 and {{{P <
0.001, effect of canrenoate vs. untreated group of same gestational time. “Data not different from null values.
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untreated animals with NS-1619, but it is significantly present
in all groups of pregnant animals for both potassium channel
activators (Table 1). Figure 2A clearly illustrates an opposite
effect between time of gestation and canrenoate treatment on
the ability of NS-1619 to reduce PhE responses. This is
illustrated by significant interaction in the two-way ANOVA
(P < 0.001). As term of pregnancy approached, the capacity of
NS-1619 to interfere with PhE responses was reduced, an
outcome that was the inverse with canrenoate treatment. On the
other hand, pregnancy significantly increased the efficacy of
cromakalim to lower the En.x of PhE (P < 0.001, 2-way
ANOVA; Fig. 2B). Furthermore, canrenoate treatment further
increased cromakalim’s inhibitory effect on PhE responses
(P < 0.001, 2-way ANOVA), with significant elevations on
days 17 and 22 (both P < 0.05 vs. P17 and P22, respectively;
Fig. 2B).

Nifedipine also induced significant reduction of PhE re-
sponses, but only in aorta of pregnant animals (Table 1). In the
untreated groups, nifedipine was only able to reduce PhE
responses in the aorta of pregnant animals at day 17 and 19
(Table 1 and Fig. 2C). Again, canrenoate treatment signifi-
cantly increased the attenuating effect of nifedipine (as for
potassium channel activators) on Ena.x to PhE (P < 0.001,
2-way ANOVA; Fig. 20).

Effect of canrenoate on aortic responses to KCI, influence of
ion channel modulators. Cromakalim and NS-1619 had very
different outcomes on KCl contraction curves. Cromakalim
was a weak inhibitor of KCI and even increased E,,.x to KCI in
some groups (Table 1 and Fig. 3B). NS-1619, on the other
hand, markedly lowered E.x in all groups (Table 1 and Fig.
3A). As for the response to PhE, pregnancy and canrenoate
treatment had opposite effects on NS-1619’s action (interaction
P < 0.001, 2-way ANOVA; Fig. 3A). Indeed, inhibition by
NS-1619 was lowered as pregnancy progressed to term (P <
0.01 for P19 and P22 vs. NP; Fig. 3A), whereas canrenoate
decreased the inhibitory effect of NS-1619 on NPC (P < 0.01
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vs. NP; Fig. 3A) and reinforced it in the aorta of pregnant rats
(P < 0.01 for PC22 vs. P22; Fig. 3A).

Nifedipine (0.1 wmol/l) is a very efficient inhibitor of KCl
responses. It markedly lowered En,x in all groups compared
with aortas in the absence of modulators (Table 1). Further-
more, its effect was diminished by the progression of preg-
nancy (P < 0.001, 2-way ANOVA; Fig. 3C), demonstrated by
significant differences in the P19 and P22 groups (both P <
0.01 vs. NP; Fig. 3C). In contrast, canrenoate treatment aug-
mented nifedipine’s inhibitory power (P < 0.001, 2-way
ANOVA; Fig. 30).

DISCUSSION

The present study was undertaken to determine if MR
antagonism influences the development of blunted responses to
vasoconstrictors accompanying pregnancy. We evaluated the
impact of canrenoate treatment of pregnant rats on PhE- and
KCl-induced aortic contractions and on the involvement of
calcium and potassium channels, via their pharmacological
modulation, in these contractions. We first demonstrated that
the responses to PhE and KCl were decreased in the aortic
rings of pregnant rats (Fig. 1, A and B), confirming earlier
observations on blunted responses to vasopressors associated
with gestation (3, 9, 24, 30, 33, 34, 38). Interestingly, these
blunted responses were already evident at P17, before the BP
reduction that usually occurs at P18 (4). This implies that
reduced reactivity to vasoconstrictors could be involved in
decreased peripheral resistance responsible for the drop in BP.
This fits with Chapman et al. (10) who demonstrated peripheral
vasodilatation very early in human pregnancy, before full
placentation and in linkage with RAA system activation. As
suggested elsewhere (36), it is suspected that generalized
vasodilatation is the consequence of some hormonal stimulus
linked to RAA system activation that evokes gradual increases
of plasma volume and cardiac output to maintain BP. By the

A Effects of NS-1619 B Effects of Cromakalim C Effects of Nifedipine
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+
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Fig. 3. Differences in Emax of KCI responses between aortas used as controls (first row of lower section of Table 1) and those incubated with NS-1619 (30 pmol/l)
(A), cromakalim (1 wmol/l) (B), or nifedipine (0.1 wmol/l) (C). Values are means = SE. **P < 0.01, effect of gestation vs. NP untreated. 1P < 0.05 and
1P < 0.01, effect of canrenoate vs. untreated group of same gestational time. “Data not different from null values.
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end of the first trimester, when these compensatory mecha-
nisms are not sufficient anymore, BP starts to drop while
vascular dilatation keeps building up.

Moreover, treatment with canrenoate increased the vascular
responses of endothelium-denuded aortas to PhE and KCl (Fig.
1, A and B). There are discrepancies concerning signaling
mechanisms for aldosterone on vascular reactivity. Heylen et
al. (20) reported that, in mesenteric arteries, aldosterone-in-
duced vasodilatation is mediated through MR but resulted in a
dual action, endothelium-dependent dilation and smooth mus-
cle-dependent constriction. Furthermore, MR can be activated
by both aldosterone and corticosterone, but the presence of
11B-hydroxysteroid dehydrogenase-2 in VSMC and endothe-
lial cells, converting the latter in inactive cortisone, makes the
vasculature more responsive to aldosterone than corticosterone
through MR. In the present study, corticosterone levels varied
within untreated pregnant groups while no difference was
noted between the canrenoate-treated animals (data not
shown). However, it is impossible to assess here the impact of
corticosterone on the vascular effects of canrenoate treatment
in pregnant animals. Recent experiments have shown that
aldosterone could act directly on VSM by nongenomic and
genomic mechanisms (8, 17, 43), with regulation of ion han-
dling by VSMC being frequently reported. Because ion chan-
nels are major partners in the control of vascular reactivity, it
could explain how our in vivo treatment modified the vascular
responses.

Modulation of ion channel activity. Several studies reported
involvement of ion channels in the control of vascular reactiv-
ity during pregnancy (3, 9, 14, 22, 33, 34). In agreement with
previous reports (3, 9), we have observed that PhE responses
were greatly reduced by activators of Karp (cromakalim, 1
wmol/l) and BK¢, (NS-1619, 30 pmol/l) while the latter and
VDCC inhibitor (nifedipine, 0.1 wmol/l) were more efficient in
inhibiting KCl responses.

In the present experiments, cromakalim exerted an enhanced
inhibitory effect on PhE-induced contractions in the aortas of
pregnant groups compared with NP ones (Fig. 2B). The inhib-
itory action of cromakalim is believed to be due to increased
probability of the open state of Katp channels (6). The ATP-
to-ADP ratio controls basal Katp activity in VSMC (15, 16,
29), and we suggest that in pregnancy the ratio could be
decreased, resetting basal Karp activity. It has been shown that
Katp channel activity is increased in VSMC during pregnancy
(3, 9, 22), which could be attributed to metabolic changes (19).
Moreover, it has been reported that in metabolically inhibited
states, such as hypoxia or ischemia, a fall in the intracellular
ATP-to-ADP ratio will activate Katp currents favoring vaso-
dilatation (for review, see Ref. 16). Our results, together with
the above considerations, are suggestive of an involvement of
MR in this control of Karp activity in gestation. Indeed,
treatment with canrenoate further increased the inhibitory ef-
fect of cromakalim in the pregnant groups (Fig. 2B). Further
analyses will be necessary to investigate the signaling mecha-
nisms involved in this regulation.

In contrast, our results with NS-1619 show decreased inhib-
itory effects of the BK¢, activator on PhE and KCI contractions
as we get closer to term (Figs. 24 and 3A), indicating different
degrees of involvement for both BK¢, and Katp in the control
of VSMC responses during pregnancy. As previously reported
(3, 9), Karp seems to be more involved in the control of resting
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membrane potential, by either induced hyperpolarization or
retarded development of myotropic responses. On the other
hand, it appears that BK¢, activation prevents the full expres-
sion of myotropic responses, as suggested by Nelson et al. (27).
Because BK, are primarily regulated by voltage and intracel-
Iular calcium (21), pregnancy could control their activity by
influencing the frequency of calcium sparks and membrane
potential. However, because their activity is also determined by
phosphorylation and by small molecules, such as steroids, fatty
acids, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, and reactive ox-
ygen species (21), different signaling pathways could alter
BKc, activity during pregnancy. For example, it has been
reported that estrogens can relax arteries through activation of
BKca (12, 41, 44), and that, during pregnancy, an altered
expression of BK¢, subunits contributed to estrogen-mediated
increases in ovine uterine blood flow (31, 32). However, in rat
aorta, estrogens’ treatment did not modify BKc, expression,
suggesting some tissue-selective influence of estrogens on the
potassium channel expression (40). Aldosterone can also affect
BKc, activity, since its overexpression in mice altered VSMC
BKc, expression and coronary BKc,-dependent relaxation (1).
Our results clearly revealed some role of the MR in the
regulation of BKc, activity. In the groups treated with can-
renoate, inhibition by NS-1619 was reduced in the aortas of NP
rats, whereas it was increased in pregnant rats (Figs. 2A and
3A). It is not known if the modulation of BKc, activity during
pregnancy is the result of an altered expression of its subunits,
a change in the stochiometric composition, or a direct effect of
aldosterone that would modulate the gating properties of the
channel. This is presently under study.

In untreated pregnant animals, the inhibitory effects of
nifedipine on KCI were less potent than in NP rats (Fig. 3C).
This is consistent with the observation that the blunted re-
sponses to vasoconstrictors of pregnancy could be due to some
functional VDCC alterations (11, 34). Indeed, Roy et al. (34)
showed that extracellular calcium mobilization of aortic ring,
through VDCC, was delayed at the end of pregnancy. Here, we
report that the reduction of nifedipine’s effect gradually ap-
peared as the rats come closer to the end of gestation, indicat-
ing that the open probability of VDCC varies during pregnancy
to adapt or participate in hemodynamic changes. It is well-
documented that the open probability of VDCC is mostly
influenced by membrane potential (28), and this correlates the
increased BKc, activity described above with the observed
decrease in VDCC activity. Moreover, nifedipine’s inhibitory
effect is enhanced in the group receiving canrenoate treatment
(Fig. 3C), suggesting increased VDCC activity. It is possible
that mineralocorticoids impact calcium channels by non-
genomic mechanisms either directly or through phospholipase
C and protein kinase C (43). Mironneau (25) demonstrated that
spironolactone inhibits slow calcium channels of VSMC in a
manner similar to that of calcium channel blockers. By anal-
ogy, it is possible that canrenoate could act in a similar way
since both compounds share the same metabolite, canrenone.
The increased inhibitory effect of nifedipine, observed in all
groups, could then be an additive effect of channel inhibition
by canrenoate. However, our results are consistent with what
was noted when the animals received a high-sodium diet (3)
that suppressed the RAA system, reinforcing our belief that
MR are implicated in the regulation of VDCC activity.
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In summary, the present study supports our hypothesis that
mineralocorticoids participate in the blunted responses to va-
soconstrictors associated with pregnancy. Furthermore, our
results demonstrated the involvement of VDCC, Kartp, and
BKc, in the regulation of vascular reactivity and indicate
significant regulation of these channels by mineralocorticoids.
While these data are indirect measurements of ion channel
activity, this study is, to our knowledge, the first to functionally
evaluate the involvement of MR in the blunted vascular re-
sponses associated with normal pregnancy. Studies are needed
to characterize the signaling pathways of mineralocorticoid
actions in VSMC during pregnancy. Furthermore, the role of
endothelium will need to be assessed to get a full representa-
tion of the MR regulation in vivo. The involvement of MR in
the control of vascular reactivity as pregnancy gets closer to
term could help support the hemodynamic changes that occur
simultaneously. Moreover, understanding how they impact
vascular reactivity can provide insights in pathologies like
preeclampsia, where the RAA system is less activated (36).
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ABSTRACT

Mineralocorticoid receptors (MR) are key components of the renine-agiotensine-
aldosterone system. We evaluated if they are involved in the reduced vascular reactivity
associated with pregnancy through modulation of Na“/K*-ATPase activity. Canrenoate (MR
antagonist; 20 mg/kg-d) was administered to pregnant rats from day 15 to 22 of pregnancy.
These animals were sacrificed on day 14, 17, 19 and 22 of gestation. Na*/K*-ATPase activity
was measured in endothelium-denuded aortic rings by KCl-induced vasorelaxation.
Pregnancy induced a reduction of the pump activity at day 19, this effect was reversed by
canrenoate. To determine if this response was due to the partial agonist effect of
canrenoate on the Na'/K*-ATPase, another group of pregnant animals was treated with PST
2238, an ouabain antagonist of the Na'/K’-ATPase. Once again, the pump activity was
increased in the treated group. The reversal, by both treatments, of the reduced activity of
the pump induced by pregnancy suggests that it is caused via some interactions with the
ouabain-binding site of the pump. Expression of the al and a2 subunits was measured by
western blot. Pregnancy did not modify the expression of those proteins. However, the
expression of al was decreased in the canrenoate-treated groups at the end of pregnancy,
suggesting that a2 is responsible for the changes of activity observed. On the other hand,
PST 2238 treatment did not significantly change the expression of either protein. Finally, we
observed a progressive decrease in TEA-induced contractile responses as pregnancy gets
closer to term that parallels the decreased activity of the Na*/K*-ATPase. This lets us believe
that the modifications in Na'/K'-ATPase activity, through modification in membrane
potential, influenced the potassium channels. However, the diminution in TEA responses
was not associated with any change in BK¢, channel expression. Our data confirm that the
Na'/K*-ATPase is implicated in the decreased vascular reactivity associated with pregnancy
and that this effect is most likely attributable to the a2 subunit. However, even if
mineralocorticoids influence al expression, these do not appear to be implicated in the

regulation of the sodium pump activity during pregnancy.

Key words: Pregnancy, Potassium canrenoate, Rostafuroxin, Na'/K*-ATPase, TEA
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INTRODUCTION

It is well established that pregnancy is characterized by significant vascular adaptations
that are required for normal pregnancy outcome. It has been demonstrated that peripheral
vasculature undergoes major structural and functional changes to insure an adequate blood
flow in the uteroplacental circulation for the developing fetus (8; 25; 26; 38; 39). It is known
that not only resistance-size arteries manifest theses changes but also large conduit
arteries, like the aorta, experience blunted reactivity to vasoconstrictors during pregnancy
(6; 29; 31; 37). It is believe that these changes occur early during pregnancy to
accommodate the increasing blood volume, cardiac output and renin angiotensin
aldosterone system (RAAS) while maintaining a normal or decreased blood pressure (7; 9;

34; 37).

Our group has reported that decreased RAAS activity, by increasing sodium intake
during the last week of gestation, results in a model of gestational hypertension (4).
Furthermore, this model was associated with enhanced vascular reactivity and alterations
of potassium and calcium channels function in the aorta (1). These data suggested that the
RAAS is involved in the decreased vascular reactivity associated with gestation. In another
study, administration of a mineralocorticoid receptor (MR) antagonist during the last week
of gestation showed increased aortic vascular reactivity. Moreover, it was shown that
mineralocorticoids differently regulated potassium and calcium channels activity in non
pregnant and pregnant animals (29). Because of the impact on ion channels, it was
suggested that mineralocorticoids could modulate vascular reactivity by influencing

membrane potential.

Membrane potential is tightly regulated in vascular smooth muscle cells (VSMC) to
insure a precise control of vascular tone and blood flow. Potassium channels and the
sodium pump (Na'/K*-ATPase) are major players in this regulation (2; 15). The Na'/K’-
ATPase maintains the electrical membrane potential by controlling the sodium and
potassium gradients which drives secondary co-/countertransporters. Furthermore, by
acting via ATP hydrolysis, it determines a fraction of the cellular metabolic rate (2). Many
studies have demonstrated some interactions between the Na’/K'-ATPase and the

potassium and calcium channels that would affect their activities; they suggest an
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implication of the pump in the control of intracellular calcium concentrations and VSMC

contractility (14; 16; 28).

In rodents, the a isoforms of the Na*/K*-ATPase are regulated independently and have
different affinities for Na*, K" and ouabain (17; 36). Moreover, their specific localization in
the cell allows a precise regulation of the functions of the pump. The distribution of al is
ubiquitous fitting with the control of the generalized cellular Na* and K* homeostasis. On
the other hand, a2 is localised in caveolae adjacent to the sarcoplasmic reticulum (SR). This
location allows it to modulate SR functions via colocalization with other ion channels and
thus affect vascular contractility (17; 36). The ouabain-binding site of a2 was even

implicated in maintaining normal blood pressure in late pregnancy (24).

The gene expression of the different isoforms (4 a and 3 B subunits) seems to be
differently regulated by estradiol, mineralocorticoids and glucocorticoids or a combination
of the above (22; 27). Moreover, the cardiotonic steroids (CTS) also influence the activity of
Na‘/K*-ATPase by either inhibiting its ionic pump action or by using it as a receptor that
activates proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (Src)/epidermal growth factor
receptor (EGFR) complex to initiate multiple signaling pathways (2; 18; 23; 42). Since steroid
hormones are elevated in pregnancy (2; 7; 30; 33), it is expected that Na'/K*-ATPase

expression and activity will be modified in this condition.

As we have previously demonstrated that MR influence vascular reactivity of the aorta
during pregnancy (29), we hypothesized that aldosterone induces these modifications by
altering the activity of Na'/K*-ATPase and potassium channels. To confirm this, pregnant
rats were treated with potassium canrenoate, a MR antagonist, during the last week of
pregnancy. The objectives were to characterize Na'/K*-ATPase and potassium channels
activity in the aorta with pharmacological tools and to evaluate the expression of their

catalytic subunits.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

The experimental procedures were reviewed and approved by the local Animal Care
Committee, accredited by the Canadian Council on Animal Care. Female Sprague-Dawley
rats (Charles River Canada, Saint-Constant, QC, Canada), weighing between 225 and 250 g,
were used. Pregnant rats were obtained as detailed previously (4) and they were separated
in groups according to gestational age (14, 17, 19 and 22 days of gestation, parturition on
day 23). The animals (9-10 per group) were housed under conditions of controlled lighting
(6 AM to 6 PM) and temperature (21 + 3°C) and they were fed a normal diet containing
0.23% NaCl (Teklad global 18% protein rodent diet, Harlan Teklad; Montréal, QC, Canada).
The animals were randomly assigned to 2 groups that either continued drinking tap water
or were switch to a potassium canrenoate (C) solution diluted in tap water (20 mg/kg-day;
Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) from day 15 of gestation until sacrifices. Rats of
gestational day 14 served as pre-treatment control. At each selected time of treatment,
days 14 (P14), 17 (P17, PC17), 19 (P19, PC19) or 22 (P22, PC22) of gestation, the 7 pregnant
(P) groups of rats were decapitated (9-9:30 AM). The aorta was removed for in vitro assays

and western blot analysis, and blood was collected for canrenone measurements.

Another group of pregnant rats, housed in similar conditions, were randomly
assigned to 2 groups that either received PST 2238 (1 mg/kg-day s.c.; Prassis/SigmaTau,
Milan, Italy) or vehicle during the last week of pregnancy. The animals were euthanized by
decapitation on the 22" day of pregnancy and the aorta was removed for in vitro assays

and western blot analysis.
Organ Bath Assay

Vascular reactivity was measured, as described previously (1), in thoracic aortic rings
of untreated and canrenoate-treated pregnant rats at day 14, 17, 19 and 22 of gestation as
well as in the PST 2238-treated rats. After sacrifice, the thoracic aorta was removed rapidly,
immersed in cold Krebs-bicarbonate solution (KBS), cleaned of fat and extraneous tissues,
and cut into 4 consecutive rings (2-3 mm). The endothelium of each ring was gently
removed by rubbing the lumen with an 18-gauge needle, to measure changes of myotropic

responses at the level of the smooth muscle. Indeed, as the vascular endothelium
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influences reactivity of the underlying smooth muscle (via NO, EDHF, etc.) by activating
coupling mechanisms similar to the ones used by the agonists on smooth muscle (for
instance, the ion channels herein studied), we chose to remove it in order to get a precise
picture of the consequences on the vascular smooth muscle. The rings were mounted in
individually jacketed tissue baths (15 ml; Radnotti Glass, Monrovia, CA, USA) maintained at
37°C and equilibrated for 1 h under 2.0 g passive tension with frequent washing and
tension adjustment. The tissues were bathed in KBS of the following composition (in
mmol/L): 118 NaCl, 4.65 KCl, 25 NaHCOs;, 2.5 CaCl,*2H,0, 1.18 KH,PQ,, 1.18 MgS0Q,, and 5.5
dextrose. NaCl and MgSO, were purchased from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada); KCl,
KH,PO, and NaHCO; from Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada); dextrose was supplied by
J.T. Baker Chemicals (Phillipsburg, NJ) and CaCl, from EMD Chemicals (Gibbstown, NJ). The
solution was bubbled with a mixture of 95% 0,-5% CO,; pH was 7.4. After 1 h equilibration,
the tissues were challenged with 1.0 umol/L phenylephrine (PhE). At the plateau response,
carbachol (0.1 mmol/L) was added to verify endothelium removal. Tension was measured
by force displacement transducers, and recorded on a computerized data-acquisition

system (Dataq Instruments, Akron, OH, USA).

After return to baseline (~“60 min), cumulative concentration-response curves to
tetraethylammonium (TEA) (0.3-30 mmol/L) were obtained on aortic rings with or without
preincubation with a low dose of KCl (10 mmo/L) as used previously (6). One hour after
tension from the previous maneuver had returned to baseline and frequent washing, the
following protocole was initiated. The vessels were bathed in a KBS solution without
potassium (KCl was omitted and KH,PO, was replaced with NaH,PQ,). At the plateau of
contraction to PhE (10® mol/L), concentration-response curve to KCl (1-10 mmol/L) was
measured. One of the rings from each group served as the control, whereas each of the
other 3 were preincubated with different concentrations of ouabain (0.01, 0.03 and 0.1
mmol/L; Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada) 10 min before we initiate the contraction to
PhE. It has been demonstrated that in a Krebs solution without potassium, the relaxation to
KCl, of a precontracted blood vessel, is proportional to the activity of the Na*/K*-ATPase
(40). The responses are given in relative (%) relaxation of the precontraction to PhE. In the
potassium-free solution, the activity of Na*/K*-ATPase is inhibited and sodium accumulates
in the cells. When potassium is gradually reintroduced, the sodium pump is activated and is

stimulated by the high intracellular concentration of sodium. This results in
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hyperpolarisation which decreases membrane excitability and causes the relaxation that we
observed in the first part of the curve. Once the Na*/K*-ATPase reduces the intracellular
sodium concentration toward normal, its activity decreases and the membrane potential
returns to normal (5; 40). The subsequent doses of KCI will then induce depolarization of
the cell and we observed a return of the contraction. The addition of ouabain, by inhibiting
the Na'/K’-ATPase, delays the return to normal of membrane potential and thus right-

shifted the curves, proportionally to the concentration added.
Western blot

To prepare one sample, 2 thoracic aortae (or 4 halves aorta) from different rats
were pooled, frozen in liquid nitrogen, and crushed together. Tissues were homogenized in
cold buffer (20 umol/L Hepes, 1% NP-40 Alternative, pH 7.4, 10% protease inhibitors
cocktail (Complete Mini, EDTA-free; Roche Diagnostics, USA)). Homogenates were
centrifuged at 3000rpm for 10 min. Protein concentration was determined with the Bio-Rad
assay kit (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) with bovine serum albumin as standard. The
supernatants collected were resuspended in Laemmli buffer. Proteins (40 pg/lane), with rat
brain microsomes (RBM; Millipore, Temecula, CA, USA) as positive control, were separated
by 8% sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to
Hybond-ECL nitrocellulose membranes (Amersham Bioscience, Little Chalfon,
Buckinghamshire, UK). Membranes were blocked in 5% dry skim milk in Phosphate buffer
Saline - 0.1% Tween 20 (PBST). Afterward, membranes were incubated with rabbit anti-
Kcal.1 (BKc,) (diluted 1:500 in PBST; Alomone labs, Jerusalem, Israel) or with mouse anti-
Na/K-ATPase ol subunit monoclonal antibodies or with rabbit antiserum for Na/K-ATPase
o2 subunit (both diluted 1:1000 in PBST; Millipore, Temecula, CA, USA). After washing with
PBST, the membranes were incubated with horseradish peroxydase-conjugated either
sheep anti-mouse immunoglobulin or donkey anti-rabbit immunoglobulin (both diluted
1:4000 in PBST; Amersham Bioscience, Little Chalfon, Buckinghamshire, UK). After a second
set of washing, immunoreactive bands were visualized by exposition to ECL
chemoluminescence detection system (Amersham Bioscience, Little Chalfon,
Buckinghamshire, UK). Equal protein loading was determined on the same membrane with

mouse anti-B-actin primary antibodies (Abcam, Cambridge, MA, USA).
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Serum Canrenone Levels by High-Performance Liquid Chromatography

Analyses were performed on a Hitachi Elite LaChrom system possessing an L-2130
pump, an L-2200 autosampler and an L-2450 diode array detector (Hitachi High
Technologies America Inc., Pleasanton, CA, USA). Data were acquired and integrated using
EzChrom Elite software (Scientific Software Inc., San Ramon, CA, USA). Chromatographic
separation was achieved using a Waters Nova-Pak C18 (3.9 x 150 mm, 4 um) analytical
column preceded by a filter at room temperature. The mobile phase, consisting of
acetonitrile: water (40:60), was filtered, degassed and pump at a flow rate of 1 mL/min. The

detection was carried out at 300 nm.

Calibration curve was prepared as follow. A stock of pooled rat serum containing
358.3 pmol/mL canrenone (Spectrum chemicals and laboratory supplies, New Brunswick,
NJ) was diluted serially with drug-free serum to give final serum concentrations ranging
from 11.5 to 358.3 pmol/mL. Standards and serum samples (400 pL) were extracted using
Oasis HLB cartridges (1 cc/30 mg) (Waters Itd, Lachine, Qc, Canada). The eluents were
collected in borosilicate glass tubes and evaporated to dryness at 37°C under nitrogen using
a Zymark TurboVap LV Evaporator Workstation. The pellet was reconstituted in 100 uL of

mobile phase and 75 L aliquot was injected onto the HPLC system.
Statistical Analysis

Concentration-response curves to TEA in presence of KCl were analyzed by computer
fitting to a 4-parameter logistic equation (Prism 5.0, GraphPad, San Diego, CA) to evaluate
the concentration producing the ECso and the maximum asymptote of the curve (E,..). The
effect of the progression of pregnancy and of canrenoate treatment on E,.,, and ECs, was

evaluated.

The relaxations of the KCI concentration-response curves are express as a percentage
of the initial PhE contraction. Maximal relaxation was determined graphically. The relaxing
part of the curve was analyzed by computer fitting to a 4-parameter logistic equation
(Prism 5.0, GraphPad, San Diego, CA), where the maximal relaxation value was extrapolate

from the graph, to evaluate the concentration producing the ICso. The effect of the
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progression of pregnancy and of canrenoate or PST 2238 treatments on the maximal

relaxation and the estimated IC5, was evaluated.

Data from organ bath assays, western blot analysis and canrenone measurement for
the groups treated with canrenoate and their controls were analyzed by 1-way analysis of
variance (ANOVA). When significant, a post hoc Bonferroni was performed to assess the
impact of pregnancy and potassium canrenoate treatment (Prism 5.0, GraphPad, San Diego,
CA). Data from organ bath assays and western blot analysis for the group treated with PST
2238 and its control were analyzed by a Student T test (Prism 5.0, GraphPad, San Diego,
CA). All results are expressed as mean values + standard errors of the mean (SEM). In the
organ bath assays, numbers in parentheses correspond to the number of aortae studied
while in the western blot analysis they correspond to the number of samples analyzed
(each samples being a pool of at least two aortae from different animals). Statistical

significance was assumed when the difference reached the probability level of 5% (p<0.05).

RESULTS
Canrenone serum level

Canrenone was present in the serum of animals of all the groups treated with the
MR antagonist. Levels were statistically identical in the different groups of pregnant animals
(PC17 (N=11): 79.8 + 8.3, PC19 (N=11): 87.7 + 7.2, PC22 (N=12): 140.0 + 30.8 pmol/L). Of

course, no canrenone was detected in the serum of the untreated groups.
Sodium pump activity

Figure 1 displays the relaxing curves to KCl, at different stages of pregnancy, of
control aortae (circles) and aortae treated with 0.03 mmol/L ouabain (squares) (graphical
data for the aortae treated with 0.01 and 0.1 mmol/L ouabain are not shown but they
induced a concentration-dependent inhibition). The plateau contraction to PhE, in gram-
tension, was similar in all the groups studied (data not shown). The control curves for
untreated animals (closed circles) show reductions of Na’/K*-ATPase activity as pregnancy
progresses to term; although only significant on day 19 of pregnancy (maximal relaxation of

P19: 38.0 + 4.6% vs P14: 71.5 + 6.6%, p<0.05; Fig. 1 C vs A, closed circles). However, the
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sensitivity of the aortic rings to ouabain inhibition is not affected by progression of the
pregnancy as shown by similar estimated ICsy for the relaxation part of the curve in the
presence of each concentration of ouabain in the untreated groups (Table 1). On the other
hand, when the animals were treated with canrenoate, maximal relaxation to KCl was
similar in the three groups of animals (PC17: 59.1 + 6.4%, PC19: 63.9 + 7.0% and PC22: 48.3
+ 8.8%; Fig. 1 opened circles). This resulted in the restoration of the Na*/K*-ATPase activity
on day 19 (maximal relaxation of PC19: 63.9 + 7.0% vs P19: 38.0 + 4.6%, p<0.01; Fig. 1C,
circles). However, this effect did not persist on day 22 of pregnancy. As reported in Table 1,
the inhibitory effect of ouabain on the sodium pump was not affected by the canrenoate

treatment.

To evaluate if the effects observed with canrenoate were related to its partial
agonist function on the pump or to its effect as an MR inhibitor, Na*/K*-ATPase activity was
evaluated in aortae of pregnant rats treated with PST 2238, an ouabain antagonist on the
Na’/K*-ATPase. Figure 2 shows the relaxing curve to KCl of control aortae (circles) and
aortae treated with 0.03 mmol/L ouabain (squares) (graphical data for the aortae treated
with 0.01 and 0.1 mmol/L ouabain are not shown). PST 2238 increased significantly Na*/K"-
ATPase activity at 22 days of pregnancy (maximal relaxation for P22: 22.2 + 5.5% vs PPST
2238: 58.5 + 7.9%, p<0.01; Fig. 2, circles). Furthermore, the inhibiting effects of the
different concentrations of ouabain were not affected by the treatment to PST 2238 as

confirm by the estimated 1G5, of the relaxing part of the curve (data not shown).
Expression of the sodium pump

We measured the expression of the two catalytic subunits of the Na*/K*-ATPase (al
and a2) most abundant in the VSMC by western blot in the aortae of all the groups. The
upper panels of figures 3 and 4 illustrate an example of the blot for each subunit. Our
results show that the expression of al and a2 was not modified by the progression of
pregnancy (Fig. 3). This suggests that the difference of activity noted in the P19 group is not
related to the expression of the pump. However, the protein expression of al was
decreased at day 19 and 22 of pregnancy in the group receiving potassium canrenoate,
although significantly only at day 22 because of the small number of samples (Figure 3A).
On the opposite, a2 expression was not modified by the treatment (Figure 3B). This may

suggest that a2 compensate for the decrease in al to maintain and increase the activity of
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the pump detected in the organ baths or that metabolic factors (ATP/ADP ratio for
example) had a stronger influence. In the group treated with PST 2238, we can observe a
tendency for an increase in al and a2 subunits expression, although not significant since

we have a small number of samples with a large distribution (Fig. 4).
Effects of TEA

Responses to TEA, a non selective K channel blocker, were obtained in denuded
aortic rings of pregnant rats at different stages of pregnancy (Fig. 5). It was previously
demonstrated that aortae from pregnant rats do not respond to TEA while non pregnant
ones respond in a dose-dependent manner (1; 6). Our results confirm this lack of response
at the end of pregnancy (Fig. 5D; solid squares). Furthermore, we showed that this lack of
response gradually appeared as one gets closer to term (Fig. 5 A-D, close squares).
Canrenoate treatment, on the other hand, did not change this fall in reactivity (Fig. 5 B-D,
open squares). When 10 mmol/L KCl was added in the bathing solution, a small increase in
tone (between 0.1 and 0.6 g) was obtained in all the groups, although the response to KCI
at day 17 of pregnancy was hindered by canrenoate (Fig.5B, circles). Following the addition
of KCl, a dose-response curve to TEA was measurable in all the groups (Fig. 5, circles). The
profile of decreased maximal responses was kept as we got closer to term (closed circles).
Again, maximal responses were not affected by the canrenoate treatment (open circles).
On the other hand, on day 17 (Fig. 5B) and 22 (Fig. 5D) of gestation, a clear right-shift of the
curve was recorded in the canrenoate treated groups, although not significant. This shift
could indicate that the aortae of those groups are less sensitive to the K*-channel blocker.
However, on day 19 (Fig. 5C), we did not observe this deviation to the right, suggesting that
at this stage of pregnancy, canrenoate had a different influence on the potassium channels

activity.
Expression of BK¢, channels

We measured the expression of the pore forming subunit of the BK¢, channels (a
subunit) by Western blot analysis in the aortae of all the groups. Figure 6 upper panel
shows an example of the blot for each group. The lower panel illustrates that the

progression of pregnancy did not alter the expression of the protein nor did the canrenoate
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treatment. We can thus conclude that the difference of responses to TEA described above

is not due to a change in the expression of the catalytic subunit of the BK¢, channel.

DISCUSSION

The present study was undertaken to determine if mineralocorticoids, through
Na’/K*-ATPase, influences vascular reactivity during pregnancy. To do so, pregnant rats
were treated with a MR antagonist, canrenoate, during the last week of pregnancy and
Na‘/K*-ATPase activity was evaluated in denuded thoracic aortic rings of these animals at
different times of gestation. Our results demonstrate that as pregnancy progress, vascular
Na‘/K*-ATPase activity is decreased as shown by the significant reduction of maximal
relaxation to KCl at 19 days of gestation versus 14 days of gestation. When the aortae were
treated with ouabain, the relaxation to KCl was delayed in a dose-dependent manner as
demonstrated by the estimated ICs, in table 1. However, time of pregnancy did not
influence the sensitivity of the vessel to ouabain. Our results are in agreement with those of
Fedorova et al. (10) that showed decreased Na‘/K*-ATPase activity in aortae of pregnant
rats and linked this effect to the increase of cardiotonic steroids during pregnancy.
Canrenone (metabolite of canrenoate) can act as a partial agonist of the digitalis receptor
site on the Na'/K'-ATPase, antagonizing ouabain binding, besides its action as a MR
antagonist (2; 13; 35; 41). This function of canrenoate could be responsible for the reversal
of the inhibition of Na*/K'-ATPase activity observed at day 19 in the canrenoate-treated
group. The fact that this effect cannot be observed at day 22 could be related to the dose of
canrenoate administered. Indeed, Fedorova et al. (10) reported that at day 19 of gestation,
endogenous ouabain and marinobufagenin levels are in the nanomolar ranges while the
concentrations of canrenone in our animals are in the picomolar ranges at all times studied.
Other studies have shown that canrenone concentrations need to be in the micromolar
range to reverse the inhibition by ouabain (3; 13). According to this, the concentrations of
canrenone in our treated animals at day 22 of pregnancy could be insufficient to reverse

cardiotonic steroids inhibitory effects on the Na’/K*-ATPase at the end of pregnancy.

To confirm that the effects observed with canrenoate were due to its partial

agonist activity, another group of pregnant rats were treated with PST 2238 for the last
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week of pregnancy. PST 2238 is a steroid compound designed to act as an endogenous
ouabain antagonist on the Na’/K*-ATPase (11; 12). Our results demonstrated that when we
block the action of endogenous cardiotonic steroids at the end of pregnancy, Na'/K'-
ATPase activity is restored. We thus suggest that the effects observed with canrenoate are
related to the inhibition of the binding of cardiotonic steroids molecules to the Na'/K'-

ATPase.

We cannot exclude the MR antagonist action of canrenoate and its possible effect
on the genomic responses of aldosterone. We wanted to determine if the observed
differences in activity of the pump were due to a change in the expression of the catalytic
subunit of Na*/K*-ATPase. Fedorova et al (10) previously demonstrated a slight increase of
al and no change in a2 subunits expression in the aortae of pregnant rats at 19 days of
gestation versus virgin animals. Our results showed no modification of al or a2 subunits in
the untreated groups even if the activity of the pump was reduced at the end of pregnancy.
This suggests that even if the steroid hormones are highly elevated during pregnancy, there
must be mechanisms that insure a normal expression of the sodium pump in the aorta
during pregnancy. Furthermore, this emphasizes that the decreased activity is caused by
inhibition of the pump. In the groups receiving canrenoate, we noted a decreased
expression of al at day 19 and 22 of gestation while a2 expression was unaffected. This
makes us believe that the expression of the two a subunits is differently regulated and that
mineralocorticoids are mostly responsible for the control of the expression of al. However
these observations are in opposition with those of Michea et al. (22), who showed, in
aortae from adrenalectomized (ADX) rats and ADX rats with deoxycorticosterone
supplement (ADX-DOCA), modification in the a2 expression while al remains unchanged.
However, pregnancy is a special condition in which other hormones, that are thought to
influence Na*/K'-ATPase expression, are elevated, like estradiol that can upregulate the
expression of a2 (27). A complete profile of the genomic effects of steroid hormones on the
Na'/K*-ATPase expression during pregnancy will be necessary to shed light on this issue.
Nonetheless, our results suggest that a2 compensates for the decrease in al and was
responsible for the changes of Na*/K*-ATPase activity observed in the organ baths. This will
fit with the data of Shelly et al. (36) demonstrating that the different isoforms of the
Na’/K*-ATPase differ functionally and that the a2 isoform couples more strongly to

activation-relaxation pathways.
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Curiously, in the animal treated with PST 2238, we observed a tendency for an
increase of al and a2 subunits expression. How PST 2238 induces increased expression of
Na‘/K*-ATPase? One explanation is by preventing the binding of endogenous cardiotonic
steroids, PST 2238 has disrupted ouabain-induced signaling for endocytosis and protein
degradation in the intracellular compartments. It has been demonstrated that ouabain
binding to Na*/K*-ATPase expressed in the plasma membrane initiates internalization of the
Na‘/K*-ATPase and compartmentalization of some signaling molecules (e.g. c-Src, EGFR, and
ERK1/2) (19; 23). However, because the expression of the Na‘/K*-ATPase was examined
using whole aortae, the subcellular distribution of the pump is unresolved. Further analysis
of the expression is necessary to determine if the different expression could be the result of

a defective endocytosis or an increase of the novo proteins.

Activity of the sodium pump can influence the activity of other ionic channels by
controlling Na" and K gradients and membrane potential of the cell. It has been
demonstrated that VSMC are hyperpolarized during pregnancy (21) and we suggest that
this hyperpolarisation appears gradually with the decreased activity of the Na'/K*-ATPase
as the pregnancy progress. This is also supported by the progressive inhibition of TEA
responses (En.x) as we get closer to term. TEA is a non selective potassium channel inhibitor
and we have previously reported that aortae of pregnant rats do not respond to TEA unless
the aorta is preincubated in a low concentration (10 mM) of depolarising KCI (1; 6). In
aortae of hypertensive rats, a potentiation of the contractile response to TEA was linked to
increased density of BKc, currents (32) and enhanced expression of the channel (20). It was
previously shown that the inhibitory effect of NS-1619 (activator of BK¢,) on PhE and KCI
vasoconstrictions faded progressively as pregnancy got closer to term; suggesting a
modulation of BK, activity (29). However, the present results show that the expression of
the catalytic subunit of BKc, was not altered by the progression of the pregnancy and

cannot be link to the decreased E,,, of TEA responses.

Canrenoate treatment did not influence E,,., of TEA responses. On the other hand,
we noticed a tendency for a decreased response, similar to a loss of sensitivity of the aortae
to TEA, at day 17 and 22 of gestation, an effect that was absent at day 19. The increased
Na‘'/K*-ATPase activity at day 19 in the canrenoate-treated group could influence the

activity of potassium channels. An increase activity of the Na'/K"-ATPase would induce a
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decrease in the ratio ATP/ADP. If the pump is in close proximity of Karp channels (for
example in a microdomain such as the calveole) it would change the local environment of
these channels and could induce the activation of Karp currents (14). This is compatible with
the lack of effect of canrenoate treatment at day 19 of gestation, on cromakalim (activator
of Karp) inhibitory effect on PhE responses previously observed (29). The proximity and
possible interactions between the Na‘/K'-ATPase a2 subunit and the Karp channels in

microdomains will need to be further investigated.

In summary, this study showed that Na*/K*-ATPase activity is gradually decreased
during pregnancy and that this effect appears to be mediated through inhibition of the
ouabain-binding site of the a2 isoform. Furthermore, we demonstrated that the inhibition
of Na'/K*-ATPase correlated with the activity of potassium channels. This suggests that the
sodium pump might be responsible for the decrease vascular reactivity linked to pregnancy.
Contrary to our hypothesis, mineralocorticoids are apparently not involved in the changes
of Na'/K'-ATPase activity, although they modified al expression at the end of the
pregnancy; cardiotonic steroids are believed to be logical candiates. Genomic studies are
required to further explore the regulation of Na'/K*-ATPase expression during pregnancy

and the impact of such modifications in the aorta.



112

ACKNOWLEDGMENTS

This study was supported by grants from the Canadian Institutes of Health Research
(CIHR; MOP-84450). M.P. and V.H. received studentship from the CIHR, La Fondation de
I’'Hopital Sainte-Justine and La Fondation des Etoiles. Benoit Sicotte, Rébecca Gaudet,
Christiane Drouin and Susanne Malouin are acknowledged for their technical assistance.

We thank Prassis-Sigma Tau (Milan, Italy) for supplying PST 2238.



113

Table 1

Estimated sensitivity* of aortic rings to the relaxing effect of KCl in absence (control) and

presence of different concentrations of ouabain (0.01, 0.03 and 0.1 mM)

14 days
17 days Pregnant 19 days Pregnant 22 days Pregnant
Pregnant
Canrenoate/ - - + - + - +
Ouabain
Control 2.58 2.65 2.68 2.61 2.61 2.63 2.67
+0.04 +0.04 +0.03 +0.05 10.04 10.05 10.05
0.01 mM 2.64 2.56 2.58 2.54 2.53 2.51 2.48
+0.07 +0.05 +0.05 +0.07 +0.08 +0.05 +0.03
0.03 mM 241 2.44 2.49 2.46 2.36 2.47 2.39
+0.04 +0.04 +0.05 +0.05 +0.05 +0.04 +0.02
0.1 mM 2.28 2.20 2.31 2.28 2.22 2.26 2.28
+0.06 +0.03 +0.06 +0.06 +0.07 +0.06 +0.07

“Values are means of Log of ICso + SEM.
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Figure 3

NaK-ATPase a1 NaK-ATPase a2
2.04 2.0
sk
5 €
£ z
g 159 :"é 1.54
%5 NE
o & 1.01 o & 1.01
i iE
£3 £3
<& <8
32,4 IJ_:l 3%, |j
[ [
i Ii i
0.0 0.0-
P14 P17 PC17T P19 PC1S9 P22 PC22 P14 P17 PCIT P19 PC19 P22 PC22
(3) “4 @ 4 © 4) (4) (3) 4 4 4 @ 4 @




117

Figure 4
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FIGURES LEGEND

Figure 1: Potassium-induced relaxation of endothelium-denuded aortic rings following
contraction by PhE in absence (circles) or presence of ouabain (0.03 mM; squares) from
untreated (closed symbols) and canrenoate-treated (opened symbols) rats at day 14 (A), 17
(B), 19 (C) and 22(D) of gestation. Values are means + SEM. Numbers in parentheses
represent the number of rats tested. ** p<0.01 effect of canrenoate vs untreated group of

same gestational time.

Figure 2: Potassium-induced relaxation of endothelium-denuded aortic rings following
contraction by PhE in absence (circles) or presence of ouabain (0.03 mM; squares) from
untreated (closed symbols) and PST 2238-treated (opened symbols) rats at day 22 of
gestation. Values are means + SEM. Numbers in parentheses represent the number of rats

tested. *** p<0.001 effect of canrenoate vs untreated group.

Figure 3: Expression of the al (A) and a2 (B) subunits of the Na*/K*-ATPase in the aortae of
pregnant rats at different stages of pregnancy and treated or not with canrenoate.
Representative immunoblots are shown in the upper panels. Data from densitometric
analysis are expressed in arbitrary units relative to B-actin as means + SEM. Numbers in
parentheses represent the number of samples. One sample is composed of 2 aortae from
different animals of a same group. ** p<0.01 effect of canrenoate vs untreated group of

same gestational time.

Figure 4: Expression of the al (A) and a2 (B) subunits of the Na*/K*-ATPase in the aortae of
untreated pregnant rats at day 22 and of PST 2238 pregnant rats at the same gestational
age. Representative immunoblots are shown in the upper panels. Data from densitometric
analysis are expressed in arbitrary units relative to B-actin as means + SEM. Numbers in
parentheses represent the number of samples. One sample is composed of 3 aortae from

different animals of a same group. * p<0.05 effect of PST 2238 vs untreated group.

Figure 5: Concentration-response curves to tetraethylammonium (TEA) of endothelium-

denuded aortic rings of pregnant rats at day 14 (A), 17 (B), 19 (C) and 22(D) of gestation
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from untreated animals (closed symbols) and canrenoate-treated one (open symbols).
Curves were obtained in the absence (squares) and presence (circles) of 10 mmol/L
hypertonic KCl for both groups of rats. Values are means + SEM. Numbers in parentheses

represent the number of rats tested.

Figure 6: Expression of the calcium-activated potassium channel (BKc,) a subunit in the
aortae of pregnant rats at different stages of pregnancy and treated or not with
canrenoate. Representative immunoblots are shown in the upper panel. Data from
densitometric analysis are expressed in arbitrary units relative to B-actin as means + SEM.
Numbers in parentheses represent the number of samples. One sample is composed of 2

aortae from different animals of a same group.
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RESUME

La grossesse est accompagnée de plusieurs modifications, a savoir des augmentations du rythme
cardiaque, du volume sanguin et du systéme rénine angiotensine aldostérone (SRAA) ainsi que de
réductions paradoxales de la pression artérielle et de la résistance vasculaire périphérique. Nous
avions précédemment démontré qu’une inhibition du SRAA, avec une diéte élevée en sodium,
bloque la baisse de pression artérielle associée a la gestation. Comme les minéralocorticoides sont
une des composantes principales du SRAA, nous voulions déterminer s’ils sont impliqués dans les
changements hémodynamiques associées a la grossesse. Pour ce faire, nous avons traité des rates
gestantes avec du canrénoate de potassium (20 ou 60 mg/kg-jr), un antagoniste des récepteurs
des minéralocorticoides (MR), des jours 15 a 22 de la gestation. Les parametres physiologiques
(poids des meres, de leurs organes, des ratons et des placentas) ont été mesurés pour s’assurer du
bon déroulement de la grossesse. Seule la prise de poids des meéres recevant la dose de 60
mg/kg-jr est inférieure a celle des autres groupes mais cette différence n’affecte pas le bon
déroulement de la grossesse. Dans le méme groupe de rates, I'osmolalité est diminuée alors que
le sodium, le potassium sériques et ’lhématocrite sont inchangés. Cette différence peut étre due a
une légére augmentation de la diurése et natriurése. Par contre, il n’y a pas de différence entre les
taux sériques de canrénone, bien qu’un groupe recevait une dose trois fois plus élevée que |'autre.
L'atteinte d’un taux maximum et une plus grande excrétion du médicament pourrait expliquer ce
fait mais nous n’avons pas effectué de collecte urinaire et nous ne pouvons donc pas vérifier cette
hypothése. Malgré cette similitude des concentrations sériques, des différences de réponse du
SRAA sont observées. En effet, chez le groupe recevant 60 mg/kg-jr, I’activité rénine plasmatique
(PRA), la corticostérone et l'aldostérone sont élevées tandis que chez les rates recevant 20
mg/kg-jr, seulement I'aldostérone est élevée en comparaison au groupe contrble. Malgré ces
différences des composantes du SRAA, le canrénoate n’a pas induit de modification de la pression
artérielle, de la fréquence cardiaque et de la pression pulsée. Bien que nous ayons précédemment
démontré qu’une réduction de l'activité du SRAA empéchait la baisse de pression artérielle
associée a la gestation, nos résultats démontrent que I'aldostérone, via les MR, n’est pas

responsable du controle de la pression artérielle durant la grossesse.

Mots clés : Aldostérone, Récepteur des minéralocorticoides, Pression artérielle, Canrénoate de

potassium, Activité rénine plasmatique
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INTRODUCTION

La grossesse est accompagnée de multiples changements cardiovasculaires qui sont
essentiels a son bon déroulement. Une augmentation du volume sanguin et de la fréquence
cardiaque ainsi qu’une activation du systéme rénine angiotensine aldostérone (SRAA) est
paradoxalement accompagnée d’une baisse de la pression artérielle et de la résistance vasculaire
(1; 10; 13; 32). Lorsque ces modifications ne sont pas présentes, la femme enceinte développe la
prééclampsie, une complication affectant 6 a 10% des grossesses et qui est associée a un haut
taux de morbidité et mortalité foetales et maternelles. Cette pathologie se caractérise par
I’apparition d’hypertension aprés la 20° semaine de grossesse et est accompagnée de protéinurie
et d’cedéme (22). De plus, une augmentation du tonus vasculaire maternelle et une diminution du
flot sanguin utéroplacentaire sont observées (21; 25). Finalement, les femmes souffrant de
prééclampsie ont une expansion volumique plus faible ainsi qu’une activité rénine plasmatique
(PRA) et des taux d’aldostérone diminués en comparaison a celles ayant une grossesse normale (3;
8; 30). Ceci met I'emphase sur le paradoxe existant entre le SRAA et la régulation de la pression

artérielle durant les grossesses normales et hypertendues.

Chez la femme, le SRAA est activé trés t6t dans la grossesse, i.e. au moins dés la 6°

semaine avant méme la baisse de la pression artérielle (10). Chez la rate, le SRAA s’active vers la
fin de la 2° semaine (sur 3) de gestation, soit quelques jours avant que chute la pression artérielle
(7; 15). Nous avons précédemment modifié I'activité du SRAA de rates gestantes en altérant la
prise de sodium durant la derniere semaine de gestation. L’activation du SRAA, causée par une
diete faible en sodium, provoque une augmentation des niveaux de PRA et d’aldostérone, mais
une expansion du volume sanguin moins importante que dans la grossesse normale. Toutefois, la
baisse de pression artérielle est maintenue a la fin de la gestation (29). A I'opposé, la suppression
du SRAA, par une diéte élevée en sodium, induit une réduction des taux de PRA et d’aldostérone
chez les rates gestante en plus d’éliminer la baisse de pression artérielle associée a la gestation
(4). Aussi, la résistance aux vasopresseurs observée durant la gestation normale est renversée
dans ce modele animal (2). Ces données démontrent un role du SRAA dans le controle de
I’'hémodynamie durant la gestation mais ne permettent pas de déterminer I'implication des ses
différentes composantes dans les changements cardiovasculaires liés a la gestation. Dans une
autre étude, I'administration d’un antagoniste des récepteurs des minéralocorticoides (MR),

durant les 7 derniers jours de la gestation, induit une augmentation de la réactivité vasculaire de



131

I'aorte (26). Ceci suggére que l'aldostérone peut étre impliquée dans les changements

hémodynamiques de la grossesse.

L'aldostérone est considérée comme un élément primordial dans la santé
cardiovasculaire. En effet, les antagonistes des récepteurs minéralocorticoides (MR), seuls ou en
combinaison avec des agents anti-hypertensifs classiques, sont efficaces pour traiter
I’'hypertension (23). L'ajout d’antagonistes des MR a une thérapie médicale réduit la morbidité ou
la mortalité en prévenant les dommages aux organes indépendamment des niveaux de pression
artérielle (23; 24; 28). De plus, une mutation du MR (S810L) le rend constitutivement actif en
permettant a la progestérone et a d’autres stéroides sans groupement 21-hydroxyl de I’activer.
Les patientes qui possédent cette mutation souffrent d’'une hypertension précoce qui est
grandement exacerbée durant la grossesse (16). De plus, une étude donnant du spironolactone
(100 mg/jr) a des femmes enceintes pendant 2 semaines, a révélé une augmentation de la PRA et
une diminution de I’excrétion urinaire d’aldostérone, mais malheureusement, la pression
artérielle n’a pas été mesurée (20). Ces observations démontrent I'importance d’étudier les effets
des antagonistes des minéralocorticoides durant la grossesse, une condition ou les taux

d’aldostérone sont tres élevés.

Puisque nous avons précédemment démontré que les MR influencent la réactivité de
I'aorte durant la grossesse (26), nous émettons I’hypothése que I'aldostérone, via son action sur
les MR, est responsable des modifications de pression artérielle associée a la grossesse. Pour
confirmer cette hypothése, nous avons traité des rates gestantes avec un antagoniste des MR, le
canrénoate de potassium, durant la derniere semaine de gestation. Les objectifs étant de mesurer

les changements hémodynamiques par une technique de télémétrie.

MATERIEL ET METHODES

Animaux

La présente étude a été approuvée par le comité local de protection des animaux qui est
accrédité par le Conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Ce protocole a été réalisé a
I’'animalerie de I'Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM) en collaboration avec le Dr
Gaétan Thibault. Tout a été mis en ceuvre pour maintenir les mémes conditions que dans les

études précédentes soit 'utilisation de la méme souche de rats et des conditions d’hébergement
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identiques. Les soins et les installations répondent aux standards demandés par le CCPA et toutes
les interventions pratiquées sur les animaux ont été approuvées par le comité institutionnel de

protection des animaux de I'IRCM.

Des femelles Sprague-Dawley (Charles River Canada; St-Constant, Qc), pesant 225-250 g,
sont croisées avec des males fertiles. Le jour 1 de la grossesse est déterminé par la présence de
spermatozoides dans le frottis vaginal du matin. Tous les animaux sont hébergés dans des
conditions de luminosité (6AM a 6PM) et de température (21 * 3°C) contrOlées et recoivent de la
nourriture contenant 0.23% de NaCl (Teklad global 18% protein rodent diet, Harlan Teklad;
Montreal, Qc) et de I'eau du robinet ad libitum. Les rates gestantes sont séparées aléatoirement
dans trois groupes recevant soit de I'eau du robinet ou de I'eau additionnée de canrénoate de
potassium (Sigma, St. Louis, MO, USA) 20 mg/kg-jour ou 60 mg/kg-jour a partir du 15° jour de
gestation. Le poids corporel des animaux est mesuré quotidiennement des jours 8 a 22 de
gestation. La consommation d’eau est également mesurée durant la méme période pour ajuster la
prise de canrénoate. A la fin de la période de traitement (jour 22 de la gestation; terme jour 23),
les animaux sont euthanasiés par décapitation (9h-9h30 AM) et des échantillons de sang sont
recueillis pour des analyses d’hormones et d’électrolytes. Le coeur, les reins et I'aorte sont
prélevés, pesés et conservés pour des analyses ultérieures. Finalement, les parametres foetaux

(poids des bébés, des placentas et de I'unité foeto-placentaire) sont mesurés au jour 22.

Collecte et Analyse des échantillons

Au sacrifice, le premier échantillon de sang (0.5 ml) est recueilli dans un tube vacutainer
K2 EDTA (Becton Dickinson; Franklin Lakes, NJ, USA), et un aliquot est également prélevé pour
mesurer I’"hématocrite. Aprés une centrifugation de 1500 g a 4°C pendant 20 min, le plasma est
entreposé a -80°C pour les mesures de PRA. Le deuxieme échantillon est récupéré dans un tube
vacutainer sans revétement et aprés centrifugation, le sérum est conservé a -80°C pour les
mesures d’aldostérone, de corticostérone et de canrénone. Le troisieme échantillon est recueilli
dans un tube vacutainer lithium héparine, et apres centrifugation, le sérum est envoyé au service
de biochimie clinique du CHU Ste-Justine pour déterminer les électrolytes (Na* et K') et

I’osmolalité. Le sodium et le potassium sont dosés avec des électrodes spécifiques.
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Mesure des hormones

La PRA est déterminée de facon indirecte par radioimmunoessai de I’Ang | aprés une
période d’incubation de 2h tel que d’écrit par Gutkowska et al (17). L'aldostérone et la
corticostérone sériques sont mesurées directement a partir de kits de radioimmunoessai
commerciaux (aldostérone: Intermedico, Montréal, Qc; corticostérone: Medicorp, Montréal, Qc).

L'interaction de I'anticorps de I'aldostérone avec la progestérone est <0.007%.

Mesure du canrénone

Le canrénone, l'un des principaux métabolites du canrénoate, est mesuré par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC; high performance liquid chromatography).
Les analyses sont effectuées sur un systeme Hitachi Elite LaChrom possédant une pompe L-2130,
un échantillonneur L-2200 et un détecteur UV a barrette de diodes L-2450 (DAD; diode array
detector) (Hitachi High Technologies America Inc., Pleasanton, CA, USA). Les données sont
enregistrées et intégrées a I'aide du programme EzChrom Elite (Scientific Software Inc., San
Ramon, CA, USA). La séparation par chromatographie est effectuée a température ambiante sur
une colonne analytique Waters Nova-Pak C18 (3.9 x 150 mm, 4 um) précédée d’un pré-filtre. La
phase mobile, consistant d’acétonitrile et d’eau dans un ratio 40 :60, est filtrée, dégazée et

pompée a un flot de 1 mL/min. La détection est effectuée a 300 nm.

La courbe de calibration pour le canrénone est préparée de la fagon suivante : une réserve
de sérum de rats contenant 358.3 pmol/mL de canrénone (Spectrum chemicals and laboratory
supplies, New Brunswick, NJ) est diluée en série avec du sérum ne contenant pas de canrénone
pour obtenir des concentrations finales variant entre 11.5 et 358.3 pmol/mL. Les standards et les
échantillons de sérum a analyser (400 pL) sont passés sur des cartouches Oasis HLB (1 cc/30 mg)
(Waters Itd, Lachine, Qc, Canada). Les éluants sont recueillis dans des tubes de borosilicate et sont
évaporés sous azote a 37°C en utilisant un Evaporateur Zymark TurboVap LV. Le culot est

resuspendu dans 100 pL de phase mobile et un aliquot de 75 pL est injecté dans le systéme HPLC.
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Mesure de pression artérielle par télémétrie

La pression artérielle, le rythme cardiaque, la pression pulsée et le degré d’activité des
rates sont mesurés par un systéme d’implant qui transmet les données par radiotélémétrie.
Quelques jours aprés leur réception, les rates subissent une chirurgie pour la mise en place des
implants TA11PA-C40 (Data Sciences International; St. Paul, MN, USA). Ces chirurgies sont
pratiquées par Manon Laprise, technicienne en santé animale pour I'équipe du Dr Gaétan
Thibault. Sous anesthésie, une incision abdominale est pratiquée pour introduire I'implant dans la
cavité abdominale et il est maintenu en place par des points de suture sur la paroi abdominale. La
canule est insérée dans 'aorte abdominale. Puis, I'incision est refermée a I'aide de suture et
d’agrafes chirurgicales. Aprés quelques jours de repos, les croisements avec les males sont
entrepris. Une fois les rates gestantes, les lectures débutent a partir du 8° jour de gestation et se
poursuivent jusqu’au 22° jour (jour du sacrifice). Chaque lecture correspond a la moyenne de 3
mesures enregistrées a quelques secondes d’intervalle. Une lecture est enregistrée toutes les 20
minutes et nous avons fait la moyenne de ses lectures sur une période de 24h pour chaque

animal.

Analyses statistiques

Les parametres physiologiques (consommation d’eau, poids de la mere et des organes, les
données feetales et les paramétres sanguins) sont comparés par analyse de variance a un facteur
(ANOVA) suivi d’un post-test de Dunnett lorsque significatif. Les concentrations de canrénone sont
comparées a l'aide d’un test T de Student entre les deux groupes recevant le traitement.
Finalement, les données hémodynamiques (pression artérielle, rythme cardiaque et pression
pulsée) ainsi que le degré d’activité de I'animal sont évalués par un ANOVA a deux facteurs par
rapport au temps de gestation et par rapport au traitement au canrénoate de potassium. Toutes

les analyses sont effectuées avec le logiciel Prism 5.0 (Graphpad Sofware Inc., San Diego, CA, USA)
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RESULTATS
Parameétres physiologiques

Afin d’évaluer I'impact du traitement sur le déroulement de la grossesse, plusieurs
parametres physiologiques sont mesurés. Dans un premier temps, nous avons observé que le gain
de poids chez les rates gestantes recevant 60 mg/kg-jr de canrénoate est moins important que
dans les autres groupes (Tableau 1). Toutefois, la consommation d’eau des animaux n’est pas
affectée par le traitement (Tableau 1) et la prise moyenne de canrénoate est pres des doses
ciblées, soit 20 et 60 mg/kg-jr, en étant de 22.66 + 0.94 et de 57.95 *+ 1.73 mg/kg:jr. Les
parametres foetaux (Tableau 2) ne sont pas affectés par le traitement suggérant que ce dernier
n’affecte pas le bon déroulement de la grossesse. Finalement, le poids du cceur, des reins et de
I'aorte de la meére ainsi que leur ratio au poids corporel sont mesurés pour s’assurer que le
traitement n’affecte pas les principaux systemes impliqués dans la régulation de la pression

artérielle. Aucun changement n’est noté dans les différents groupes (Tableau 3).

Paramétres sanguins

Le tableau 4 montre les différents éléments mesurés dans le sang des animaux. Les
concentrations de sodium et de potassium ne sont pas modifiées par le traitement mais on note
toutefois une légére augmentation de I'osmolalité chez les rates recevant la plus forte dose de
canrénoate par rapport aux contréles. L’'hématocrite n’est pas affecté par le traitement. Par
contre, les niveaux d’aldostérone sont augmentés avec les 2 doses de canrénoate. De plus, les

niveaux de corticostérone et la PRA sont accrus chez les rates recevant 60 mg/kg:jr.

Afin de s’assurer de |'efficacité du traitement, les concentrations sériques de canrénone,
le principal métabolite du canrénoate de potassium, sont mesurées par HPLC. La figure 1 montre
les concentrations obtenues dans les deux groupes de rates traitées. Etonnamment, il n’y a pas de
différence entre les concentrations sériques de canrénone bien qu’un groupe a recu trois fois la
dose de l'autre groupe. Cela laisse suggérer que des mécanismes d’élimination, soit rénaux ou

hépatiques, s’operent afin de maintenir un taux maximal du médicament dans le sang.
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Paramétres hémodynamiques

Les figures 2 et 3 présentent les données hémodynamiques obtenues en temps réel a
I'aide de sondes radiotélémétriques. La figure 2 montre les mesures de pression artérielle
systolique, moyenne et diastolique des jours 8 a 21 de gestation pour les trois groupes d’animaux.
La figure 3, tant qu’a elle, présente le rythme cardiaque (A), la pression pulsée (B) et le degré
d’activité de I'animal (C) pour la méme période. Tous ces parameétres sont comparés par un
ANOVA a deux facteurs pour mesures répétées par rapport au temps de gestation et par rapport
au traitement au canrénoate de potassium. La prise de canrénoate, autant 20 mg/kg:jr que 60
mg/kg-jr, n’a eu aucun effet sur la pression artérielle, ni sur le rythme cardiaque, la pression
pulsée ou le degré d’activité. Par contre, le temps de gestation influence significativement les
parameétres hémodynamiques. En effet, la baisse de pression artérielle caractéristique de la
grossesse en fin de gestation est observée comme dans des études antérieures de notre groupe
(4; 29). Cette derniere est accompagnée d’une diminution de la pression pulsée. De plus, on
remarque une légere hausse du rythme cardiaque dans les derniers jours de la gestation.

Finalement, le degré d’activité des rates est aussi diminué avec la progression de la grossesse.

DISCUSSION

La présente étude a été réalisée pour déterminer si I'aldostérone, par son action sur les
MR, est responsable des modifications de pression artérielle associée a la grossesse. Pour ce faire,
des rates gestantes ont été traitées avec du canrénoate de potassium, un antagoniste des MR,
durant les 7 derniers jours de gestation et des parametres physiologiques ainsi que des
paramétres hémodynamiques furent mesurés. Nous avons premiérement démontré que le
traitement n’influence pas le bon déroulement de la grossesse puisque les parameétres
physiologiques mesurés (poids et nombre des ratons et des placentas, ainsi que le poids des
organes maternels) ne sont pas modifiés par notre traitement. Seule la prise de poids des rates
recevant 60 mg/kg:-jr de canrénoate est inférieure a celle des autres groupes mais cela n’affecte
pas le rendement de la grossesse. Chez ces mémes animaux, nous avons observé une hausse
modeste mais significative de I'osmolalité bien que les concentrations de sodium et de potassium
sériques ainsi que I’'hématocrite sont inchangées. Cela peut étre causé par une légére hausse de la
diurése et de la natriurése chez les rates recevant 60 mg/kg-jr puisque le canrénoate est connu

pour étre un agent diurétique lorsqu’il agit dans le rein (19). Cet effet n’est pas observé chez les
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rates recevant 20 mg/kg-jr de canrénoate puisque Bos et al (6) ont rapporté que chez le rat, un
traitement au canrénoate d’une semaine a cette dose, bloque complétement les effets
cardiovasculaires de 'aldostérone mais n’induit aucune modification de la diurése, natriurése et

kaliurese.

Pour vérifier I'efficacité de notre traitement, les taux sanguins de canrénone, le principal
métabolite du canrénoate, ont été mesurés. Etonnamment, les taux sanguins sont similaires entre
les deux groupes traités bien que la dose ingérée est trois fois plus élevée dans le deuxieme
groupe. |l est possible que ces animaux excretent les surplus de médicament. Le canrénone est
une molécule liée a 99% aux protéines plasmatiques mais elle est par la suite transformée en
d’autres métabolites qui seront excrétés dans l'urine (18; 31). Malheureusement, I'urine des

animaux a I’étude n’a pas été collectée et nous ne pouvons confirmer cette hypothese.

Bien que les taux sanguins de canrénone soient similaires, on note des différences des
parametres hormonaux. En effet, les taux d’aldostérone, de corticostérone et la PRA sont élevés
chez les rates recevant 60 mg/kg-jr tandis que seule I'aldostérone est élevée chez les rates
recevant la dose de 20 mg/kg:jr par rapport aux gestantes normales. Une justification possible
pour cette différence est que la relation entre la pharmacocinétique et la pharmacodynamie est
dirigée par les concentrations maximum dans le plasma. Cela signifie que lorsque la concentration
locale de canrénone autour des MR atteint le seuil du ICs, (concentration requise pour obtenir
50% de l'inhibition maximale), une cascade d’événements est enclenchée pour atteindre une
réponse pharmacodynamique précise (19). Par exemple, lorsque les actions de I'aldostérone sont
bloquées dans le néphron distal, la relache de rénine et I'augmentation des taux d’aldostérone
sont stimulées par linterruption d’une longue boucle de rétrocontrdle (31). On peut donc
conclure qu’avec une dose de 60 mg/kg:jr de canrénoate on obtient des taux locaux dans le rein
suffisant pour atteindre I'lCsq et voir une élévation de la PRA et de I'aldostérone. Ces données
concordent avec l'étude de Chabert et al. (9) qui ont observé une augmentation des
concentrations d’aldostérone et de rénine plasmatique chez des rats recevant du spironolactone
(20-30 mg/kg:jr sc) durant 7 jours. Un effet similaire fit également observé chez des femmes
enceintes qui ont recu du spironolactone (100 mg/jr) durant deux semaines (20). On constate
toutefois qu’on ne voit pas d’effets d’hyperaldostéronisme malgré que les taux sériques soient le
double de ceux d’une grossesse normale. Cela est d{i au fait que les MR ne peuvent étre activés

par I'aldostérone car ils sont liés au canrénoate. Sica et al (31) proposent méme que |’élévation
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des taux sériques d’aldostérone soit utilisée comme biomarqueur d’un blocage efficace des MR in

vivo.

Malgré les modifications des composantes du SRAA résultant du traitement au
canrénoate, les composantes hémodynamiques mesurées par télémétrie ne sont pas modifiées.
En effet, bien que I'on note la baisse de pression artérielle, la Iégére hausse du rythme cardiaque
et la légére baisse de la pression pulsée associée a la fin de la gestation, aucune différence entre
les groupes recevant le canrénoate ou le groupe controle n’est observée. Bien que le
spironolactone et le canrénoate soit administrés cliniquement pour traiter I’hypertension (5; 14),
ils ne semblent pas affecter la pression ni le rythme cardiaque dans des conditions non
pathologiques. Les données quant a son efficacité varient dans la littérature en fonction du
modele d’hypertension étudié et de la dose administrée. Par exemple, de Mendonga et al. (12) ont
démontré dans un modele de rat hypertendu, induit par une réduction de la masse rénale et un
excés de sodium, que 60 mg/kg-jr per os de canrénone engendre des effets antihypertenseurs. De
son coté, Vargas et al. (33) ont montré qu’une dose de 66 mg/kg-jr sc a des rats DOCA-sel réduit la
hausse de pression artérielle mais ne la normalise pas. Par contre, Rigsby et al. (27) ont démontré
gu’un traitement au spironolactone de 25 mg/kg-jr per os n’a pas d’effet sur la pression des rats
spontanément hypertendus (SHR) « stroke-prone » (sujets aux accidents vasculaires cérébraux) et
méme une dose de 100 mg/kg-jr per os pendant 14 jours n’a pas d’effet sur la pression artérielle
des rats sous diéte normale ou élevée en sel (11). Toutes ces variations nous laissent croire que le
contréle spécifique de la pression artérielle durant la grossesse n’est pas affecté par les

antagonistes des MR.

Chez les rates gestantes, nous avions précédemment démontré qu’une inhibition du
SRAA, par une diete élevée en sodium, empéche la baisse de pression artérielle associée a la
grossesse (4). De plus, nous avions démontré qu’en bloquant les MR avec du canrénoate, on
modifie la réactivité vasculaire de I'aorte (26). Nos résultats démontrent toutefois que les MR ne
sont pas responsables de la modification de pression artérielle observée chez les rates recevant un
supplément sodique, malgré l'importante hausse d’aldostérone chez les rates traitées au
canrénoate. Un autre mécanisme ou un autre élément du SRAA ou une combinaison de plusieurs

éléments semblent plutot impliqués dans le controle de la pression artérielle durant la grossesse.
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Tableau 1: Effets du traitement au canrénoate de potassium sur le gain de poids et la
consommation moyenne d’eau chez des rates gestantes des jours 15 a 22.

Canrénoate Canrénoate
Controle . )
(10) (20 mg/kg:jr) (60 mg/kg:jr)
(10) (13)
Gain de poids (g) 86.24 £ 5.17 87.45 + 3.56 69.41 +3.20 **
Consommation moyenne d’eau 42.56 +2.04 42.69+2.50 39.20+1.79
(mL/jour)
Prise moyenne de canrénoate (mg/kg-jr) -—-- 22.66 £0.94 57.95+1.73

Les valeurs représentent les moyennes + ESM des jours 15 a 22. Les nombres entre parenthéses
représentent le nombre d’animaux. ** p<0.01 vs contréle.

Tableau 2 : Effets du traitement au canrénoate de potassium sur les parametres foetaux chez des
rates gestantes.

Canrénoate Canrénoate

Controle (10)
(20 mg/kg:jr) (10) (60 mg/kg:-jr) (13)

Nombre de ratons/portée 13.90+1.0 14.10+£ 0.8 14.85+0.7
Poids moyen des ratons (g) 5.47 £0.19 5.48 £ 0.08 5.39+0.09
Poids moyen des placentas (g) 0.48 +0.01 0.48 £ 0.02 0.49+0.01
Poids des placentas/Poids des ratons (%) 89+04 8.7+04 9.2+0.2

Les valeurs représentent les moyennes + ESM au 22° jour de gestation. Les nombres entre
parentheéses représentent le nombre d’animaux.



141

Tableau 3 : Effets du traitement au canrénoate de potassium sur le poids du cceur, des reins et de

I'aorte chez des rates gestantes.

Contrale (10) Canrénoate Canrénoate
(20 mg/kg:jr) (10) (60 mg/kg:jr) (13)
Coeur (g) 0.847 £0.026 0.878 £0.025 0.852 £ 0.023
Rein gauche (g) 0.902 £ 0.027 0.883 +0.026 0.895 +0.023
Rein droit (g) 0.932 £ 0.020 0.894 £+ 0.021 0.902 £ 0.022
Aorte (g/cm) 0.017 £ 0.002 0.019 +0.003 0.016 £ 0.002
Coeur/Poids corporel 0.187 £ 0.005 0.193 £ 0.004 0.192 £ 0.005
Rein gauche/ Poids corporel  0.199 + 0.005 0.194 £ 0.006 0.202 £ 0.004
Rein droit/Poids corporel 0.206 £ 0.005 0.196 £ 0.004 0.203 £ 0.004

Aorte/Poids corporel

0.0038 + 0.0005

0.0041 £ 0.0006

0.0036 + 0.0004

Les valeurs représentent les moyennes = ESM au 22° jour de gestation. Les nombres entre

parentheses représentent le nombre d’animaux.

Tableau 4 : Effets du traitement au canrénoate de potassium sur les parameétres sanguins chez des

rates gestantes.

Contrdle

Canrénoate

(20 mg/kg:-jr)

Canrénoate

(60 mg/kg:-jr)

Sodium (mmol/L)

Potassium (mmol/L)
Osmolalité (mOsmol/kg H20)
Hématocrite (%)

Aldostérone (pmol/mL)
Corticostérone (nmol/mL)

Activité rénine plasmatique
(pmol/ANGI/mL/h)

134.7 £ 0.8 (10)
6.18 +0.18 (10)
289+ 2 (9)
35.5+0.7 (9)
0.65 +0.09 (9)

1.83 +0.27 (10)

8.75 +1.90 (10)

136.4 £ 0.5 (10)

6.58 £0.17 (10)

293 +1(10)

359+0.4(9)

1.02 +0.15 (10) *

2.42 £0.16 (9)

9.05 +1.00 (9)

136.9+1.0 (12)
6.25 +0.15 (13)
296 +2 (10) *
37.5+0.7 (13)
1.17 + 0.06 (14) **

2.49 +0.15 (14) *

17.77 +2.56 (14) *

Les valeurs représentent les moyennes * ESM au 22° jour de gestation. Les nombres entre

parentheses représentent le nombre d’animaux. * p<0.05 vs contréle, ** p<0.01 vs contréle.
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Figure 2
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Figure 3
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LEGENDES DES FIGURES

Figure 1: Concentration de canrénone mesurée par HPLC dans le sérum des rates traitées au

canrénoate de potassium (20 mg/kg-jr (N= 10) et 60 mg/kg-jr (N=14)) au 22° jour de gestation.

Figure 2: Effets du traitement au canrénoate de potassium (20 mg/kg-jr et 60 mg/kg-jr) sur la
pression artérielle moyenne, systolique et diastolique obtenue par télémétrie chez des rates
gestantes. Chaque point représente la moyenne des valeurs pour chaque jour et les barres
représentent I'erreur standard a la moyenne (ESM). Les nombres entre parenthéses représentent

le nombre d’animaux étudiés.

Figure 3: Effets du traitement au canrénoate de potassium (20 mg/kg-jr et 60 mg/kg:jr) sur le
rythme cardiaque (A), la pression pulsée (B) et I'activité de I'animal (C). Chaque point représente la
moyenne des valeurs pour chaque jour et les barres représentent I’erreur standard a la moyenne

(ESM). Les nombres entre parentheses représentent le nombre d’animaux étudiés
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La grossesse est une condition physiologique particuliere. Elle entraine chez la femme
plusieurs changements anatomiques, physiologiques, métaboliques et biochimiques en réponse
aux stimuli hormonaux et aux signaux de l'unité foeto-placentaire qui se résorberont en post-
partum. Parmi ces changements, on note d’importantes modifications hémodynamiques. Le
volume sanguin, le rythme cardiaque et le SRAA sont augmentés tandis que la pression artérielle
et la résistance vasculaire sont paradoxalement diminuées (12; 47; 100; 208; 292; 293; 313). Tous
ces changements assurent une irrigation adéquate de |'unité foeto-placentaire pour subvenir aux
besoins du foetus en développement. Toutefois, les mécanismes assurant cette adaptation a la
grossesse ne sont pas encore définis. De plus, lorsque ceux-ci ne sont pas mis en place, les femmes
enceintes développent des pathologies telles que la prééclampsie (20; 208; 262; 292). Bien qu'’il
semble que les mécanismes impliqués soient sous un contréle multifactoriel, nous croyons que le
SRAA est lié aux modifications hémodynamiques observées. Antérieurement, notre laboratoire a
développé deux modeles animaux avec un SRAA altéré en diminuant ou en augmentant la
consommation de sodium durant la derniére semaine de gestation chez la rate. Cela nous a
respectivement donné un modele de restriction de croissance intra-utérine (259) et un modéle
d’hypertension gestationnelle (20). En effet, avec une diete faible en sodium durant les 7 derniers
jours de grossesse, nous avons observé une augmentation de la PRA et de I'aldostérone, avec
toutefois une expansion volumique inférieure a celle de la gestation normale. De plus, la baisse de
pression artérielle associée a la gestation était maintenue, mais les ratons souffraient de
restriction de croissance intra-utérine (259). A I'opposé, quand le SRAA est supprimé par une diéte
élevée en sodium, nous avons une diminution de la PRA et de l'aldostérone ainsi qu’une
élimination de la baisse de pression artérielle associée a la gestation (20). Egalement, la résistance
aux vasopresseurs observée chez les rates gestantes normales est renversée chez ces animaux
(14). Bien que ces modeles démontrent une implication du SRAA dans le contréle des
changements hémodynamiques associés a la gestation, ils ne permettent pas de différencier
I'implication des différentes composantes de ce systéme. A partir des connaissances sur
I'implication de I’aldostérone dans le contréle de la pression artérielle et de ses effets sur la
vasculature (36; 77; 96; 108; 176; 192; 269), nous avons émis I'hypothése que I'augmentation des
taux sériques d’aldostérone durant la grossesse est responsable des changements
hémodynamiques observés et que ces effets sont causés par |'activation des MR. Pour vérifier
cette hypothése, nous avons traité des rates gestantes avec un antagoniste des MR, le canrénoate

de potassium, durant les 7 derniers jours de gestation. Nous avons évalué, dans un premier temps,
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la réactivité vasculaire de I'aorte puis les effets du traitement sur ’hémodynamie systémique en

mesurant la pression artérielle et le rythme cardiaque a I'aide de sondes radiotélémétriques.

Plusieurs études indiquent que la réactivité aux vasopresseurs de plusieurs vaisseaux
systémiques est diminuée durant la grossesse (14; 37; 84; 135; 200; 236; 237; 257; 258; 292).
Cette baisse de réactivité vasculaire apparait tres tot, avant méme que ne baisse la pression
artérielle (47). En effet, ce phénoméne est observé dés le 17° jour de gestation ou la réactivité
vasculaire a la PhE et au KCl des aortes est diminuée (Chapitre Il; (240)). Ces deux agonistes
induisent la vasoconstriction par des mécanismes différents permettant d’étudier plusieurs
aspects de ce phénomeéne. En effet, la PhE, en se liant aux récepteurs a-adrénergiques, stimule
I’entrée de calcium extracellulaire par les canaux calciques dépendants d’un ligand et occasionne
la relache de calcium des réserves intracellulaires. De son c6té, le KCI cause une dépolarisation de
la membrane qui enclenche I'entrée de calcium par les VDCC (84; 135). Comme la réactivité
vasculaire a ces vasoconstricteurs est réduite durant la grossesse, on peut conclure que les
mécanismes d’entrée du calcium dans la cellule sont modifiés (84; 258). Jain et al. (135) ont
démontré que les mécanismes de contraction a la PhE et au KCl peuvent étre modulés
indépendamment I'un de l'autre au cours de la grossesse et que le stade de gestation étudié
influence différemment la réponse contractile a ces agents. Cela pourrait expliquer les différentes
réponses aux modulateurs des canaux ioniques. En effet, comme dans les études précédentes de
notre groupe (14; 37), nos résultats montrent que les réponses a la PhE sont réduites de fagon
plus importante par les activateurs de Kurp (cromakalim, 1 umol/L) et de BK¢, (NS-1619, 30
umol/L). Toutefois, ce dernier et le bloqueur de VDCC (nifédipine, 0.1 pumol/L) sont les plus
efficaces pour inhiber les réponses au KCl (Chapitre II; (240)). De plus, ces différences de réponses
entre la PhE et le KCl pourraient expliquer que le canrénoate augmente la réactivité vasculaire a la
PhE de facon plus importante en fin de gestation tandis que I'effet est plus marqué chez les rates
non gestantes et chez les rates gestantes a 17 jours de grossesse pour la réponse au KCl (Chapitre

Il; (240)).

L'activation du MR influence aussi les fonctions vasculaires par des mécanismes non-
génomiques et génomiques (36; 95; 192; 337), mais la compréhension de ceux-ci reste limitée
puisque les études sur des vaisseaux ex vivo fournissent des résultats contradictoires (170). Ces
différences peuvent étre dues aux variations dans la conception des études (lit vasculaire, espéce,
dose et durée du traitement) (192). Par exemple, des études in vitro démontrent que le canrénone

induit une relaxation des contractions a la PhE et au KCI, mais ces études étaient réalisées sur des
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aortes de rats males et utilisaient de trés fortes concentrations de canrénone (50-300 uM) en
comparaison a notre étude (41; 289). La différence avec nos résultats peut donc étre due aux
variations des concentrations de |'antagoniste, au fait que nous I'administrons in vivo plutot qu’in

vitro et a la gestation qui entraine de fortes hausses d’hormones stéroides dans notre modeéle.

De plus, le MR n’est pas spécifique a I'aldostérone puisqu’il peut étre activé par le cortisol
(corticostérone chez le rat) et inhibé par la progestérone. Il existe toutefois des voies
d’inactivation de ces hormones dans les tissus qui répondent a l'aldostérone, tels que les
vaisseaux sanguins. Celles-ci assurent que l|’activation du MR est causée principalement par
I'aldostérone. En effet, la 11B-HSD2 est exprimée dans |'aorte et elle convertit le cortisol en
cortisone chez I’lhumain et la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone chez les rongeurs (51;
134). Cela permet a I'aldostérone d’agir sur le MR sans que la concentration circulante 1000 fois
plus élevée de cortisol n’affecte I'activation de ce dernier. Toutefois, I'expression et I'activité de
cette enzyme dans l'aorte n’ont pas été mesurées durant la grossesse bien qu’elles varient dans le
placenta en fonction du temps de gestation (321). On peut toutefois supposer que la 11B-HSD2 est
modulée durant la grossesse pour s’adapter aux variations d’aldostérone et de corticostérone et
ainsi permettre a l'aldostérone de contréler la réactivité vasculaire dans |'aorte comme le
démontrent nos résultats (Chapitres Il et ). Par ailleurs, il a été proposé que le SRAA est activée
durant la grossesse pour contrer la hausse de progestérone qui inhibe les fonctions des MR,
particulierement dans les reins (221). Par contre, Quinkler et al. (244; 245) ont démontré que bien
que la progestérone avait une forte action antagoniste du MR in vitro, elle n’avait qu’un faible
effet antagoniste sur les reins lorsqu’elle est administrée in vivo a des concentrations 1000 fois
plus élevées que celles de I'aldostérone (concentrations similaires a celles du troisieme trimestre
de gestation). Ces auteurs suggérent qu’il existe des mécanismes qui métabolisent la
progestérone, similaires a I'action de la 11B-HSD2, et qui permettent aux MR d’étre activé
principalement par I'aldostérone. Il serait intéressant de déterminer si de tels mécanismes sont
présents dans les VSMC de l'aorte et d’évaluer s’ils sont modulés différemment durant la
grossesse pour contrer la hausse de progestérone. Chose certaine, nos résultats avec le
canrénoate démontrent que les vaisseaux sanguins s’adaptent lors de la grossesse pour permettre
a I'aldostérone de contréler la réactivité vasculaire malgré les hausses importantes d’hormones
stéroidiennes. Ce controle de I'activation du MR est d’autant plus important que Geller et al. (102)
ont démontré qu’une mutation, dans le domaine de liaison a ’hormone du MR (S810L), rend ce
dernier constitutionnellement actif et lui permet d’étre activé par les stéroides sans groupement

hydroxyl en position 21 tels que la progestérone et le spironolactone. De plus, cette mutation
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cause une hypertension précoce qui est grandement exacerbée durant la grossesse. Si I’activation
des MR est déréglée par la présence des autres stéroides durant la grossesse, nous aurions
observé des modifications hémodynamiques dont un changement de la pression artérielle. Nous
pouvons donc conclure que les vaisseaux s’adaptent a la hausse des hormones stéroidiennes
durant la grossesse et que les mécanismes assurant ['activation spécifiqgue des MR par

I"aldostérone s’adaptent pour maintenir cette fonction.

Parmi les cibles des MR, on retrouve les canaux ioniques et les voies de signalisation qui
contrblent les électrolytes. L'implication des canaux ioniques dans le contréle de la réactivité
vasculaire durant la grossesse est reconnue depuis longtemps (14; 37; 84; 85; 149; 257; 258). Le
calcium est un élément essentiel aux mécanismes de contraction des VSMC (215). Notre
laboratoire a précédemment démontré que la diminution de réponses aux vasopresseurs associée
a la grossesse est due a une altération de I'activité des VDCC (258). Chez les animaux contrdles, les
effets de la nifédipine sur les réponses au KCl sont moins importants chez les rates non gestantes
que chez les rates gestantes et cet effet semble s’accentuer en s’approchant du terme de la
gestation (Chapitre Il; (240)). Cela suggére que la probabilité d’ouverture des canaux calciques
varie durant la grossesse pour s’adapter aux changements hémodynamiques. La probabilité
d’ouverture des VDCC est principalement influencée par le potentiel de membrane (215) et la
grossesse est associée a une hyperpolarisation des VSMC (200). De plus, une hyperpolarisation
aussi petite que de 2 mV peut diminuer la probabilité d’ouverture des VDCC de 30% (215). Le
potentiel de membrane étant contrélé par une variété de canaux et de pompes, plusieurs
éléments peuvent influencer I'entrée de calcium dans la cellule. De plus, les concentrations de
calcium influencent également I'activation de canaux ioniques dépendants du calcium (18). Ceci

démontre donc I'importance de la balance ionique et du synchronisme entre les différents canaux.

Le synchronisme entre les différents canaux est facilité par la localisation des canaux dans
certaines régions de la membrane dont les cavéoles (fig. V-1). Ces structures sont des
invaginations de la membrane en forme de flasque, enrichies en cholestérol et sphingolipides et
stabilisées par les protéines de la famille des cavéolines. Il existe 3 isoformes de cavéoline (1, 2 et
3); Cav-1 étant la plus importante dans les VSMC. Ces protéines se lient au cholestérol et peuvent
recruter des protéines a la membrane et affecter la signalisation cellulaire. Au moins trente
protéines ont été identifiées comme étant abondantes dans les cavéoles par rapport a la
membrane plasmique incluant des récepteurs, des kinases, des phospholipides et des canaux

ioniques tels que les BK¢,, les Karp et la Na'/K™-ATPase (24; 118; 302). Les cavéoles jouent donc un
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réle important dans la contraction des VSMC, du métabolisme et de la différentiation et la

prolifération cellulaire (118).

Les canaux potassiques sont d’importants régulateurs du potentiel membranaire. Les
canaux BKc, agiraient en prévenant I'expression maximale de la réponse myotropique (214). lls
sont principalement contrblés par le voltage et le calcium intracellulaire, mais leur activité peut
également étre influencée par leur phosphorylation. lls sont activés par PKA et PKG et inhibés par
PKC et la tyrosine kinase c-Src. De petites molécules telles que les stéroides, les acides gras, le PIP,
et les ROS contrélent également leur activation (125). Dans les VSMC, les canaux BKc, sont
principalement localisés dans les cavéoles (24; 118) et ils interagissent avec Cav-1 (7). Cette
localisation des BK¢, permet de coupler son activité avec les « calcium sparks », des RYR, des RS
(fig. V-1) (24; 118). L'espace restreint entre les cavéoles et le RS permet a de faibles modulations
du calcium, qui n’affecte pas les concentrations de calcium total, d’influencer I'activité de certains
canaux. La diminution de I'effet inhibiteur du NS-1619 avec I'avancement de la grossesse (Chapitre
II; (240)) pourrait étre due a une diminution de I'entrée de calcium par les VDCC ou a des
modifications de I'état métabolique de la cellule. De plus, cette localisation permet aux
vasoconstricteurs d’inhiber I'activité des BK., par une phosphorylation dépendante de c-Src
puisque les tyrosines kinases de la famille Src sont reconnues pour étre localisées avec la cavéoline
(fig. V-1) (7; 24). LU'aldostérone peut également activer c-Src dans les VSMC (40), mais les effets de
cette activation sur I'activité des BKc, n’ont toutefois pas été étudiés. lls pourraient toutefois
expliquer I'effet observé dans les aortes des rates non gestantes traitées au canrénoate (Chapitre
II; (240)). En effet, si la signalisation du MR était inhibée par le canrénoate, c-Src ne serait pas
activé et le BK¢, serait actif. L'ajout du NS-1619 ne pourrait pas suractiver le canal et son effet
inhibiteur serait réduit. Toutefois, puisque les réponses observées dans les aortes de rates
gestantes sont opposées a celles des rates non gestantes (Chapitre Il; (240)), nous croyons que les
voies de signalisation du MR sont modifiées durant la grossesse et ce probablement pour protéger

les VSMC des hausses importantes d’aldostérone associée a cette condition.

Un autre élément qui pourrait expliquer la perte de I'effet inhibiteur du NS-1619 avec la
progression de la grossesse est une régulation précise de I'expression et de |'activité des différents
variants du canal BKc,. Zhu et al. (349) ont démontré dans le myométre des rates gestantes que le
canal Slo (la sous-unité a formant le pore du BK¢,) est activé par la PKA tandis qu’il est inhibé chez
les rates non gestantes. Ceci s’expliquerait par I’expression du variant alternatif STREX (stress axis-

regulated exon), puisque I'on retrouve chez ce dernier une séquence de phosphorylation qui
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permet aux canaux, exprimés de fagcon hétérologue, d’étre inhibés par la PKA. L'expression d’ARN
de STREX diminue graduellement avec la progression de la grossesse dans le myomeétre. De plus,
les cestrogenes sont impliqués dans la diminution de cette expression tandis que la progestérone
I"'augmente. Cette régulation favoriserait la quiescence du myométre durant la grossesse tandis
gu’elle activerait la contraction a terme. Le variant STREX a été localisé dans les vaisseaux
cérébraux (238), mais a notre connaissance sa présence n’a pas encore été démontrée dans
I'aorte. Etant donné que d’autres stéroides tels que les estrogénes, la progestérone et les
corticostéroides influencent I'expression du variant STREX, on suggére que l'aldostérone peut
moduler cette molécule. Les effets de I'aldostérone sur ce variant devront étre évalués plus en
profondeur puisque nos résultats montrent un effet opposé du NS-1619 chez les rates non
gestantes et les rates gestantes traitées au canrénoate (Chapitre II; (240)). Il serait donc
intéressant de caractériser plus en profondeur le contréle de I'expression des différents variants
du BKc, dans les aortes de rates gestantes pour déterminer s’ils influencent la réactivité vasculaire.
Malheureusement, il n’existe pas pour l'instant d’anticorps permettant de différencier le variant
STREX du canal traditionnel. Toutefois, dans notre étude, |’expression des isoformes de la sous-
unité a traditionnelle n’est pas affectée, ni par les différents stades de grossesse, ni par le
traitement au canrénoate (Chapitre Ill). Cela nous laisse croire que les modifications de réponses
observées avec le NS-1619 sont dues a une régulation de I'activité du canal plutét qu’a une
modification de son expression. On ne sait toutefois pas si cette régulation s’opére par une
modification des sous-unités régulatrices, un changement dans la stecechiométrie du canal ou un
effet direct de l'aldostérone qui module les propriétés cinétiques du canal. Une étude plus
approfondie de la signalisation qui influence ce canal est nécessaire pour déterminer
spécifiqguement les facteurs impliqués dans I'aorte et pour déterminer les voies de signalisation

par lesquelles les MR influencent ce canal.

Les canaux Karp sont également tres importants dans le controle du potentiel
membranaire de repos soit en induisant une hyperpolarisation, soit en retardant le
développement des réponses myotropiques (14; 37; 215; 216). Dans les VSMC, les canaux Karp
sont inhibés par I’ATP (principale source d’énergie des cellules) et activés par le Mg*>-ADP (92). Il
est proposé que les concentrations d’ATP et d’ADP établissent le niveau de base de I'activité des
Kare €n agissant comme un frein a la contractilité dont la force est déterminée par le ratio
ATP/ADP (86; 92; 216). Les vasodilatateurs et vasoconstricteurs modifient ensuite les réponses
contractiles en modulant la force de ce «frein» par des mécanismes de phosphorylation

impliquant PKA et PKC (92). Des modifications du métabolisme cellulaire, modifiant le ratio
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ATP/ADP, pourraient donc modifier 'activité de ce canal. Compte tenu des changements
importants du métabolisme durant la grossesse (113), nous suggérons qu’ils peuvent étre
responsables d’un rééquilibrage de I'activité de base des Karp (Chapitre Il; (240)). Ce contréle peut
s’effectuer en partie par la localisation des Kurp dans les cavéoles (fig. V-1) (69; 118). En effet, cette
localisation permet de jumeler ce canal a des mécanismes qui influencent le ratio ATP/ ADP tels
que la glycolyse (24) et la pompe Na'/K*-ATPase (fig. V-1) (107). Elle peut également faciliter un
contréle par les voies de signalisation activées par le MR puisque nos résultats démontrent une
augmentation de I’effet inhibiteur de la cromakalim dans les aortes de rates gestantes (Chapitre Il;
(240)). Etonnamment, cette régulation est variable avec la progression de la grossesse puisque cet
effet n’est pas observé chez les rates gestantes de 19 jours. Un effet semblable est observé dans
I’étude des courbes concentration-réponse au TEA, un bloqueur non spécifique des canaux
potassiques, ol les courbes de réponse des aortes au 19° jour de grossesse entre les animaux
controles et ceux recevant le canrénoate sont identiques. Par contre, on observe aux jours 17 et
22, une tendance pour une diminution de la sensibilité au TEA des aortes des animaux traités au
canrénoate (Chapitre Ill). Comme le 19° jour de gestation correspond au début de la baisse de
pression artérielle, on peut présumer que l'aldostérone modifie I'activité de ce canal pour
permettre aux vaisseaux de s’adapter a ce changement hémodynamique. Une étude des voies de
signalisation qui controlent I’activité des Karp sera toutefois nécessaire pour comprendre comment
son activité est influencée durant la grossesse et pour étre en mesure de bien cerner son role sur

la réactivité vasculaire.

On ne pouvait toutefois évoquer le controle du potentiel membranaire sans étudier
I"activité de la Na"/K*-ATPase. Cette pompe qui fonctionne contre le gradient électrochimique de
la cellule, nécessite I'hydrolyse de I’ATP pour étre active. Elle est responsable, entre autres, de
rétablir le gradient suite a une dépolarisation et de contrdler le potentiel de membrane. Pour
évaluer son activité dans I'aorte, nous avons utilisé une méthode semblable a celle de Webb et
Bohr (335) qui ont démontré que dans une solution de Krebs sans potassium, la relaxation du
vaisseau sanguin au KCl est proportionnelle a I'activité de la pompe. D’autres techniques ont été
utilisées pour obtenir une mesure plus directe de I'activité de la Na*/K*-ATPase. Deux techniques
spectrophotométriques ont été évaluées, la premiere mesurant, en temps réel, I'oxydation de
NADH (nicotinamide adénide dinucléotide phosphate) qui est couplée a la formation d’ADP par
I’ATPase (267) et la seconde, mesurant la formation de phosphate inorganique résultant de
I’hydrolyse de I’ATP (21). Une technique par HPLC mesurant les taux d’ATP et d’ADP suite a une

réaction enzymatique en présence ou non d’ouabaine a également été essayée (263; 300; 338).
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Malheureusement, bien que ces techniques sont trés efficaces dans le rein, nous n’avons pas
réussi a obtenir la sensibilité nécessaire afin de déterminer I'activité de la Na*/K'-ATPase dans
I'aorte de rat de fagon reproductible. Il aurait fallu des quantités de tissu trop importantes pour
obtenir des résultats fiables. Une technique utilisant le rubidium (83; 87) permettrait de mesurer
I"activité de la pompe dans I'aorte, mais malheureusement notre laboratoire n’est pas équipé pour

réaliser une telle expérience.

Néanmoins, nos résultats nous permettent de déterminer que I'activité de la Na'/K'-
ATPase diminue avec la progression de la grossesse et plus particulierement a partir du jour 19
(Chapitre Ill). Le traitement au canrénoate réussi toutefois a renverser cet effet et a ramener
I"activité de la pompe a des niveaux similaires a ceux des autres jours de gestation. Toutefois, il est
connu que le canrénone peut agir comme agoniste partiel sur le site de liaison des digitales sur la
Na‘’/K*-ATPase, bloquant la liaison de I'ouabaine a ce site, en plus d’étre reconnu comme
antagoniste des MR (19; 91; 276; 346). Comme la méthodologie utilisée dans cette étude ne nous
permet pas de différencier la double action de notre antagoniste, nous avons traité un autre
groupe de rates gestantes avec du PST 2238, un antagoniste de I'ouabaine endogéne sur la Na*/K*-
ATPase (88; 89). Le PST 2238 (Rostafuroxin) est en développement pour traiter une sous-
population de patients hypertendus ayant un polymorphisme du géne de I’adducin ou ayant des
niveaux élevés d’ouabaine endogene. La fin de I'étude clinique de phase Il (OASIS) révéle que
cette molécule est efficace pour traiter I’hypertension chez ces patients (88). Le PST 2238 est
reconnu pour sa spécificité sur la Na'/K’-ATPase sans interférence avec d’autres récepteurs,
d’enzymes impliquées dans le controle de la pression artérielle, et dans le controle des hormones
stéroidiennes (89). Il permet d’étudier I'impact de I'inhibition du site de liaison des digitales de Ia
pompe sur l'activité de celle-ci dans I'aorte. Comme en présence de canrénoate, nous avons
observé avec le PST 2238 une augmentation de 'activité de la Na’/K*-ATPase en fin de grossesse
(Chapitre IIl). Cela permet de conclure que les effets observés en présence de canrénoate sont dus
a ses effets d’agoniste partiel sur la pompe. L'inhibition de la pompe associée a la grossesse est
donc liée a une inhibition par un facteur endogene; les stéroides cardiotoniques semblent étre de
bons candidats pour cette fonction puisqu’ils sont augmentés durant la grossesse (87). Zhang et al.
ont d’ailleurs démontré que le canrénone et le PST 2238 normalisent le tonus myogeéne d’artéres
traitées avec de I'ouabaine (346). Pour étudier plus spécifiquement les effets des MR, ils auraient
fallu administrer un antagoniste plus spécifique tel que I'éplérénone ou un des nouveaux

composés non-stéroidiens présentement en développement (153).
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On ne peut toutefois pas négliger un effet de notre traitement sur le controle de
I'expression des génes de la Na*/K'-ATPase. Pour vérifier cette possibilité, nous avons mesuré
I’expression des isoformes de la sous-unité a (sous-unité catalytique) dans les aortes de nos
animaux. La grossesse n’a pas affecté I'expression de la pompe, mais le traitement au canrénoate
a réduit I'expression d’al sans affecter celle d’a2 (Chapitre Ill). Nous avons donc conclu que
I’expression des différents isoformes est controlée indépendamment par les minéralocorticoides.
Les genes encodant les différents isoformes de la sous-unités a sont d’ailleurs localisés sur des
chromosomes différents chez la souris, suggérant que leur expression n’est pas contrélée par un
élément de réponse commun (147). De plus, le patron d’expression des différentes sous-unités a
est spécifique a chaque tissu et il varie durant le développement de I'animal (224). Cela laisse
croire que durant la grossesse, le patron d’expression de la pompe a sodium pourrait étre modifié
pour s’adapter aux multiples changements hormonaux associés a cette condition. En effet,
I’expression et I'activité de la Na*/K'-ATPase sont contrélées par plusieurs hormones telles que les
minéralocorticoides, les hormones thyroidiennes, I'insuline ou les estrogénes (83; 202; 209; 225).
’aldostérone favorise l'activité de la Na’/K'-ATPase en augmentant son recrutement a la
membrane et en induisant la synthése de nouvelles sous-unités (83). La majorité des études
évaluant les effets génomiques de I'aldostérone sur la Na'/K*-ATPase démontre une modulation
des sous-unités al et B1 (83; 209; 222). Nos résultats chez les rates traitées au canrénoate vont
dans le méme sens, suggérant que les minéralocorticoides modulent I'expression de la sous-unité
al et que I'expression de la sous-unité a2 est controlée par d’autres facteurs. Il serait toutefois
intéressant d’effectuer un profil complet de la régulation de la Na'/K'-ATPase (sous-unités
catalytiques et régulatrices) par les hormones stéroidiennes et d’évaluer si leur importante
augmentation durant la grossesse ou si une interaction entre elles influencent le controle de

I'activité de la pompe.

Bien que I'expression d’al est diminuée par les minéralocorticoides, nous croyons que la
sous-unité a2 compense pour la diminution d’al et qu’elle est responsable des changements de
réactivité vasculaire observés dans les bains d’organes (Chapitre Ill). Zhang et al. (346) soutiennent
gue la sous-unité a2 est responsable du contréle du tonus myogene et de la pression artérielle
chez la souris. Cela est également en accord avec les données de Shelly et al. (281) qui ont
démontré, a I'aide de souris génétiquement modifiées pour les genes de la sous-unité al ou a2,
que les différentes sous-unités ont des fonctions différentes dans les aortes. En effet, a2 est
principalement reliée a la fonction contractile des VSMC par sa localisation spécifique dans la

cellule. al est exprimée de fagon ubiquitaire a la membrane tandis que a2 et a3 (dépendamment
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du type cellulaire) sont présents dans des régions de la membrane rapprochées des réticulums
endo/sarcoplasmiques, dont les cavéoles (fig. V-1) (139; 281). De plus, une localisation spécifique
prés des cavéoles permet également a la Na*/K'-ATPase d’interagir avec d’autres canaux ioniques,
comme les canaux potassiques, et d’influencer leur activité (fig. V-1). La pompe a sodium pourrait
donc étre responsable de I'hyperpolarisation des VSMC associée a la grossesse (200) et de la
baisse de réactivité aux vasoconstricteurs par son influence sur les autres canaux ioniques. Le
contréle de son activité durant la grossesse serait donc essentiel au bon déroulement des
changements hémodynamiques. Toutefois, les minéralocorticoides ne semblent pas étre le facteur
de régulation principal de la Na*/K'-ATPase durant la grossesse dans les vaisseaux sanguins; les

stéroides cardiotoniques semblent par contre étre des candidats possibles.

Nos études de la réactivité vasculaire ont permis de démontrer que la baisse de réponses
aux vasopresseurs s’installe tot durant la grossesse avant méme que ne diminue la pression
artérielle. De plus, nos résultats déterminent que |'activité des canaux ioniques est modifiée pour
s’adapter aux changements vasculaires observés. Tous les canaux sont contrdlés pour fonctionner
comme un tout puisque l'activité de I'un peut influencer I'activité d’un autre. En bloquant la
réponse des MR avec le canrénoate, nous avons également déterminé que I'activité de certains
canaux est influencée différemment par I'activation du MR chez les rates non gestantes et
gestantes. Ces résultats nous ont amené a proposer que |I'aldostérone participe a I'adaptation de
la réactivité vasculaire de la grossesse. Comme la réactivité vasculaire est 'un des éléments qui
contrblent la pression artérielle, et que le canrénoate modifie la réactivité vasculaire, nous

voulions déterminer, les impacts d’une inhibition des MR sur la pression artérielle.

Dans cette étude, deux doses de canrénoate (20 et 60 mg/kg:jr) ont été administrées aux
rates gestantes. Cette décision fait suite a des travaux préliminaires de notre laboratoire
(Provencher M, Houde V, Brochu M et St-Louis J; travaux non publiés) et a I’étude de Bos et al.
(29) effectuée sur le rat, ou un traitement au canrénoate de potassium d’une semaine, a une dose
de 20 mg/kg:jr, bloque complétement les effets cardiovasculaires de I’aldostérone, mais n’induit
aucune modification de la diurése, natriurése et kaliurese. Comme ces éléments influencent la
pression artérielle, nous avons décidé d’étudier un groupe recevant une dose de canrénoate de 60
mg/kg:jr, puisqu’a cette concentration des effets d’inhibition de la pression artérielle ont été

rapportés (70; 116; 325).
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En plus d’évaluer les parameétres hémodynamiques, nous avons étudiés plusieurs
parameétres physiologiques pour déterminer I'impact de notre traitement sur la grossesse : la prise
de poids quotidienne, la mesure de la consommation d’eau des animaux (puisque le traitement
était administré dans I'eau de breuvage), le poids des ratons et des placentas, ainsi que celui des
organes de la mére (Chapitre V). Parmi ces éléments, seule la prise de poids des méres recevant
60 mg/kg-jr de canrénoate était inférieure aux autres groupes. Chez ces mémes animaux, nous
avons observé une hausse modeste mais significative de I'osmolalité bien que les concentrations
de sodium et de potassium sériques ainsi que I’hématocrite ne sont pas significativement
modifiées (Chapitre V). Cette hausse d’osmolalité peut s’expliquer par un léger effet diurétique et
natriurétique a une dose de 60 mg/kg-jr de canrénoate. Cet effet se reflete également dans une
légere hausse de I’'hématocrite bien qu’elle est non significative (contrdle : 35.5 £ 0.7 % (N=9); Can

60 mg/kg:jr : 37.5 £ 0.7 % (N=13); Chapitre IV).

Afin de vérifier 'efficacité de I'administration du traitement, nous avons mesuré les
concentrations sériques de canrénone, un des principaux métabolites du canrénoate.
Etonnamment, il n’y a pas de différence entre les taux sériques de canrénone chez les deux
groupes (Chapitre 1V), bien que I'un d’eux a regu presque trois fois la dose de canrénoate par
rapport a l'autre groupe (Prise moyenne de canrénoate : 22.66 + 0.94 vs 57.95 + 1.73 mg/kg-jr;
Chapitre 1V). Nous croyons donc que ces animaux excretent les surplus de canrénone. Apres une
administration intraveineuse de canrénoate de potassium marqué radioactivement, une excrétion
de 47.5% dans 'urine et de 14.4% dans les selles est rapportée chez ’humain (141; 143). De plus,
Ramsay et al. (247) ont démontré qu’il y a une corrélation entre la dose de canrénoate de
potassium administrée, la concentration plasmatique aprés 12h et I’excrétion urinaire de
canrénone. Par contre, chez le rat, I'excrétion d’'une dose de spironolactone se fait
majoritairement par une excrétion biliaire et I'on retrouve moins de 1% de la dose de
spironolactone excrétée sous forme de canrénone dans l'urine (141; 142). Le canrénone est
métabolisé par trois voies différentes avant d’étre éliminé. La premiére implique I’hydrolyse de
I’'anneau y-lactone en acide canrénoique qui sera excrété dans |'urine, principalement sous la
forme de conjugué ester glucuronide. La deuxieme voie nécessite une hydroxylation pour obtenir
le 15P-OH-canrénone qu’on retrouve dans 'urine des rats (ou 150-OH-canrénone chez I’homme).
Finalement, le canrénone peut étre réduit en plusieurs dérivés di-, tétra-, et hexahydro (141).
Malheureusement, I'urine et les matiéres fécales des animaux étudiés n’ont pas été prélevées.

Nous ne pouvons pas Vérifier si les animaux qui ont recu 60 mg/kg:jr de canrénoate ont éliminé
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une plus grande quantité de canrénone ou de ses métabolites bien que cela nous semble une

hypothése plausible.

Les deux doses administrées ont toutefois entrainé une augmentation de I'aldostérone
supérieure a celle induite par la grossesse. De plus, chez les rates recevant 60 mg/kg:jr, une
augmentation de la PRA est présente. Cela suggere que le canrénoate bloque la boucle de

rétroaction lorsque I'action de I'aldostérone sur le MR est inhibée.

De plus, chez les rates qui recoivent la plus forte dose de canrénoate, on remarque
également une augmentation de la corticostérone. Cette augmentation est surprenante car les
actions de la corticostérone sont principalement contrélées par les récepteurs des
glucocorticoides (GR) et le canrénoate ne s’y lie pas. Toutefois, Spencer et al. (291) ainsi que
Atkinson et al. (13) ont démontré que les MR sont importants pour le contréle de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) et que I'administration d’'un antagoniste du MR induit
une augmentation des niveaux de corticostérone. De plus, bien que la grossesse est associée a des
augmentations des niveaux plasmatiques d’ACTH, de corticostérone et d’aldostérone, Lingis et al.
(174) ont démontré qu’une infusion de canrénoate chez des brebis gestantes réussit a augmenter
encore plus leur expression. lls ont également déterminé que méme si le canrénoate augmente
également ces substances chez les brebis non gestantes, le profil temporel de la réponse varie
entre les deux groupes. En effet, la réponse est rapide chez les non gestantes, suggérant que le
réle des MR dans le rétrocontrole de I'axe HHS est atténué durant la grossesse. Par contre, la
réponse plus tardive chez les brebis gestantes reflete une augmentation de I'importance relative
des corticostéroides, particulierement I'aldostérone, dans les mécanismes homéostatiques
contrélant le volume plasmatique et la pression artérielle durant la grossesse. Toutefois, avec les
expériences effectuées dans notre étude, nous ne sommes pas en mesure de déterminer si cette
hausse de corticostérone affecte les réponses observées. Une série d’études avec un antagoniste
des glucocorticoides permettrait d’éclaircir leurs réles dans les modifications hémodynamiques

associées a la grossesse.

~

A cause des augmentations des composantes du SRAA, qui activent normalement le
systeme cardiovasculaire, nous avons mesuré a la fois la pression artérielle, la pression pulsée, le
rythme cardiaque ainsi que le niveau d’activité de nos animaux, a l'aide d’un systéme de
télémétrie. Malgré des modifications de la réactivité vasculaire de I'aorte (Chapitres Il et Ill), nous

n‘avons pas observé d’effets hémodynamiques systémiques de notre traitement (Chapitre IV).
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Bien que le spironolactone et le canrénoate sont utilisés cliniquement (25; 94), leurs effets sur la
pression artérielle de différents modeles animaux sont contradictoires (55; 70; 251; 325). De plus,
la relation dose-réponse du spironolactone dans le traitement de I'hypertension essentielle est
telle que des doses de 200 ou 400 mg/jr ne procure pas une meilleure baisse de la pression qu’une
dose de 100 mg/jr (274; 284). Cela pourrait expliquer que nous n’observons pas de différence de
réponses entre les deux doses que nous avons administrées. Lorsque les MR sont liés a un
antagoniste, ils sont déstabilisés (57; 153) puis une ubiquitination et une dégradation suivent cette
liaison (153; 312; 345). La demi-vie du MR détermine alors la durée d’action pharmacodynamique
(153). Comme les concentrations sériques de canrénone sont identiques dans les deux groupes
(Chapitre 1V), nous semblons avoir atteint la concentration sanguine maximale. Si tous les
récepteurs sont déja occupés de fagcon maximale avec 20 mg/kg:jr, il est normal de ne pas
observer de différences de réponse entre les deux groupes. Dans ces conditions, nous aurions di
observer des modifications de la pression artérielle si I'aldostérone, via son action sur les MR, était
responsable des modifications hémodynamiques observées durant la grossesse. Nous avions
précédemment démontré qu’une inhibition du SRAA par une diéte élevée en sodium empéchait la
baisse de pression artérielle associée a la grossesse. Nos résultats démontrent toutefois que les
MR ne sont pas responsables de cet effet malgré la hausse importante d’aldostérone durant cette
période. Un autre mécanisme ou un autre élément du SRAA ou méme une combinaison de
plusieurs éléments semblent étre impliqués dans le controle de la pression artérielle durant la

grossesse.
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L'hypothese de départ de cette étude était que l‘augmentation des taux sériques
d’aldostérone durant la grossesse est responsable des changements hémodynamiques observés et
que ces effets sont causés par 'activation des MR. La baisse de pression artérielle survenant au 2°
trimestre de grossesse chez la femme, ol durant la 3° semaine de gestation chez la rate, est
paradoxale puisque qu’elle est accompagnée de fonctions qui la font normalement augmentée
telles que des hausses de la fréquence cardiaque, du volume sanguin et du SRAA. Or, les
mécanismes exacts de cette baisse de pression artérielle sont encore inconnus. Parmi les
hypothéses étudiées, on compte les diverses fonctions endothéliales, le remodelage des vaisseaux
sanguins et I'implication des différentes composantes du SRAA. L’étude des mécanismes impliqués
dans les modifications hémodynamiques de la grossesse est primordiale puisque lorsqu’ils ne
prennent pas place correctement, la femme développe des pathologies telles que la prééclampsie.
Cette pathologie qui affecte 5 a 10% des grossesses est I'une des causes majeures de morbidité et
mortalité maternelles et foetales. Malheureusement, son étiologie est encore inconnue et le seul
traitement est I'accouchement prématuré. La compréhension des mécanismes physiologiques de
la grossesse est donc essentielle si I'on veut étre en mesure d’intervenir lors des cas

pathologiques.

Dans notre laboratoire, nous croyons que les composantes du SRAA, et plus
particulierement I’aldostérone, sont impliqués dans les changements hémodynamiques de la
grossesse. Pour vérifier notre hypothese, nous avons administré du canrénoate de potassium, un
antagoniste des MR, a des rates durant les jours 15 a 22 de la gestation. Nous avons
premierement évalué I'effet de ce traitement sur la réactivité vasculaire d’anneaux aortiques
dénudés d’endothélium a différentes périodes de gestations (jours 17, 19 et 22). Notre étude
démontre que le canrénoate augmente la réactivité vasculaire des aortes a la PhE et au KCI. Puis, a
I’'aide de modulateurs pharmacologiques, nous avons déterminé que le canrénoate affecte la
réactivité vasculaire en modifiant I’activité de certains canaux calciques et potassiques (VDCC, BKc,
et Karp). Ces résultats suggerent qu’une modification du potentiel membranaire est responsable de

la diminution de réponse aux vasoconstricteurs associée a la gestation.

Puisque nous croyions que le potentiel de membrane était impliqué, nous avons
caractérisé, a I'aide d’agents pharmacologiques, I'activité et I'expression de la pompe Na*/K*-
ATPase dans 'aorte thoracique des rates traitées au canrénoate. Nos résultats révelent une baisse
de I'activité de la pompe avec la progression de la grossesse, qui est renversée par le traitement

au canrénoate. Toutefois, les modifications d’activité de la Na’/K*-ATPase sont probablement dues
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aux fonctions d’agoniste partiel du canrénoate sur la pompe a sodium plutot qu’a ses fonctions
d’antagoniste du MR. De plus, nous avons déterminé que la sous-unité a2 de la Na'/K*-ATPase,

plutot que la sous-unité al, serait impliquée dans les modifications de réactivité vasculaire.

Finalement, nous avons effectué des études in vivo sur nos animaux traités au canrénoate.
En évaluant des parameétres physiologiques et biochimiques des méres et des fcetus, nous avons
démontré que le canrénoate n’a pas d’incidence sur le déroulement de la grossesse. Nous avons
également évalué les effets du traitement sur les modifications hémodynamiques de la grossesse
par une méthode de télémétrie. Bien que nos résultats montrent que le canrénoate induit une
augmentation des composantes du SRAA (PRA et aldostérone), il n’affecte pas le rythme

cardiaque, la pression pulsée et la pression artérielle.

Puisque le canrénoate n’a pas modifié les composantes hémodynamiques mesurées par
radiotélémétrie, nous sommes obligés de conclure que notre hypothese de départ était erronée,
malgré les modifications de réactivité vasculaire observées in vitro. L'aldostérone, par son action
sur les MR, n’est pas le principal responsable des changements hémodynamiques observés durant

la grossesse.

Plusieurs éléments devraient toutefois étre approfondis et plusieurs perspectives de
recherche entreprises a partir des travaux présentés dans ce document méme si I’hypothese

initiale est réfutée.

Dans un premier temps, il serait intéressant d’approfondir les connaissances sur les
mécanismes qui ont engendré les modifications de réactivité vasculaire observées et de

déterminer comment les MR sont impliqués dans ces réponses. Pour ce faire :

e Les connaissances sur les voies de signalisation stimulées par I'activation des MR dans
les muscles lisses vasculaires doivent étre approfondies. Il faut déterminer un profil
complet des réponses génomiques versus non génomiques. Plusieurs voies de
signalisation s’entrecoupent ce qui rend la dissociation de certains éléments difficile a
accomplir, mais une vue d’ensemble des différents phénomenes sera nécessaire pour

déterminer les mécanismes qui reglent la réactivité vasculaire.

e |l faut évaluer comment les unités régulatrices des canaux ioniques sont influencées

par la signalisation des MR puisqu’elles peuvent modifier de facon importante leur
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activité. La présente étude ciblait les sous-unités qui forment les pores des canaux

ioniques, mais elles ne sont qu’une partie de I'équation.

Comme les canaux fonctionnent avec un certain synchronisme et que l'activité des uns
peut modifier I'activité des autres, il faut étudier leurs interactions. L’'emphase mise
sur des structures telles que les cavéoles au cours des derniéres années a permis de
démontrer l'importance de la localisation de plusieurs éléments dans le bon
fonctionnement cellulaire. 1l faut déterminer si la signalisation des MR ou si la

grossesse engendrent des changements dans cette dynamique structurelle.

Il faut évaluer I'impact du traitement au canrénoate sur I'’endothélium vasculaire et
déterminer comment cette réponse influence la réactivité vasculaire. Heylen et al.
(122) ont démontré qu’in vitro, I'aldostérone induit une vasodilatation lorsqu’elle est
appliguée dans la lumiéere du vaisseau (c6té endothélial). Par contre, lorsqu’elle est en
contact avec les VSMC, elle induit une vasoconstriction. La réponse vasculaire est donc
une balance entre les deux éléments. Comme notre traitement est administré in vivo,
la présence d’endothélium pourrait expliquer I'absence de modification de pression
artérielle bien qu’on voit une augmentation de la réactivité vasculaire dans les
anneaux aortiques dénudés d’endothélium. Il serait donc important d’évaluer la

signalisation des MR dans les cellules endothéliales.

Finalement, il faut développer les techniques appropriées pour travailler avec du tissu
frais ou ayant subi le moins de modifications possibles afin de reproduire le plus
fidelement possible ce qui se produit in vivo. En effet, la majorité des travaux qui
impliquent la signalisation cellulaire ou I'étude des composantes structurales des
cellules est généralement réalisée sur des cellules en culture. Dans les VSMC,
lorsqu’on veut évaluer des voies de signalisation, il faut tenir compte que la mise en
culture des cellules peut induire des modifications de |'expression de différents
canaux puisque la cellule n’est plus soumise aux forces d’étirements du flot sanguin.
Par exemple, la sous-unité a2 de la Na*/K*-ATPase n’est pas exprimée dans les VSMC
en culture (222) tandis qu’elle est exprimée dans les tissus vasculaires des rats in vivo
(202). Une autre problématique similaire s’applique également avec la grossesse, ou
les conditions du milieu varient constamment avec la progression de celle-ci. La

reproduction de ces conditions changeantes avec le temps, dans un milieu de culture,
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sont impossible a maitriser. On peut seulement contréler certains éléments a la fois. Il
faut donc se rappeler qu’on n’obtient pas un portrait complet en travaillant dans ces

conditions.

Dans un deuxiéme temps, il serait pertinent d’obtenir des données sur les effets des autres
hormones stéroides qui sont également augmentées durant la grossesse. En effet, les
modifications hormonales engendrées durant la grossesse font parties des complications
associées a la présente étude. Comme mentionné, les MR ne sont pas spécifiques pour
I'aldostérone. lls peuvent également étre activés par les glucocorticoides et inhibés par la
progestérone, qui sont tous deux augmentés durant la gestation. Toutefois, pour assurer un bon
déroulement de la grossesse, nous ne pouvons éliminer |’expression hormonale. Pour déterminer
I'impact des autres hormones sur les modifications de réactivité vasculaire associé a la gestation. Il

faut :

e Evaluer les effets d’antagonistes de plusieurs récepteurs hormonaux, seuls ou en
combinaison, sur des vaisseaux in vitro, puis essayer d’associer les résultats obtenus

avec les effets in vivo pour tenter de départager les effets observés.

Dans un troisieme temps, il faudrait évaluer les effets d’'un antagoniste des MR sur la
réactivité d’autres lits vasculaire pour déterminer si les réponses observées sont modifiées
différemment durant la grossesse puisque certains vaisseaux (particulierement les vaisseaux
utérins) subissent un grand remodelage pour s’adapter aux modifications hémodynamiques. De
plus, comme les modifications du tonus des artéres de résistance influencent la pression artérielle,
des études sur ces vaisseaux permettraient possiblement d’établir un lien entre les réponses
vasculaires au minéralocorticoides et I'absence d’effet sur la pression artérielle. Pour y parvenir, il

faut :

e Traiter des rates gestantes avec un antagoniste des MR et étudier la réactivité

vasculaire de différents vaisseaux tels que les mésentériques ou les utérins.

e Caractériser, a I'aide d’outils pharmacologiques, I'activité et I'expression de différents

canaux ioniques impliqués dans la vasoconstriction de ces vaisseaux.

Finalement, comme ce projet découle d’'un modele d’hypertension gestationnelle, ou en
inhibant le SRAA avec une diete élevée en sodium, on inhibe la baisse de pression artérielle

associée a la gestion, et que I'aldostérone n’est pas I'élément responsable de ce phénomene, il
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faudrait étudier d’autres composantes du SRAA pour déterminer leurs roles. Une des difficultés

rencontrées est de trouver des composés non tératogeénes qui peuvent étre administrés durant la

grossesse sans en altérer son déroulement. Parmi les cibles intéressantes a étudier on retrouve,

entre autres :

L'angiotensine Il et ses récepteurs.

Ces derniers sont reconnus pour leurs actions néfastes sur la pression artérielle et ils
font partis des cibles thérapeutiques les plus importantes dans le traitement de
I’hypertension. De plus, la grossesse entraine une augmentation de la PRA, et par
conséquent des taux d’Ang Il (47; 131; 199). En contre partie, la réactivité vasculaire a
I’Ang Il est diminuée durant la grossesse (131; 237; 278), démontrant que le corps
modifie sa réponse normale pour s’adapter aux hausses subites. De plus, des études
voulant tester le role de I’Ang Il durant la grossesse ont administré des inhibiteurs de
I’ACE de fagon aigue ou chronique (40 a 44h) a des rates en fin de gestation (54). La
PRA fut augmenté tandis que la pression artérielle moyenne diminua chez les rates qui
recevaient les inhibiteurs. Des résultats similaires ont été obtenus chez 9 femmes qui
ont recu une dose de captopril avant de subir un avortement électif (15). Ces études
suggerent que I’Ang Il pourrait contribuer au maintien de la pression artérielle durant
la grossesse. Toutefois, les inhibiteurs utilisés sont tératogénes et ne permettent pas

des études d’une longue durée.

La rénine et ses récepteurs

Le développement de composés pour inhiber I'activité de la rénine est beaucoup plus
récent que celui des antagonistes de I’Ang Il. Seul I’Aliskiren est utilisé cliniquement
comme antihypertenseur (331). Par contre, il n’affecte pas la liaison ni I’activation des
RPR (218). Si I’Ang Il est I'un des composés qui participent au maintien de la pression
artérielle durant la grossesse, il serait intéressant de bloquer la cascade en amont et
de contréler sa production. Toutefois, I'innocuité de I’aliskiren durant la grossesse n’a
pas encore été rapportée.

Un blocage des RPR pourrait aussi étre envisagé pour diminuer la PRA. Il a toutefois
été démontré que les RPR sont impliqués, de fagcon indépendante a la rénine, dans la
signalisation des Wnt, des facteurs de croissance essentiels au développement
embryonnaire (62). Cela laisse présager que des bloqueurs de ces récepteurs auront

des effets tératogenes.
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e L|’angiotensine 1-7 et I’ACE2
Le duo ACE2/Ang 1-7 a des fonctions opposées a ACE/Ang Il. lls favorisent la
vasodilatation et ne sont pas inhibés par les bloqueurs de I’Ang Il et de I'ACE. La
grossesse entraine une élévation de ACE2 et de I’Ang 1-7 (32; 322). Il est possible que
leurs fonctions dans la grossesse soient d’imposer une opposition a I'Ang Il et de
favoriser la vasodilatation et la baisse de pression. Des techniques permettant d’isoler

et d’étudier leurs actions devront étre développées.

e Les autres vasodilatateurs (prostacyclines, NO, bradykinine et VEGF)
Tout comme I’Ang 1-7, d’autres vasodilatateurs seraient importants pour maintenir la
circulation maternelle dans un état hypotendu. Valdes et al (322) suggéerent que
plusieurs vasodilatateurs seraient interreliés et qu’ils pourraient se relayer durant la
grossesse en fonction du milieu endocrinien changeant pour fournir une
vasodilatation constante a la mére. Il serait donc intéressant d’évaluer un ou des
systémes vasodilatateurs en comparaison d’un systéme vasoconstricteur comme celui

du SRAA.

Toutes ces pistes de recherche nous permettront d’éclaircir, dans un premier temps, comment
la signalisation des MR contréle la réactivité vasculaire. Elles nous éclaireront également sur
I'impact de I'aldostérone sur les vaisseaux sanguins durant la grossesse. Et finalement, elles nous
permettront peut-étre d’identifier les mécanismes responsables de la baisse de pression artérielle
associée a la gestation. Développer une bonne compréhension des mécanismes physiologiques
qui se déroulent dans cette condition particuliere qu’est la grossesse, nous permettra
éventuellement de déterminer ce qui cause les pathologies qui découlent d’une mauvaise mise en

place des mécanismes normaux.
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