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Résumé

La vascularisation utérine joue un rôle important pendant la gestation, assurant une

perfusion adéquate des unités foeto-placentaires. Durant la gestation le flot sanguin de la

vasculature utérine est considérablement augmenté et les artères sont l’objet d’un

remodelage vasculaire qui se caractérise par une hyperplasie et une hypertrophie de tous les

éléments de la paroi. Nous avons observé sur des artères utérines dépourvues

d’endothélium et préstimulées avec la phényléphrine, que l’effet vasorelaxant du 1713-

oestradiol (E2) était plus grand chez les rates non gestantes que gestantes. De plus, cette plus

grande relaxation est bloquée par le L-NAME, inhibiteur des synthases dc monoxyde

d’azote (NOS). Nous avons émis l’hypothèse que l’effet vasorelaxant aigu des oestrogènes

dans les artères utérines est en partie médié par une NOS musculaire présente surtout chez

les non gestantes et que l’activation de cette enzyme est dépendante des récepteurs aux

oestrogènes.

Chez des rates gestantes et non gestantes, nous avons évalué l’expression des

récepteurs aux oestrogènes et des NOS en relation avec l’effet vasorelaxant des oestrogènes

dans la circulation utérine de rates non gestantes et gestantes.

Au 22e jour de gestation, l’expression de eNOS est augmentée dans la vasculature

utérine comparativement à la rate non gestante. La iNOS n’est pas présente dans ces

vaisseaux, alors que l’expression de nNOS est diminuée en fin de gestation. D’autre part,

nous avons observé que l’expression de ERf3 est diminuée dans la vasculature utérine en fin

de gestation, tandis que celle d’ERŒ est inchangée. Le 17f3-E2 et le 17Œ-E2 sont tous deux

capable d’induire une relaxation rapide des artères utérines, mais le 17Œ-E2 amène un effet

moindre. Le 1C1182,7$O, un antagoniste des récepteurs ERu et ER13, ne bloque pas la

relaxation rapide du 1713-E2 et du 17Œ-E2.

Les résultats obtenues suggèrent que l’effet vasorelaxant de l’oestrogène sur le

muscle lisse vasculaire des artères utérines serait en partie médié par le NO (nNOS) et

passerait par une voie indépendante des récepteurs classiques aux oestrogènes, mais qui

possède néanmoins une certaine stéréospécificité.

Mots-clés Grossesse, oestrogènes, synthases monoxyde d’azote, artère utérine, remodelage

vasculaire, rat
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Abstract

Uterine vasculature plays an important role during pregnancy, allowing adequate

perfusion of thc maternai-foetal interface. To achieve this goal, substantial remodelling of

uterine vasculature occurs. We have previously observed that, in uterine arcuate arteries,

denuded of endothelium and prestimulated with phenylephrine, the vasorelaxation to 1713-

estradiol (E2) was larger in tissues of non-pregnant than of pregnant rats. This larger

relaxation to 1713-E2 was inhibitcd when arteries were incubated in the presence of L

NAME, a nitric oxide synthase inhibitor (NOS). This suggests that this larger

vasorelaxation to 17 13-E2 observed on non-pregnant rats is dependent on muscular nitric

oxide (NO).

Our objectives was to evaluate the expression of estrogen receptors (ERŒ and ERf3)

and NOSs in relation with the vasorelaxant effects of estrogens in uterine circulation of

non-pregnant and pregnant rats. We rneasured the ex vivo response to 17f3-E2 and 17Œ-E2 of

uterine artery segments in wire myographs in presence and absence of 1C1182,780.

Estrogen receptors (ERu and ER13) and NOS expression were evaluated by Western blot.

Just before parturition, eNOS expression was increased in the uterine vasculature of

pregnant compared to non pregnant rats. iNOS was undetectable in those vessels and nNOS

expression was down-regulated during pregnancy. ERu expression was unchanged by

gestation but ERf3 expression was decreased during pregnancy. Both 17f3-E2 and 17u-E2

induced relaxations of the uterine artery, but 17u-E2 produced smaller responses. ICI

182,780, an estrogen receptor antagonist, did flot block the acute relaxation to 1713 -E2 and

1 7u-E2.

Our resuits lcd us to suggest that the acute vasorelaxant effects of estrogen on

uterine artery is mediated by one or more signalling pathways not dependent on estrogen

receptors, but showing stereospecificity and part of this effect is mediated by NO that is

produced by nNOS in the smooth muscle ceils.

Keywords: Pregnancy, estrogens, nitric oxide synthase, utenne artely, vascular

remodelling, rat
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1. Introduction

La grossesse amène des changements physiologiques extrêmement complexes et

spectaculaires. Les sections suivantes feront un survol des changements hémodynamiques

de la grossesse et de la prééclampsie. En second lieu, nous regarderons l’implication des

oestrogènes et des synthases de monoxydes d’azote durant la gestation.

1.1 Composantes hémodynamiques de la grossesse

1.1.1 Grossesse normale

Chez la femme, une grossesse normale amène d’innombrables changements tant

morphologiques que biologiques. Le corps dc la femme se modifie pour permettre au foetus

de poursuivre un développement normal. Plus particulièrement au niveau hémodynamique,

il y a un bouleversement important des systèmes régulateurs. La plupart de ces ajustements

physiologiques surviennent précocement au cours de la grossesse, bien avant que les

besoins du foetus soient substantiels. Ce qui fait de la gestation une condition unique et

exceptionnelle, c’est que tous les changements physiologiques, en particulier les

changements cardiovasculaires, sont réversibles aupost-partztm. La durée de gestation varie

selon l’espèce. La grossesse chez la femme dure en moyenne 40 semaines, mais elle peut

par exemple être d’environ 22 mois chez l’éléphant comme elle peut être de seulement 22-

23 jours chez le rat. Dans tous les cas, la gestation amène la naissance d’un, ou des, rejetons

dont l’organogenèse est terminée, mais dont le développement a atteint un stade différent

selon l’espèce.

1.1.1.1 Modifications hormonales

Chez la femme:

Les honones stéroîdiennes sont dérivées du cholestérol et synthétisées dans les

surrénales, les ovaires, les testicules et le placenta. La gestation amène d’énormes

bouleversements au niveau hormonal chez la femme. Les oestrogènes, les progestagènes et

les adrénocorticoïdes sont sécrétés abondamment dans la circulation maternelle et foetale.
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L’origine des oestrogènes varie au cours de la gestation et selon les besoins. Il existe

trois types d’oestrogènes présents durant la grossesse l’oestradiol, I’oestriol et l’oestronc.

L’oestradiol provient presque exclusivement des ovaires maternels pour les 6 premières

semaines de gestation[l]. Par la suite, le placenta prend la relève et sécrète de grandes

quantités d’oestradiol converti à partir du DHEA-S (déhydroépiandrostérone sulfate) foetal

circulant. Le DHEA-S est un stéroïde produit en grande partie par les surrénales. Après le

premier trimestre, le placenta devient la principale source d’oestradiol circulant. Durant la

phase folliculaire du cycle menstruel la concentration d’œstradiol est moins de 0,lng/mL et

atteint un maximum de 0,4ngImL durant la phase lutéale [2]. Suivant la conception les taux

sériques d’oestradiol croissent pour atteindre une concentration de 6 à 30 ng/mL à terme[3].

Le profil de l’oestrone est relativement semblable. La source de production de l’oestrone est

sensiblement la même que l’oestradiol. Les ovaires maternels sont la principale source pour

les premières 4 à 6 semaines de gestation et par la suite c’est le placenta qui prend le relais

pour le restant de la gestation. La concentration normale d’oestrone durant la phase

folliculaire du cycle chez la femme est de 0,lng/mL. Suivant la conception la concentration

reste à des niveaux de la phase lutéalc jusqu’à la 6e ou 10e semaine. Par la suite, la

concentration augmente graduellement pour atteindre de 2 à 30 ng/mL à terme[4].

Finalement, l’oestriol est quasi indétectable durant le cycle menstruel normal, car elle a une

concentration de moins de 0,Olng/mL. L’oestriol provient presque uniquement du placenta

par la conversion du 16Œ-OH-DHEA-S foetal [5]. Les taux sériques d’œstriol chez la mère

commencent à être détectables à 9 semaines de gestation avec une concentration de

0,O5ng/mL. À terme, l’oestriol atteint une concentration entre 10 et 30 ng/mL. Cette

observation corrèle directement avec l’évolution stéroïdogénique du cortex de la surrénale

du foetus qui produit les précurseurs dont le 16a-OH-DHEA-S[1].

Une autre classe d’hormones impliquée dans la gestation c’est les progestagènes.

Cette catégorie d’hormones est représentée majoritairement durant la grossesse par la

progestérone et le 17Œ-hydroxyprogestérone. La progestérone est présente à une

concentration de moins de lng/mL durant la phase folliculaire et graduellement tout au

long de la gestation les taux sériques de progestérone augmentent pour atteindre un

maximum de 100-300 ng/mL à terme.[1] D’abord, la progestérone est synthétisée par le

corps j aune avant la 6 semaine de gestation et le placenta prend la relève à partir de la 7e

semaine. À la l2 semaine, le placenta devient la principale source de progestérone. La
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1 7Œ-hydroprogestérone provient elle aussi du corps jaune durant le premier trimestre, mais

les ovaires continuent d’être une source importante de 1 7Œ-hydroprogestérone durant toute

la grossesse. Cependant. une fois parvenu au troisième trimestre le placenta utilise des

précurseurs provenant du foetus potir sécréter des quantités croissantes de 17a-

hydroprogestérone [6].

II y a plusieurs autres hormones impliquées au cours de la grossesse. Dès le 6e et 7e

jour de grossesse, les syncytiotrophoblastes de blastocystes produisent la gonadotrophine

chorionique (hCG) qui stimule le corps jaune et prolonge sa durée de vie pour la production

de progestérone et d’oestrogènes. Lorsque le placenta est pleinement fonctionnel, la

sécrétion d’hCG diminue.

Chez le rat:

La littérature est beaucoup moins exhaustive quant aux modifications hormonales

qui surviennent durant la gestation chez le rat. Il a été démontré que la concentration de

progestérone est d’environ 5ng/mL en début de gestation et elle atteint un maximum

(35ng/mL) au milieu de la gestation ijotirs 12-13) pour retourner au niveau de départ avant

la parturition. L’oestrogène (oestradiol) augmente graduellement tout au long de la gestation

avec une concentration d’environ 10 à 50 pg/mL au 22lèmc jour {7;$](Fig. 1). En revanche,

une autre étude plus récente n’a pas constaté d’augmentation de la concentration

d’oestradiol durant la gestation chez le rat [9]. Cette observation est surprenante, mais les

auteurs ne nous éclairent pas sur cette observation puisqu’ils n’ont pas tenté de l’expliquer.

D’autre part, il semble que la production de progestérone par le corps jaune soit nécessaire

chez le rat. Contrairement à l’humain, le placenta ne serait pas en mesure de produire

suffisamment de progestérone pour le maintien de la gestation [10]. Il a aussi été démontré

que la production croissante d’oestrogène ainsi que le pic oestrogénique avant parturition

serait eux aussi dépendants des ovaires maternels tout au long de la gestation [11].

La relaxine est une hormone sécrétée durant la gestation qui possède un rôle mitigé.

Il s’agit d’une hormone peptidique d’environ 6 kDa qui a une structure semblable à

l’insuline. Sa composition en acides aminés et la taille dc sa chaîne peptidique varient

considérablement selon l’espèce. Chez la femme, la relaxine devient détectable dans le sang

entre la 7e et 1 0C semaine et les concentrations plasmatiques maximales surviennent avant
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parturition. Par contre, il semble que l’absence de cette hormone n’ait pas de conséquence

sur le déroulement d’une grossesse normale [12]. En effet, on rapporte que des femmes

enceintes grâce à un don d’ovule peuvent se rendent à tennc[13] malgré qu’aucune

concentration de relaxine ne soit détectable[l 4]. Cependant, la relaxine est importante chez

les espèces non-primates. Par exemple chez la rate, la relaxine permet la croissance du

myomètre et de l’endomètre, une diminution de la fréquence des contractions[15] ainsi que

le ramollissement du col utérin qui facilite l’accouchement[16] et le développement des

mamelons [17].

Fenunes

Rates

1.1.1.2 Modifications cardiovasculaires

Oestrogène plasiatafiques

- Volume circulant
Pression artérielle

Une adaptation cardiovasculairc importante durant la grossesse est sans contredit

l’augmentation d’environ 50% dti débit cardiaque. Dès la dixième semaine, le débit

cardiaque a augmenté de l,5L/min et va atteindre un débit moyen de 6L/min à terme [19].

L’installation précoce d’une vasodilatation artérielle au tout début de la grossesse est

possiblement à l’origine de l’augmentation du débit cardiaque. La majorité de cette

augmentation est dirigée vers l’utérus, le placenta et les seins. Lors du premier trimestre

chez la femme l’utérus reçoit 2 à 3% du débit cardiaque pour atteindre 17% (450 à 650

mL/min) juste avant terme [20]. Cette augmentation importante de perfusion utérine est

aques
Volume circulant

figure 1 Comparaison des changements hémodynamiques qui surviennent chez la femme

et chez le rat. La zone bleutée correspond à la période de similitude entre les 2 espèces, soit

le 2’ trimestre chez la femme et la 3 semaine chez la rate. (tiré d’Annie Beausejorn)[1$]
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nécessaire pour subvenir aux besoins nutritionnels et pour l’élimination des déchets

métaboliques du foetus. La fréquence cardiaque est augmentée de 15 à 20 battements par

minute au repos lors de la grossesse et peut l’être encore plus lors de grossesses multiples.

On observe aussi durant la gestation une augmentation du volume sanguin circulant.

Cette expansion peut atteindre jusqu’à 40% du volume sanguin initial (1,6 L) et ce, à partir

de la 30e semaine de grossesse[21j. Chez la rate aussi on constate cette augmentation de

volémie, d’environ 20% au début de la troisième semaine, pour ensuite atteindre 40% avant

la mise bas[22;23]. Cette augmentation de volume a pour but, ici aussi, d’augmenter

l’apport sanguin au niveau utéro-placentaire. En réponse à cette augmentation de volume

circulant, il a été observé chez la femme un accroissement de la dimension du ventricule

gauche en fin de diastole. Ceci est observé à partir du premier trimestre et s’accentue

jusqu’à terme et est accompagné d’un épaississement de la paroi du ventricule qui se définit

comme une hypertrophie modérée du myocarde. Ces changements structuraux du coeur

s’apparentent à ceux observés en réponse à l’entraînement physique[24]. De même, le

diamètre de l’oreillette gauche et droite augmente tôt dans le processus gestationnel pour

atteindre un maximum à la 3O semaine. Ce remodelage serait aussi occasionné par

l’augmentation du volume sanguin ce qui suggère une augmentation de la précharge[25].

Malgré cette augmentation du débit cardiaque, on observe une diminution de la

pression artérielle. Cette situation est présente chez la femme[26] et chez la rate[27], mais à

des périodes différentes chez les deux espèces. En fait chez la rate, la chute de pression

s’amorce au milieu de la dernière semaine de gestation sur un total de trois. Tandis que

chez la femme cette chute de pression survient au début du 2jème trimestre, soit entre la 8-

1 semaine pour ensuite amorcer une ascension aux alentours de la 32341ème semaine

jusqu’à parturition [28](Fig. 1). En fait, normalement la pression artérielle diminue durant

la grossesse et revient graduellement au niveau auquel elle était avant le début de celle

ci[29].

De plus, la gestation est associée à une réduction de réactivité des vaisseaux

sanguins. Il a été démontré que la réponse vasculaire in vivo et in vitro sur des artères

systémiques (aorte, mésentériquc, etc.) aux agents vasopresseurs comme l’angiotensine II

(Angli), la vasopressine et la phényléphrine est diminuée chez les rates gestantes [30]. Ce

phénomène à d’abord été décrit chez la femme [31] et est appelé la résistance de la
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gestation aux effets des vasoconstricteurs. Cette résistance serait un facteur déterminant de

la chute de résistance périphérique, clic-même liée à la diminution de pression artérielle

durant la grossesse [32]. Tous ces changements ont comme principale fonction d’assurer un

apport sanguin adéquat au foetus, tout au long de son séjour intra-utérin, pour subvenir aux

besoins indispensables à son développement.

1.1.2 La vasculature utérine

1.1.2.1 Structure des vaisseaux

Les vaisseaux sanguins font partie d’un étonnant système de canalisation

dynamique pour acheminer et contrôler le sang aux organes et tissus cibles. Les artères

transportent le sang du coeur aux tissus et sont les vaisseaux les plus actifs pour contrôler

l’hémodynamique. La paroi d’une artère est composée de trois revêtements principaux

soit: la tunique interne, la tunique rnoyeime et la tunique externe. (fig.2) La tunique

interne, aussi appelé intima, est constituée d’un épithélium simple pavimenteux nommé

endothélium, d’une membrane basale ainsi qu’une couche de tissu élastique appelé la

limitant élastique interne. Tous les tissus élastiques des vaisseaux sanguins sont composés

de fibres d’élastine entourées de plusieurs autres protéines comme la fibrilline essentielle à

leur stabilité. Ces fibres élastiques peuvent s’étirer jusqu’à 150% de leur longueur et

reprendre leur forme initiale. La deuxième couche est la tunique moyenne qui est

composée dc fibres élastiques et de myocytes formant le muscle lisse. La tunique externe

est principalement constituée de fibre élastique et de fibres de collagène qui amènent un

élément de rigidité aux vaisseaux sanguins. La fonction des vaisseaux sanguins diffère

dépendant de leur localisation. De même, la proportion des différents éléments décrits ci-

dessus se modifie selon le calibre et la fonction du vaisseau.

Bien que les veines soient essentiellement constituées des trois mêmes tuniques que

les artères, l’épaisseur relative dc chaqtie couche diffère. Les veines ont une très mince

tunique interne et moyenne, mais ont une très épaisse tunique externe avec des fibres de

collagène et des fibres élastiques. De nombreuses veines possèdent des valvules veineuses

qui sont des minces replis de la tunique interne qui empêche la circulation rétrograde du

sang. Le retour veineux, soit le volume de sang qui revient au coeur à partir des veines

systémiques, dépend de deux choses. Premièrement, du gradient dc pression entre les
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veinules (‘—16 mmHg) et le ventricule droit (O mmHg), mais aussi des contractions

musculaires des membres inférieurs et du changement de pression dans le thorax et

l’abdomen durant la respiration. Une veine ayant la même localisation qu’une artère est

plus grosse que celle-ci, mais elle possède une paroi plus mince.
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INTERNE: f

41 Endotheltum

J ‘

________

Membrane

________

I basale
, Umante élastique ise

94’ TUNIQUE

M=e___+

Limitante elastique
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,‘ TUNIQUE I

EXTERNE /
— j

Lumière Lumière
(a) Artère (b) Veine

Lumiere

Endothélium Membrane basale

(c) Capillaire

figure 2: Structure comparée des vaisseaux sanguins. (tiré de Tortora) [33]

La circulation utérine

Chez la femme, le sang maternel atteint l’utérus par deux voies qui se regroupent au

niveau du myomètre (Figure 3). Premièrement, le sang partant de l’aorte se rend à l’artère

iliaque commune et passe ensuite dans l’artère iliaque interne. De là, l’artère utérine irrigue

l’utérus à partir de la base de l’utérus. La deuxième est l’artère ovarienne, qui origine de

l’aorte abdominale, irrigue les ovaires et s’anastomose ensuite à l’artère utérine dans la

partie supérieure de l’utérus. L’artère utérine longe les parois latérales de l’utérus en

formant un plexus et abandonne de nombreux vaisseaux à direction perpendiculaire, les

artères arquées. Celles-ci émettent des ramifications, les artères radiales, qui pénètrent le

myomètre et vont jusqu’à l’endomètre. La vascularisation veineuse suit parallèlement la

circulation artérielle. Cette circulation chez la rate est morphologiquement différente, étant



19

donné que les vaisseaux utérins (artères principales, arquées et radiales) sont en majorité

situés à l’extérieur de la paroi utérine. (Figure 4) Cette caractéristique anatomique fait du

rat un excellent outil pour étudier le fonctionnement et les caractéristiques des vaisseaux

utérins.

1.1.2.2 Modifications des vaisseaux utérins durant la gestation

La circulation utérine est l’objet de modifications importantes durant la grossesse.

La vasculature utérine qui approvisionne l’utérus chez les mammifères subit un remodelage

considérable durant la gestation pour permettre l’augmentation nécessaire du flot sanguin

utérin. L’augmentation du flot utérin a pour but principal de subvenir aux besoins croissants

du foetus tout au long de la gestation et d’éliminer les déchets métaboliques de celui-ci. Le

remodelage est caractérisé chez le rat par une hypertrophie et une hyperplasie de la paroi

des vaisseaux [34]. Le diamètre interne de l’artère utérine arquée de la rate double durant la

gestation et régresse en post-partum. De plus, la résistance de ces vaisseaux à l’étirement

est augmentée durant la gestation et diminue elle aussi enpost-parturn [35]. Le remodelage

de la circulation utérine ne touche pas seulement les artères, car les veines aussi en sont

l’objet. Le diamètre de la veine utérine principale augmente près du double durant la

gestation et il y une augmentation de compliance de celle-ci[36]. On remarque aussi une

augmentation de l’indice mitotique des cellules endothéliales et des cellules musculaires

lisses, ce qui indique une augmentation de leur prolifération.
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Comme mentionné plus tôt, les vaisseaux systémiques montrent une diminution de

réactivité aux différents vasoconstricteurs durant la gestation alors que les artères utérines

répondent plus fortement à différents vasoconstricteurs comme l’AngII, la phényléphrine et

le KCÏ [35]. D’ailleurs, toutes ces amplifications de réactivité retournent aux valeurs

observées chez les non gestantes dès les premiers jours depost-partïtm.

1.1.3 Pathologies de la grossesse et circulation utérine

Comme mentionné précédemment, la grossesse est une condition physiologique où

la pression artérielle diminue en milieu de gestation chez la femme. Même une femme

chroniquement hypertendue devrait normalement voir sa pression diminuer durant la

grossesse. Ce qui nous permet de dire que la gestation est une condition antihypertensive

[26;27]. Cependant, dans 5 à 10% des grossesses, il arrive que l’hypertension

survienne[38]. De plus, ces types de complications reliées à la grossesse sont une des

causes principales de mortalité et morbidité maternelle dans le monde [39].

Par définition, l’hypertension gestationnelle est caractérisée par une pression

artérielle systolique supérieure ou égale à 140 mm Hg ou une pression artérielle diastolique

supérieure ou égale à 90 mm Hg. L’hypertension gestationnelle est souvent un signe

précurseur du développement de la prééclampsie. Un diagnostic de la prééclampsie est posé

en présence d’une hypertension artérielle accompagnée d’une protéinurie et/ou d’oedème

après la 2O semaine de gestation. Une prééclampsie mal contrôlée peut se compliquer par

une éclampsie, soit l’apparition de convulsions suite à une thrombose des vaisseaux du

système nerveux central. Une pression artérielle élevée présente avant la grossesse est

considérée comme une hypertension chronique qui peut être aggravée par une

prééclampsie.
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Tableau 1 : Pathologies hypertensives de la grossesse et les observations cliniques

associées. (4dapté de Gabbe) [25]

Observations Hypertension Hypertension
. . . . Preeclampsiecliniques chronique gestationnelle

Apparition de Habituellement lors du 3
. < 20 semaines 20 semainesl’hypertension tnmestre

Degré de sévérité de .. Modere ou severe Modere Modere ou scvere1 hypertension

Protéinurie Absente Absente Habituellement présente

Concentration sérique Présent dans presqueRare Absente
d urate >O.33mmol/L tous les cas

Hémoconcentration Absente Absente Sévère

Thrombocytopénie Absente Absente Sévère

Dysfonction hépatique Absente Absente Sévère

L’étiologie de la prééclampsie est encore obscure, mais semble plurifactorielle et

complexe. Plusieurs hypothèses ont été formulées pour essayer d’expliquer ce qui peut être

les causes dc la prééclampsie. Dès le début de la gestation, il y aurait déjà une moins bonne

placentation qui serait conséquente d’une absence de l’invasion trophoblastique des artères

spiralées. Ces dernières sont alors plus contractées et plus réactives aux stimuli

vasopresseurs. De même, il y aurait une mauvaise adaptation hémodynamique à la

grossesse. Ceci pourrait être dû à une prédisposition génétique, à une mauvaise adaptation

du système immunitaire de la mère à la grossesse ou encore à cause de maladies vasculaires

déjà présentes chez la mère avant ta grossesse (hypertension chronique, lupus

érythémateux, syndrome antiphospholipides, déficience rénale, etc.) Cependant, une autre

hypothèse serait qu’un dérèglement de la vasculature utérine pourrait amener de

l’hypertension[40] et des complications pour le développement du fœtus[41].

En fait, les maladies vasculaires maternelles associés à une diminution de la

perfusion utéro-placentaire seraient responsables d’environ 25-30% de tous les enfants

ayant subis une restriction de croissance intrautériene (RCIU)[41]. Plusieurs modèles

animaux, décrits ci-après, caractérisés par un dérèglement de la vasculature utérine ont été
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développés, ce qui appuie ce concept. D’où l’importance de bien comprendre la vasculature

utérine et les modifications dont clic fait l’objet durant la gestation.

1.1.3.1 Modèles animaux et circulation utérine

Pour mieux cerner les manifestations pathologiques associées à la grossesse, il est

nécessaire de développer un bon modèle animal. Même si plusieurs autres espèces animales

(rate, lapine, brebis, etc.) ont une baisse normale de pression artérielle lors de la gestation,

la prééclampsie reste une maladie hypertcnsive propre à l’humain et absente chez ces

espèces. C’est pourquoi, il est nécessaire de développer de bons modèles animaux qui

présenteraient les caractéristiques physiologiques et moléculaires dc la pathologie humaine.

Le texte qui suit décrit quelques modèles animaux développés pour imiter la prééclampsie.

Cependant, dans plusieurs d’entre eux, on retrouve des diminutions de la circulation au

niveau des vaisseaux utérins, amenant des foetus en RCIU.

Ischémie utéro-placentaire par occlusion

Durant la grossesse normale, on observe une augmentation du débit sanguin de 25%

vers l’utérus tandis que durant la prééclampsie, elle est réduite à seulement 7.5-12.5%

[42;43]. Des modèles d’ischérnie utéro-placentaire ont donc été développés en ligaturant

l’aorte abdominale au-dessus de l’artère utérine chez le lapin [44], le singe [45;46], la

brebis [47] et le rat [40]. Ces modèles diminuent la perfusion placentaire, amènent une

atteinte des reins, une augmentation de la pression artérielle et compromet le

développement (RCIU) et/ou la mortalité foetale.

Inhibition de la synthèse du NO:

Un autre modèle a été développé en inhibant les synthases de monoxyde d’azote

(NOS) par du L-NAME durant la gestation chez le rat [48]. Le NO est un vasodilatateur

produit par l’endothélium et impliqué dans la régulation du tonus vasculaire. Plusieurs

études démontrent que le NO contribuerait aux adaptations hémodynamiques maternelles

de la grossesse normale. Par exemple, on observe une augmentation de la synthèse de NO
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et des dérivés nitrés durant cette période [49]. Cette implication du NO est encore plus

marquée au niveau utérin où la eNOS est augmenté chez plusieurs espèces[50;51] dont

l’humain [52]. Chez les animaux, une inhibition de la synthase d’oxyde nitrique (NOS)

induit une augmentation de la pression artérielle, une protéinuric, une atteinte rénale [53], et

il y a une réduction significative du poids des nouveau-nés[48;54].

Modulation du SRAA par modification de l’apport sodique:

Finalement, le troisième modèle considéré a été développé dans nos laboratoires. Il

s’agit d’un modèle où nous modifions le système rénine-angiotensine-aldostérone ($RAA)

en changeant l’apport sodique de la rate pour la dernière semaine de gestation. Pour

suractiver le SRAA durant la gestation une diète faible en sodium est donnée à ces rates

[22]. Comme conséquence, le volume plasmatique est réduit, comparativement à une rate

gestante sous diète normale, les bébés sont plus petits et plus maigres, mais la baisse de

pression normale en fin de gestation est encore présente. D’autre part, pour inhiber le

SRÀA un supplément sodique est donné à des rates gestantes durant la dernière semaine de

gestation [55]. La surcharge sodique administrée empêche la baisse de pression artérielle

caractéristique d’une gestation normale et induit des changements physiologiques similaires

à ceux observés au cours de la prééclampsie humaine. Par exemple, on observe une

hémoconcentration, une balance hydrique négative et une protéinurie. Encore une fois, il y

aune RCIU marquée des foetus avec le stipplément 1.8% de Na. Un avantage de ce modèle

est que la modification de la pression artérielle est spécifique à la gestation, car le même

supplément sodique chez des non gestantes n’a aucun effet sur la pression. Des résultats qui

sont en ce moment soumis pour publication démontrent que le remodelage vasculaire utérin

de ces rates, soumises à une diète faible ou riche en sodium, est altéré et que le diamètre des

artères utérines arquées est réduit comparativement à une rate gestante sous diète normale

(St-Louis, Sicotte, Beazisejour, Brochu, soumis pour publication). Tandis que, les mêmes

diètes n’ont aucun effet sur le diamètre de ces artères des non gestantes. Il est aussi

intéressant de souligner que le diamètre des rates gestantes soumises à la diète faible en

sodium est pltis petit que celui des rates gestantes avec la diète forte en sel.
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1.2 L’oestrogène et les hormones sexuelles

1.2.1 Implications durant la grossesse

- OEstrogènes

Les oestrogènes ont plusieurs fonctions dont la principale est le développement et le

maintien des fonctions sexuelles femelles. Ils stimulent la maturation du vagin, de l’utérus

et des trompes dc Fallope à la puberté, le développement mammaire, les caractères sexuels

secondaires et modifient la morphologie générale, la répartition du tissu adipeux et

l’amincissement du derme. À l’âge adulte, ils entraînent une multiplication cellulaire

intense (mitoses) de l’endomètre dont l’épaisseur augmente, ainsi qu’une prolifération des

cellules du myomètrc avec augmentation de leur contractilité durant les menstruations. Ils

entraînent la sécrétion d’une glaire cervicale abondante qui est favorable à la pénétration

des spermatozoîdes dans l’utérus. Les oestrogènes possèdent également des propriétés

cardioprotectrices et ils permettent aussi de diminuer la réabsorption osseuse en

antagonisant les effets de l’honnone parathyroïde.

Durant la gestation, l’oestrogène a des répercussions principalement sur la

vasculature utérine, la stéroïdogénèse placentaire et la parturition. Des études

expérimentales ont démontré que l’oestrogène accroît le flot sanguin dans les organes

reproducteurs femelles [56]. Étant donné la très forte exposition du lit utéro-placentaire à la

sécrétion directe et massive d’oestriol durant la gestation, il a été suggéré qu’elle pourrait

constituer la principale substance responsable de l’augmentation du flot sanguin utérin chez

la femme. Cependant, ceci ne peut pas être le cas chez la rate étant donné qu’il n’y a pas de

production d’oestriol chez cette espèce. D’autre part, des mécanismes régulés par

l’oestrogène permettraient au foetus de gérer la production et la sécrétion de la progestérone

durant le troisième trimestre. Ceci découle du fait qu’il a été démontré chez le babouin que

l’oestrogène contrôle la biosynthèse de progestérone placentaire en régulant la disponibilité

du LDL cholestérol pour la conversion en pregnénolone et les stéroïdes découlant de celle

ci [57]. D’autre part, les oestrogènes foeto-placentaires agissent sur la parturition, car ils sont

intimement reliés à l’irritabilité myométriale, la contractilité et le travail. L’oestrogène

augmente d’une part la sensibilité à l’ocytocine en augmentant la biosynthèse des

prostaglandines [58]. Étant donné que la relâche placentaire d’oestrogène est liée à l’axe



26

hypothalamo-hypophysaire surrénalien (HHS) foetal, il semble que cet axe ajuste la

synchronisation de la parturition. Ceci serait effectué en partie via la signalisation de l’axe

HHS sur la production d’oestrogène placentaire. Chez l’humain le travail est soit trop tôt ou

trop tard lorsque les foetus sont anencéphaliques. Ceci a été démontré chez le macaque avec

des foetus dont l’encéphale a été retiré chirurgicalement [59;60].

- Progestérone

La progestérone est rapidement éliminée de la circulation sanguine, car elle possède

une demi-vie d’environ 5 minutes. La progestérone est impliquée dans le développement

glandulaire des seins et prépare l’utérus à la nidation en combinaison avec l’oestrogène. Au

niveau de l’endomètre, elle entraîne un arrêt des mitoses provoquées par les oestrogènes et

amène l’apparition d’un aspect sécrétoire, dit « de dentelle utérine », avec vacuoles remplies

de glycogène. Au niveau du col utérin, elle supprime la glaire cervicale induite par tes

oestrogènes. Elle a aussi un effet hyperthermique responsable de l’augmentation de la

température basale d’environ 0,5°C au cours de la deuxième partie du cycle menstruel. De

plus, elle inhibe la sécrétion des gonadostimulines hypophysaires (LH, FSH) qui régulent le

cycle ovarien et le déclenchement de l’ovulation.

Durant la gestation, la progestérone provenant du corps jaune amènerait une

relaxation de la mobilité des trompes de fallope, potir balancer l’effet activateur de

l’oestrogène [61]. Ce qui permet au conceptus de voyager jusqu’à l’utérus pour

l’implantation. De plus, la progestérone en combinaison avec l’hCG et le cortisol inhiberait

la réponse immunologique et le rejet du conceptus et du placenta en développement [62].

Elle contrebalancerait aussi l’effet de l’oestrogène en atténuant l’augmentation du flot

sanguin utérin [63]. Cet effet opposé à l’oestrogène est aussi vrai pour ce qui est de la

parturition. La progestérone relaxe l’utérus en inhibant la synthèse et sécrétion de

prostaglandines. Tandis que l’oestrogène fait tout simplement l’inverse.

1.2.2 Modes d’action sur les vaisseaux sanguins

L’oestrogène est une hormone sexuelle faisant partie de la famille des stéroïdes qui

agissent principalement par l’intermédiaire de récepteurs nucléaires (f igure 5). Les
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oestrogènes ont été caractérisés comme étant des molécules capable d’exercer plusieurs

effets sur le système cardiovasculaire à la fois par une voie génomique et non génomique.

C elltile s endodtéliale s
Cellules musculaires lisses

Figure 5 : Les effets directs (génomiques et non

vaisseaux sanguins. (Adapté de Mendelsohn et eolÏ.)[64]

1.2.2.1 Les effets génomiques
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Les oestrogènes agissent via les récepteurs aux oestrogènes (ER), membres de la

superfamille des récepteurs nucléaires qui agissent comme des facteurs de transcription. Ils

permettent de régulariser l’expression des gènes contrôlés par ces hormones. La voie de

l’activation d’un gène par l’oestrogène est la suivante il y a d’abord un passage passif de

l’oestrogène libre au travers de la membrane pour entrer dans la cellule. Il se lie ensuite à

son récepteur ce qui va entraîner la dissociation de chaperonnes de la famille des protéines

activées par choc thermique «heat sÏiock proteins » (ex : Hsp9O, Hsp56). Celles-ci

stabilisent le récepteur et augmentent son affinité pour l’oestrogène [65]. Cette dissociation

des HSP va permettre la dirnérisation du récepteur. Ce complexe va agir comme facteur de

transcription en se liant à l’ADN au site de l’élément de réponse spécifique (ERE) ou
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«estrogen response element» du gène cible. En plus du complexe stéroïde-récepteur

dimérisé, plusieurs co-activateurs sont recrutés pour initier la transcription du gène cible

{66;67]. Ces voies peuvent êtrc bloqué en utilisant des inhibiteurs non spécifiques de la

synthèse protéique (ex.: cycloheximide) ou dc la transcription (ex.: actinomycine D). Cette

voie de régulation par l’oestrogène est présente dans les vaisseaux sanguins. Le groupe de

Charles Rosenfeld a démontré chez la brebis qu’en inhibant la synthèse protéique avec de la

cyclohexirnide l’augmentation du flot utérin induit par le 17J3-estradiol (E2) était

considérablement réduit suggérant des événements transcriptionnels dans ces réponses [6$].

Les effets non génomiques

Depuis quelques années, plusieurs éttides ont montré des effets spécifiques des

stéroïdes qui ne semblent pas être médiés par une action génomique de l’hormone. En effet,

les différentes évidences sont : 1- une action très rapide qui ne peut résulter de l’expression

de gènes (de l’ordre de la seconde à la minute), 2- les effets observés dans des cellules qui

ne possèdent pas la machinerie de synthèse d’ARNm et de protéine comme les

spermatozoïdes. 3- une réponse insensible aux inhibiteurs de transcription ou de synthèse

protéique 4- l’effet est observé avec de l’oestrogène est couplée à de l’albumine (BSA) qui

empêche l’hormone de pénétrer à l’intérieur de la cellule, 5- ces effets peuvent être

observés même en présence d’antagonistes spécifiques des ERs (ICI 182,780; Tamoxifène;

etc.). [69]

Avec l’augmentation importante du nombre d’études référant à des effets non

génomïques des stéroïdes, il est apparu nécessaire d’établir une classification de ces actions

(Mannheimen, Allcrnagne, 1996). La figure 6 résume cette classification.
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1.2.2.2 Les effets non génomiques

Les effets non génomiques des oestrogènes sont de plus en plus caractérisés, et ce,

dans plusieurs tissus. Les effets sur les cellules nerveuses ont été parmi les premiers

observés. Déjà dans les années $0, on a remarqué que l’oestrogène est capable de modifier

la conductance ionique et de modttler l’excitabilité de cellules nerveuses en quelques

secondes après l’application [70]. 11 a été démontré que l’oestrogène agit via l’interaction

avec un récepteur spécifique à la membrane des neurones pour amener son effet. [71] Des

études plus récentes ont démontré que l’oestrogène active la formation d’AMPc [72], la

phosphorylation de CREB [73], la formation d’inositol triphosphate (1P3) [74] et

l’activation de MAPKs dans des cellules de neuroblastomes [75]. Dans la même optique,

une étude récente à démontré que le traitement au 17f3-E2 ou à de l’oestrogène conjugué à

du BSA augmente la croissance des neurites et des embranchements de neurones

dopaminergiques en déclenchant une relâche de Ca intracellulaire quelques secondes après

Figure 6 Classification de l’action non génomiques des stéroïdes statué à Mannheim,

Allemagne en 199$. (Adapté de Faïkenstein et coÏÏ)[69]
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le traitement. De plus, cet accroissement est inhibé par des antagonistes des voies

AMPc/PKA et du Ca2, mais pas par le ICI 122,780 [76].

Également, les effets non génomiques des oestrogènes jouent un rôle important sur

les tissus vasculaires. De façon générale, in vivo la vasodilatation occasionnée par

l’oestrogène est présumée indirecte, c’est-à-dire en agissant sur l’endothélium qui lui sécrète

des substances vasorelaxantes. Par exemple, il a été démontré que l’oestrogène agit sur les

cellules endothéliales en activant les MAPK et en augmentant la transcription de gènes, la

prolifération cellulaire et en augmentant l’expression de la synthase de monoxyde d’azote

endothéliale (CNOS). Il semble que les effets contraires sont observés in vitro avec des

cellules musculaires lisses d’aorte porcine [77] Étant donné les propriétés liposolubles de

l’oestrogène, il est probable qti’if agissent directement in vivo sur les cellules musculaires

lisses vasculaires (CMLV). On a décrit avec des coronaires d’humain et de porc ou des

aortes de rat que l’éthinylestradiol ou le 17f3-E2 amenaient des relaxations aigus

significatives [78-80]. Ceci a été suggéré comme mécanisme pouvant expliquer l’effet

cardioprotecteur des traitements hormonaux de remplacement chez la femme ménopausée.

Dans des cellules endothéliales isolées d’artère pulmonaire de foetus de mouton,

l’oestrogène amène une augmentation de l’activité de eNOS en moins de 5 minutes. Par

contre, cette activation des eNOS peut-être complètement inhibée par le tamoxifène ou le

ICI 182,720 [81], mais pas l’actinornycine D [82]. Ces expériences nous démontrent qu’il

s’agit d’une action non génomique de l’oestrogène de classe A.IIa (Fig. 6). D’autres études

ont montré que cette activation de eNOS s’effectuait sans augmentation de calcium

intracellulaire,[83] mais se produisait via l’activation de la voie PI3KIAkt [84]. Fait

étonnant, le 17f3-E2 amène une relaxation rapide des artères de la queue de rates, mais pas

chez les mâles [85]. Le mécanisme par Lequel cette différence se manifeste est encore

inconnu.

Comme mentionné précédemment, l’oestrogène pounait dans une autre mesure

amener ses effets via une action directe sur CMLV. Pour qu’un vaisseau sanguin puisse

relaxer il faut diminuer la concentration de calcium activateur dans les CMLV. Étant donné

que l’oestrogène amène un vasorelaxation rapide, il doit réussir à diminuer la concentration

de Ca intracellulaire des CMLV d’une manière ou d’une autre. Jusqu’à présent, une étude a

démontré, dans les coronaires de porc, que l’oestrogène diminuerait la relâche de calcium
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venant du réticulum sarcoplasmique [$6]. Plusieurs autres études ont plutôt observé une

diminution de l’influx de calcium dans les CMLV de porcs [$7;$$] ou alors une

augmentation de la sortie de calcium [$9]. Des études de patch-clamp sur des CMLV de rat

et de lapin suggèrent que l’oestrogène inhibe l’entré de calcium par l’inhibition de canaux

calciques de type L [90]. Une autre possibilité par laquelle l’oestrogène pourrait diminuer

l’influx de calcium, c’est en ouvrant des canaux potassiques situés à la membrane

plasmique. En suractivant les canaux K la cellule devient hyperpolarisée cc qui rend limite

l’ouverture des canaux Ca dépendants du voltage. Des études de patch-clamp ont

démontré que l’oestrogène active les canatix potassiques de grande conductance activés par

le potentiel et le calcium (BKa) dans des myocytes de coronaire [91]. Il semblerait

qu’environ 70% de la relaxation aigus induite par l’oestrogène serait dépendant de l’activité

des BKa [92]. Il a été démontré que des concentrations physiologiques d’oestrogène sur des

myocytes d’artère coronaire permettraient l’ouverture des BKa [93]. Même si ceci est vrai

pour des monocytes d’artère de mouton, de porc et d’humain, les BKa de coronaire de rat

ne répondent pas directement à l’oestrogène [94].

Des expériences préliminaires de notre laboratoire ont démontré l’effet vasorelaxant

aiguc du 17f3-E2 sur des artères utérines arquées dénuées d’endothélium. De plus, la

relaxation relative obtenue dans les artères de rates non gestantes est plus importante que

celles des gestantes, comme illustré à la figure 7. D’ailleurs, cette plus grande relaxation

observée chez les non gestantes est réduite au niveau des gestantes lorsque les vaisseaux

sont préincubés avec du L-NAME. Ce qui suggère un rôle du NO dans les muscles lisses

des artères utérines arquées qui est perdu durant la gestation.
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Gestantes

Figure 7 : Courbes de relaxation pour le 1 7-E2 dans des artères utérines arquées chez des

rates gestantes et non gestantes avec ou sans L-NAME (n = 6) (Lapointe F., Sicotte B., $t

Louis 1, 200], non-publié)

1.2.3 Les récepteurs des oestrogènes

Comme décrit plus haut (Fig. 6), l’oestrogène exerce ses actions génomiques via

l’interaction avec les récepteurs des oestrogènes. Également, les récepteurs nucléaires aux

oestrogènes ont aussi la possibilité de permettre à cette hormone d’agir via des mécanismes

non génomiques. Nous allons nous attarder dans celle section à décrire la structure des

récepteurs aux oestrogènes afin de mieux comprendre leur fonction. Les récepteurs aux

oestrogènes sont définis comme des facteurs de transcription dépendants de la liaison de

l’hormone.
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Figure 8: Structure des récepteurs ci. et f3 aux oestrogènes chez l’humain. (Traduit de

MendeÏsohn et coÏÏ)t64]

Il existe deux récepteurs aux oestrogènes, ERu et ERf3, qui font partie de la

superfamilic des récepteurs aux stéroïdes. Le premier récepteur à être identifié fut ERŒ,

cloné en 1985 [95]. Environ dix ans plus tard, un second récepteur (ERf3) a été cloné

[96;97]. Celtii-ci a été décrit conime ayant des caractéristiques structurelles (12 hélices) et

fonctionnelles très semblables au ERŒ. Ils ont tous deux la même structure modulaire

composée de six domaines (A à F). Malgré que ces protéines soient le produit de deux

gènes différents, ils partagent une très grande homologie de séquence pour le domaine de

liaison à l’ADN (96%) et aussi pour le domaine de liaison au ligand (53%). Le domaine

«E », en plus d’être responsable dc la liaison avec le ligand, permet l’homodimérisation et

la localisation nucléaire du récepteur. Dc plus, le domaine «E » contient une fonction

d’activation dépendante du ligand (Af-2). Il existe aussi une autre fonction d’activation

(AF-l) située, dans le domaine A/B qui est indépendante du ligand [98]. Des études ont

démontré que le domaine AF-2 interagit avec différentes protéines qui servent de

corégulatettrs pour la transcription de gènes cibles [99; 100]. Les deux ERs reconnaissent la

même séquence consensus qui se nomme l’élément de réponse aux oestrogènes (ERE). La

séquence minimale consensus est une séquence palindromique de 13 p5 (5’-

GGTCAnnnTGACC-3’). Récemment, il a été démontré par analyse génomique que la

plupart de gènes cibles des récepteurs des estrogènes contiennent diverses variations des

éléments ERE [101;102].

Malgré ces ressemblances entre les deux types de récepteurs, certaines études ont

démontré des nuances d’affinités pour différents ligands comme la génistéine, le raloxifène
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et le tamoxifène [103;104]. De même, il a été démontré que ces deux récepteurs pouvaient

recruter plusieurs cofacteurs communs, mais que chacun d’eux pouvait aussi mobiliser des

cofacteurs spécifiques [105]. Afin dc voir l’implication des différents récepteurs, des

modèles animaux où les gènes ERu (EROEKO) et/ou ERI3 (ER13KO) ont été inactivés. La

souris ERuKO est viable et se développe jusqu’à l’âge adulte avec un phénotype visible

normal. Cependant, les femelles sont infertiles et les mâles ont une diminution marquée de

leur fertilité. On observe chez les femelles une hypoplasie de l’utérus, l’absence de

développement mammaire et des ovaires sans corps jaunes [105]. D’ailleurs, un homme a

été diagnostiqué comme ayant une mutation bi-allélique inactivant le gène de ERŒ. Ce

patient avait une apparence normale avec des organes génitaux normaux, mais il souffrait

d’ostéoporose et sa croissance n’était pas terminée à l’âge de 28 ans [106]. Les souris

ERf3KO ont un phénotype externe normal et elles sont fertiles, mais elles ont de plus petites

portées à cause d’une réduction de leur efficacité d’ovulation. Les mâles, quant â eux,

développent avec l’âge une hypertrophie de la prostate et de la vessie [107]. Il est

intéressant de noter que dans les deux modèles de knock-out, comme chez les souris

sauvages, le 1 713-E2 protège les vaisseaux de façon similaire, suite à une lésion vasculaire,

en réduisant l’épaississement de la paroi et en inhibant la prolifération des CMLV. Ccci

suggère que ERa et ER13 peuvent se compenser l’un l’autre pour certaines fonctions ou que

le rôle protecteur de l’oestrogène dans la protection vasculaire est indépendant des ERs. Les

mêmes expériences ont été effectuées sur des souris double knock-out des récepteurs aux

oestrogènes (ERa13KO). Les résultats sont différents étant donné que le traitement au 1713-E2

réduit l’épaississement de la tunique moyenne seulement chez les souris de type sauvage et

pas chez les ERaf3KO. Étonnamment, comme pour les souris de type sauvage, le 1713-E2

amène une augmentation du poids utérin et inhibe la prolifération des CMLV des ERa13KO

[108]. Ces résitltats suggèrent qu’un type de récepteurs, ERu ou ERf3, est nécessaires pour

certaines fonctions, comme l’inhibition de l’épaississement de la media dans le cas présent.

De plus, ces résultats suggèrent que les différentes actions dc l’oestrogène dans la réponse

suivant une blessure vasculaire ne sont pas toutes dépendantes des récepteurs aux

oestrogènes. Mais, ceci reste à être protivé avec un meilleur knock-out étant donné que

ERaf3KO exprime un variant d’épissage de ERa qui peut lier l’E2 et médier l’expression de

gènes suite à la liaison à l’hormone [109].
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Une autre caractéristique importante qui apporte une utilité supplémentaire au fait

d’avoir deux récepteurs quasi identiques, c’est l’évidence que ERI3 aurait comme rôle de

réguler l’expression de ERa [110]. Il semblerait que le domaine A/B d’ERp agirait

efficacement comme répresseur avec des concentrations sous-saturantes d’oestrogène. De

plus, dans des cellules HepG2 lorsque ERf3 est exprimé, le tamoxifène perd son effet

d’agoniste partiel via ERŒ. Ce qui indique que l’expression relative des deux différents

récepteurs pourrait être un déterminant clé dans la réponse d’un tissu donné aux agonistes

et antagonistes des ERs.

1.2.3.1 Les antiœstrogènes et antagonistes des ERs

Il existe plusieurs antagonistes des récepteurs aux oestrogènes. Les antioestrogènes

agissent en compétition avec l’oestrogène sur le domaine de liaison du récepteur favorisant

une conformation à celui-ci qui est inadéquat pour remplir son rôle de régulateur

transcriptionnel. Il existe deux types d’antagoniste des ERs, soit les antioestrogènes totaux

et les antioestrogènes partiels ou SERIVIs (selective estrogen receptor modulators). (Fig.9)

Les SERMs ont la particularité d’être à la fois antagoniste et agoniste dépendamment du

tissu. Trois SERM connus sont le tamoxifène, le raloxifène et clomifène. Le tamoxifène,

qui agit via son métabolite l’hydroxytamoxifène, est surtout utilisé contre les tumeurs

mammaires par son effet antagoniste dans cet organe. Cependant, il a également un effet

oestrogénique au niveau de l’endomètre et de l’os, ce qui fait qu’un traitement prolongé

augmente l’incidence de cancer de l’endomètre. Même si le raloxifène possède une

structure assez différente du tamoxifène, il agit lui aussi comme antagoniste au niveau des

seins et de l’endomètre. Par contre, il a un effet oestrogénique sur les os ce qui peut

prévenir l’ostéoporose. Le clomifène a comme principal effet d’inhiber le rétrocontrôle

hypothalamo-hypophysaire assuré par I’oestradiol. Son administration pendant quelques

jours provoque une décharge de fSH, puis de LH, susceptible de déclencher une ovulation.

Le clomifène est donc utilisé dans le traitement des stérilités par anovulation. Les

antagonistes totaux comme leur nom l’indique bloquent complètement l’activité des

récepteurs aux oestrogènes et amènent la dégradation de ceux-ci. Deux exemples connus

sont le ICI 182,780 et le EM-800 [111]. L’affinité relative du ICI 182,780 est de 0,89

comparé à l’oestradiol (1,00) [112], donc une affinité d’environ 100 fois supérieur au



36

tamoxifène pour ERŒ, mais sans présenter d’activité agoniste de l’oestrogène dans les

différents tissus [113].

HO

I 7j3-estradiol

HO0°

4-OH-tamoiI’im

figure 9 : Différents composés oestrogéniques et anti-oestrogéniques

1.3 Monoxyde d’azote et ses synthases

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule endogène, un gaz volatile et

vasodilatateur. Sa découverte provient d’expériences qui avaient montré que l’endothélium

pouvait libérer, dans certaines conditions, une substance vasodilatatrice initialement

appelée EDRF, «Endothélium-derived relaxing factor». Ainsi, l’acétylcholine provoque la

relaxation d’un vaisseau isolé lorsqu’il est intact, mais pas lorsque son endothélium a été

enlevé [114]. L’acétylcholine active des récepteurs muscariniques liés aux protéines G qui,

par l’intermédiaire de la phospholipase C et la formation d’1P3 provoquent une

augmentation du calcium intracellulaire, lequel en s’associant à la calmoduline active la

eNOS constitutive déjà présente dans le tissu. Le NO, au niveau vasculaire, agit via

l’activation de la guanylate cyclase qui provoque la transformation du guanosine

triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (GMPc). L’augmentation de ce

second messager est responsable de la modulation de l’activité de diverses protéines kinases
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qui, en favorisant la sortie de potassium et de calcium hors de la cellule, provoquent une

repolarisation ayant pour conséquence une relaxation des fibres vasculaires lisses, c’est-à-

dire la vasodilatation.

1.3.1 La chimie des NOS

Figure 10: Représentation de la réaction générale d’oxydation de la L-Arginine pour

produire du NO et de la L-Citrulline. (Cayrnaiz chemicaÏ, MI, USA)

La synthèse de NO (fig.l0) s’effectue à partir de la L-arginine grâce à la NO

synthase, enzyme dont la structure ressemble à celle du cytochrome P-450. En présence de

NADPH, d’oxygène, de fer, de tétrahydrobioptérine (BH4), de flavine mononucléotide

(fMN) et de flavine-adénine dinucléotide (FAD), la NOS transforme l’arginine en

hydroxyarginine qui, après réduction, est transformée en NO et cifrulline. La NOS est

fonctionnelle sous forme de dimère où le domaine réductase de l’une est couplé au domaine

oxygénase de l’autre. (Fig.ll)
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Citrulline + NO

Figure 11 t Réaction globale de la synthèse du NO par les synthases de monoxyde d’azote

sous forme de dirnère. DR= domaine réductase DO= domaine oxygénase (‘adapté de

AÏderton WK)[1 15]

1.3.2 Les isoformes de NOS

On distingue trois isoformes de NOS lisoforme nNOS est présente principalement

dans les neurones et les tissus inervés, l’isoforme iNOS est exprimé dans différents types de

cellules, dont les macrophages, après induction par des cytokines, et la eNOS est présente

essentiellement dans les cellules endothéliales. La eNOS et nNOS sont activées par le

complexe Ca2+/calmoduline et entraînent une libération de NO immédiate et de courte

durée. Elles peuvent aussi être activées par phosphorylation, comme démontré lors d’une

augmentation des forces de cisaillements sur les parois [116]. Des trois types d’enzyme,

seule la eNOS possède des sites de myristoylation et de palmitoylation dans la portion N

terminale. Cette caractéristique fait en sorte que contrairement aux autres isoformes qui se

retrouvent libres dans le cytosol, la eNOS est ancrée à la membrane des caveolae [117]. La

caveoline, qui est abondante dans les caveolae, inhibe l’activité de eNOS, mais aussi celle

de la nNOS. Il a aussi été démontré que Hsp9O, dont l’expression est augmenté par le

VEGF, l’histamine ou les forces de cisaillement, augmente substantiellement l’activité de

Arginine + 02

NADPH
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H+
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eNOS [115]. Un complexe nNOS et Hsp9O a aussi été identifié, mais il n’augmente pas son

activité [11$].

La iNOS est exprimée dans les macrophages, les neutrophiles et les hépatocytes

sous l’influence de cytokines, notamment l’interleukine-l, du facteur de nécrose tumoral

(TNF), de l’interféron y et de lipopolysaccharides. Il semblerait que la régulation de iNOS

se fait principalement au niveau transcnptionnel, quoiqu’il a été démontré qu’une protéine

dans le système nerveux central, nommée Kalirin, inhiberait l’activité de la iNOS en

l’empêchant de se dimériser [119].

1.3.3 Les agents pharmacologiques

Il existe des donneurs pharmacologiques de NO, tels que le nitropnissiate de

sodium, la molsidomine et la linsidomine ainsi que les dérivés nitrés. Ils sont

principalement, mais non exclusivement utilisés comme agents vasodilatateurs

(antiangineux), afin de prévenir les maladies cardiovasculaires. Expérimentalement il est

possible d’utiliser des inhibiteurs de synthèse du NO pour mesurer l’effet de celui-ci. Un

des premiers fut le L-Nitro-arginine méthylester (L-NAME) qui est hydrolysé par les

estérases de la cellule pour donner du N-nitroso-L-arginine (L-NNA) qui est un inhibiteur

relativement spécifique à la eNOS et nNOS en compétitionnant pour le site de liaison de

l’arginine. Le K1 pour la iNOS est 1000 fois plus faible que pour les deux autres isoformes.

Un composé semblable, le L-monornétyl arginine citrate (L-NMMA), est l’inhibiteur

classique non spécifique des NOS. finalement, le L-NIL est un inhibiteur relativement

sélectif de iNOS. (Cayman chemical inc.)

1.3.4 Implications durant la grossesse

Le NO est un important médiateur qui agit de manière paracrine dans plusieurs

processus liés à la reproduction chez la femme, dont l’ovulation, l’implantation, le maintien

de la grossesse, le travail et la parturition. En fait, les dérivés nitrés sont augmentés durant

le développement du follicule, corrélant avec l’augmentation d’oestrogène, pour diminuer

immédiatement après l’ovulation [120]. Il semble que l’inhibition de iNOS amène une

diminution de 50% de l’ovulation chez le rat [121]. Il a été démontré chez la rate que le NO

aurait un rôle à jouer dans l’implantation. En effet, on remarque une augmentation
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d’expression de iNOS et eNOS au site d’implantation. D’autre part, iNOS a été détecté

dans l’épithélium endométriale et d’autres types cellulaires durant les menstruations chez la

femme [122]. Durant la gestation, la production myométriale de NO est augmentée

contribuant ainsi, en combinaison avec la progestérone, à maintenir l’utérus quiescent. Peu

avant terme, la production de NO s’affaiblit, cc qui permet d’avoir des contractions

efficaces durant le travail [123]. Le NO agirait aussi au niveau de la maturation du col de

l’utérus. Les trois isoformes de NOS sont exprimées dans le col et l’expression de iNOS et

nNOS est augmentée durant le travail. De plus, l’inhibition des NOS avec le L-NAME

amène une prolongation du temps dc l’accouchement ainsi que l’intervalle entre chaque

bébé chez le rat [124].

finalement une implication importante du NO, est son apport vasorelaxant dans la

circulation systémique et utérine durant la gestation. Il a été démontré dans plusieurs études

que la eNOS était augmentée dans les vaisseaux utérins durant la gestation [50-52]. De

plus, le modèle de souris knockout pour la eNOS amène de l’hypertension de grossesse

[125]. Comme il a été mentionné à la section 1.1.3.1, un modèle animal d’inhibition des

NOS durant la gestation amenait un état semblable à la l’hypertension de grossesse et

prééclampsie chez le rat [4$]. Par contre, il a aussi été montré que l’administration de

CGRP (calcitonin gene-related peptide) réduit la mortalité foetale et élimine l’hypertension

observée dans ce modèle [126]. Ceci ne démontre pas dc lien direct entre NO et

prééclampsie, mais plutôt que la vasoconstriction occasionnée par la diminution de NO

peut conduire à de la prééclampsie. Ainsi, l’administration d’un agent vasorelaxant via la

génération de NO ou non pourrait éviter cette pathologie.
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1.4 Objectif et Hypothèse de travail

Un des intérêts de notre laboratoire est de caractériser les modifications vasculaires

qui surviennent durant la gestation. Plus particulièrement, nos études visent à caractériser le

remodelage de la vasculature utérine durant la gestation et déterminer quels sont les

éléments déclencheurs de ce remodelage. Des travaux antérieurs (Lapointe P., Sicotte B.,

St-Louis J., 2001, non-publié) ont montré que les oestrogènes, dont les niveaux sont

considérablement augmentés durant la gestation, sont responsables d’une relaxation rapide

des artères utérines arquées dénudées de leur endothélium. De plus, une partie de cette

relaxation serait le résultat d’une libération de NO musculaire seulement présente chez les

rates non gestantes. À la lumière de ces informations, nous avons émis l’hypothèse que

l’effet vasorelaxant aigu des oestrogènes dans les vaisseaux utérins est en partie médié par

une NOS musculaire présente chez les non gestantes et l’activation de cette enzyme est

dépendant des récepteurs aux oestrogènes. Pour ce faire, mes objectifs sont de comparer

dans les vaisseaux utérins de rates gestantes et non gestantes t I) l’expression des NOS 2)

l’expression des récepteurs aux oestrogènes (ERŒ, ERJ3) 3) les effets vasorclaxants aigus de

l’oestrogène 4) les influences de certains modulateurs pharmacologiques sur ces relaxations.
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2. Matériels et méthodes:

Frodïdts utilisés

Tous les produits utilisés sous forme de sel dans ces expériences (tampons, solutions

de Krebs, etc.) étaient de grade analytique provenant de Fisher Scicntific et Bio-Rad. Nous

nous sommes procuré le 17Œ-E2 et le 17p-E2 chez Sigma Chemical Co. et le 1C1182,780

provient de chez Tocris Chemicals. Les différents anticorps utilisés pour les

immunobuvardages western: anti-eNOS souris IgGl clone 3 (BD Transduction

laboratorics; #610297) 1/1000; anti-iNOS souris IgGi clone 54 (3D Trans. Lab.; #610432)

1/5000; anti-nNOS souris lgG2a clone 16 (BD Trans. Lab.; #610309) 1/1000; anti-beta

actine souris IgGi clone AC-15 (Abcam mc; #ab6276) 1/10000; anti-ERŒ lapin polyclonal

IgG H-184 (Santa Crnz biotech., #sc-7207) 1/1000; anti-ERf3 lapin polyclonal IgG H-150

(SantaCruz biotech., #sc-$974) 1/1000; Anti-souris IgG provenant du mouton et conjugué à

une peroxydase “Horseradish” (Amcrsham Bioscience; # NA93 1)1/2000; Anti-lapin IgG

provenant dc l’âne et conjugué à une peroxydase “Horseradish” (Amersham Bioscience; #

NA934) 1/4000. Les amorces utilisées pour le RT-PCR sont détaillées dans le tableau 2.

A nimatix

Des rates Spraguc-Dawley (Charles River Canada, St-Constant, QC, Canada) d’environ

225-250g sont croisées avec un mâle fertile. Le lendemain matin lorsque des

spermatozoïdes sont retrouvés dans les frottis vaginaux, on considère la rate à son jour 1 de

gestation sur 22. Des rates non gestantes d’âge comparable prise au hasard dans leur cycle

oestral ont servi de contrôle. Au 22’ jour de gestation les rates sont sacrifiées par

décapitation et les vaisseaux utérins sont aussitôt prélevés. Les rats ont accès tout le long de

leur séjour à la nourriture (Teklad Rodent Chow) et l’eau du robinet aU libitum. Ils sont

hébergés dans un environnement avec luminosité (de 6:00 à 18:00) et température (21+3°C)

contrôlées. Cette étude a été approuvée par le comité local de protection des animaux qui

est accrédité par le Conseil Canadien de Protection des Animaux.
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Tableau 2: Les amorces utilisées pour les expériences de RT-PCR des récepteurs aux

oestrogènes.

Gène cible Séquence 5’-3’ Amplicon

ERŒ (RT) GATCACAAGTGGACTTGGCCAAAGG

Sens GGTCCAATTCTGACAATCGACGCC 372 bp
ERŒ (PCR)

Anti-sens CCAAGTCATCTCTCTGACGCTTGTGC

ERI3 (RT) GGGACGGCTCACCAGCACATTGG

Sens GAAGCAAGATCACTAGAGCACACC 405 bp
ERf3 (PCR)

Anti-sens GCTCAGGCAGTGTACCTGCTCGC

Sens GGTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT
GAPDH 205 bp

Anti-sens GACCCCTTCATTGACCTCAACTACA

Immunobuvardage de type Western

Les vaisseaux utérins ou mésentériques destinés à l’immunobuvardage de type

Western ont été placés après dissection dans une solution froide de Krebs bicarbonate

(KBS) oxygénée, composée de (en mmol/L): 11$ NaC1, 4.65 KC1, 25 NaHCO3, 2.5 CaCl2,

1.18 MgSO4, 1.18 KH7PO4, et 5.5 dextrose. Les tissus adipeux et conjonctifs sont retirés

pour ne laisser que les vaisseaux sanguins qui sont aussitôt congelés dans l’azote liquide et

conservés à -80°C. Lors de l’expérience, les tissus sont broyés à l’aide d’un

homogénéisateur (Tissue-TearorTM, Biospec inc.) dans un tampon d’homogénéisation (250

mmol/L Tris-HC1 pH 7.4, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L EGTA). L’homogénat est ensuite

centrifugé 10 minutes à 3000rpm ($owal RMC14) et le surnageant est conservé. La

concentration en protéine de l’homogénat est évaluée par dosage de Bradford [127] (Bio-

Rad). Du tampon de chargement (Laemmli)[128] est ajouté à chaque échantillon dans une

proportion 1:4 (volume/volume). Quarante-cinq microgrammes de protéines sont déposés

dans chaque puit. La migration se fait par SDS-PAGE avec un gel concentrateur 5%

acrylamide et un gel séparateur de 7,5% aciylamide pour les NOS et 10% acrylamide pour
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les ERs. La migration se fait en une heure sous un courant constant de 150V. Le transfert

sur membrane de nitrocellulose se fait à 75V pendant 2 heures suivant la méthode de

Towbin [1 29]. Pour l’analyse western, la membrane est incubée durant toute la nuit avec

une solution de blocage de TBS-Tween (Ï5OmM NaC1, 5OmM Tris, 0,1%(v/v) Tween 20,

pH 7.5) contenant 5% lait évaporé. L’incubation avec l’anticorps primaire dilué dans la

solution de blocage se fait pendant une heure et l’incubation avec l’anticorps secondaire

correspondant se fait pendant 30 minutes, tous deux à température ambiante. La révélation

s’effectue avec le kit ECL d’Amersham et l’exposition se fait sur des films ECL. La

quantification de l’intensité des bandes a été effectuée par le logiciel Alpha Imager (Alpha

Innotech mc). L’expression de la 13-actine est évaluée pour chaque échantillon et sert à

standardiser la quantité de protéines dans chaque puit.

Réaction de polymérisation en chaîne précédée d’une transcription inverse (RT-PCR,)

À partir des tissus congelés (voir section précédente) l’ARN total de ces tissus fut

extrait suivant la technique de Chomczynski & $acchi [130] utilisant le TRIz01TM

(Invitrogen) et quantifié par spectrophotométrie. À partir de cet ARN total, nous avons

synthétisé l’ADN complémentaire (ADNc) spécifique à l’aide de la Transcriptase inverse

Superscript IITM (Invitrogen) et d’une amorce spécifique au gène d’intérêt. À partir de cet

ADNc, nous avons amplifié par PCR utilisant la Taq DNA polymerase (Invitrogen) une

région spécifique du gène d’intérêt en utilisant des amorces internes (nested primers). Les

produits de PCR sont séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose 1%. Les signaux sont

révélés en incubant le gel dans une solution de bromure d’éthidium 0,02%. L’intensité des

bandes est ensuite quantifiée en utilisant le logiciel Alpha Imager (Alpha Innotech mc).

Pour chaque échantillon nous amplifions également l’ARNm du GAPDH qui est notre gène

rapporteur afin de standardiser la quantité d’ARN de chaque échantillon.

Études pharmacologiques des effets aigus de Ï ‘oestrogène

Immédiatement après avoir sacrifié les animaux, les deux cornes utérines avec leur

vasculature sont retirées et immergées dans du KBS froid oxygéné. Un segment de l’artère

utérine principale entre 1,5 et 2 mm de longueur est isolé et nettoyé des tissus conjonctif et

adipeux. Pour étudier l’effet de l’oestrogène sur les muscles lisses des vaisseaux nous avons

éliminé l’endothélium. Ceci est obtenu en plaçant une canule dans le vaisseau que nous
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perfusons avec une solution aqueuse de Triton X-100 (0,03%) et rinçons avec du KBS.

Deux fils de tungstène sont ensuite introduits dans la lumière du vaisseau. Les extrémités

des fils sont attachées sur les supports du myographe à microvaisseaux (Kent scientific,

modifié)

Un des supports est relié à un transducteur de force (Kent Scientific) et l’autre à un

micromètre gradué. Les étirements sont enregistrés sous forme de tension par un ordinateur

en utiisant un système d’acquisitions de données par le logiciel Po1yVIEW (Grass

Telefactor). Le segment d’artère utérine est baigné dans 5 mL de solution de Krebs

oxygénée (95% Ofl-5% C02), à pH 7.4. La solution est changée aux 15 minutes environ. Le

vaisseau est d’abord étiré durant une période de 10 min. et laissé à reposer sans tension 10

minutes. Cette opération se fait trois fois consécutive, elle permet d’éviter l’hystérèse du

vaisseau lors des étapes subséquentes. Nous effectuons ensuite des étirements cumulatifs de

50 p.m avec une période de stabilisation (‘ 3 minutes) entre chaque étirement. Nous

distendons le vaisseau jusqu’à atteindre 2 à 3 rnN/mm (lmN = 102 mg) dépendamment

du diamètre du segment vasculaire. Ceci nous permet de tracer une courbe longueur-tension

passive spécifique au vaisseau. On détermine la longueur d’étirement (f60) nécessaire pour

obtenir une circonférence équivalente à une tension passive de 60 mmHg sur le vaisseau

suivant la loi de Laplace (L60). Après une équilibration du vaisseau à L60 pendant 30

minutes, la réactivité du segment vasculaire est évaluée par l’application de à 1 tM de

phényléphrine. Une fois le plateau de réponse atteint, nous vérifions si de l’endothéliurn

fonctionnel est encore présent en ajoutant 10 tM carbachol, un agoniste cholinergique et

vasodilatateur dépendant de Ï’endothéliurn. Ensuite, le KBS baignant les tissus est changé

figure 12 : Système de myographe à microvaisseaux (schéma de Sicotte 3.)
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plusieurs fois et celui-ci est laissé à reposer 60 minutes. À ce moment, on ajoute un des

modulateurs pharmacologiques (L-NAME 0.1 mmol/L, ICI 182,780 20 tM). Après quinze

minute, on stimule le vaisseau avec 1 iM de phényléphrine et au plateau de réponse, nous

appliquons des concentrations croissantes cumulatives d’oestrogène (17Œ-E2 ou 17f3- E2)

afin d’obtenir une courbe concentration-relaxation

Mesure du diamètre interne des vaisseaux

Le diamètre interne de chacun des vaisseaux sanguins est mesuré à l’aide du

système de myographe. Pour déterminer la circonférence interne au repos (Lo), nous devons

mesurer la longueur maximale entre les 2 fils de tungstène qui ne provoque pas de lecture

sur le transducteur à pression (Fo). À partir de cette mesure, nous sommes capables de

calculer la circonférence interne du vaisseau au repos avec la formule suivante

L0 2f0 + 4r + 2’rr où r est le rayon d’un fil de tungstène (12,5 tM). Une représentation

de cc concept est illustrée à la figure 13. Une fois que nous avons le L0, il devient simple

d’obtenir le diamètre interne: = L0 ÷ yr.

Figure 13 : Représentation schématique d’un segment d’artère monté stir deux fils de

tungstène. Les différentes variables nécessaires au calcul dc la circonférence interne du

vaisseau sont représentées. (Schéma de Sicoffe B.)

Longueur axiale Tension
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Analyse des résultats

Pour les immunobuvardages western, l’intensité de chaque bande à été rapportée par

comparaison à l’intensité de la f3-actine du même échantillon. L’intensité standardisée des

échantillons de chaque groupe a été comparée aux autre en utilisant un test de «t» pour des

données non pairées. La même analyse a été faite pour les expérience de RT-PCR en

standardisant l’intensité de chaque échantillon par comparaison à l’expression du GAPDH.

Pour les expérience pharmacologiques, les courbes longueur-tension ont été

modélisées à l’équation exponentielle suivante y = Ae où « A » est la tension à L60, « 13»

représente la variation proportionnelle de la circonférence requise pour modifier la tension

de la paroi de son état de repos et « e» est la variation proportionnelle de la circonférence

interne du segment d’artère à l’étirement imposé.

Chaque courbe concentration-relaxation a été analysée par régression non linéaire par

ordinateur selon l’équation (Prism Graphpad software): y = Emax où «x» est
+

le logarithme de la concentration de l’agoniste et «Y» est la réponse obtenue (°,%

relaxation). Le EC50 est la concentration d’oestrogène nécessaire pour obtenir 50% de la

réponse maximale. Les courbes ont été comparées entre elles avec un test de f (Prism), en

partageant le paramètre comparé (EC50 oit Emax).



3. Résultats

Remodelage de Ï ‘artère utérine

Il a été démontré que le diamètre de l’artère utérine arquée doublait en fin de

gestation [35]. La figure 14 montre que le même phénomène est observé sur l’artère utérine

principale. Le diamètre moyen dc l’artère utérine chez la rate non gestante est dc

3OO±l2im et de 559±24im durant la gestation pour un échantillon de 12 rates dans chaque

groupes. Ce qui suggère fortement un remodelage dans ces artères durant la gestation.

Diamètre de l’artère utérine

u.

figure 14 : Diamètre de l’artère utérine principale chez la rate non gestante et gestante. (n

= 12) (* p<O,OO1)

Expression des récepteurs aux oestrogènes

Contrairement au GAPDH, l’expression de ERŒ et ER3 dans la vasuculature

utérine semblent être relativement faible. En effet, l’amplification des messagers de ERa et

ERf3 par une simple RT-PCR n’était pas suffisante. Pour obtenir un signal visible avec du

bromure d’éthidium sur gel d’agarose nous devions à partir de 5uL de produit de RT-PCR

refaire une deuxième amplification. Les résultats obtenus avec ces expériences (Fig.15) ne

nous ont pas permis de constater une différence significative de l’expression des différents

messagers durant la gestation.
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Figure 15: Expression par RT-PCR de l’ARN messager des récepteurs aux oestrogènes

(ERu, ERf3) dans les vaisseaux utérins de rates gestantes (G) et non gestantes (NG) a) et e)

exemple de RT-PCR avec 2 animaux pour chaque groupe b) et d) : comparaison entre G et

NG de la quantification relative de ERu et ERI3 respectivement. (n = 6).

Nous nous sommes alors tourné vers des immunobuvardages de type western avec

des anticorps dirigés spécifiquement contre ERu ou ERp. La figure 16 nous montre

l’expression de ces protéines dans la vasculature utérine de rates non gestantes et gestantes.

Nous observons donc une nette diminution de l’expression de ERF3 en fin de gestation dans

la vasculature utérine, alors que l’expression de ERu n’est pas changée.

ERu (372bp) G

ERf3 (405bp) 0• -

______

—

NG
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Figure 16: Expression protéique des récepteurs aux oestrogènes (ERŒ, ERf3) dans les

vaisseaux utérins de rates gestantes (G) et non gestantes (NG). Immunobuvardages

représentatifs avec cinq animaux différents dans chaque groupe. Ces résultats ont été

quantifiés et compilés avec d’autres immunobuvardages pour comparer entre les deux

groupes (n = 10). (* p<O,Ol)

Les effets non génomiques des oestrogènes

Les expériences de relaxation avec l’oestrogène ont été faites avec des artères

utérines dénudées d’endothélium qui ont été précontractées avec de la Phe (1.tM).

L’absence d’endothélium fonctionnel est confirmée lorsque aucune relaxation n’est obtenue
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en ajoutant 10 j.iM carbachol, un agoniste cholinergique et vasodilatateur dépendant de

l’endothélium. après contraction à la Phe. Dans un premier temps, nous avons vérifié si les

artères utérines principales, comme les artères arquées montraient une différence de

réactivité au 17f3-E2 durant la gestation. La Figure 17 montre que la relaxation observée

dans les artères utérines de rates non gestantes (127.9 ± 8.4%) au 173-E2 est

significativement plus importante que chez les gestantes (111.7 + 5.7%). Par la suite, nous

avons mesuré la relaxation induite par le 17Œ-E2. Ce stéréo-isomère de l’œstradiol

endogène, le 173-E2, se lie aux récepteurs des oestrogènes avec une affinité beaucoup plus

faible [103]. À la figure 17, on observe que le 17u-E7 induit aussi une relaxation

dépendante de la concentration (75.8 + 9.6% pour NG), qui est cependant la moitié de celle

obtenue avec le 17f3-E2 (127.9 + 8.40/). D’autre part, la réponse au 17u-E2 n’est pas

modifiée par la gestation (75.8 + 9.6% pour NG et 67.8 + 3.9% pour G). Pour vérifier si la

concentration élevée de molécule hydrophobe pouvait être la cause de la relaxation

observée en altérant la fluidité des membranes plasmiques des CMLV. Pour ce faire, nous

avons refait ces travaux en remplaçant l’oestrogène par du cholestérol. Le cholestérol

n’amène aucune relaxation des artères utérines principale aux mêmes concentrations que

celles utilisées pour les oestrogène (résultats non montrés).

Pour mieux comprendre la nature de cet effet relaxant, nous avons préincubé les

vaisseaux en présence dc ICI 182,780 20tM (un antagoniste «pure» des récepteurs aux

oestrogènes décrit à la section 1.2.3.1). On constate que le ICI 182,780 n’a aucun effet sur

les relaxations induites par le 1 7F3-E2 et le I 7Œ-E2 (Fig. 18) sur les artères des rates gestantes

et non gestantes. Ceci montre que l’effet vasorelaxants des deux oesfradiols, sur les artères

utérines n’est pas véhiculé par un récepteur nucléaire aux oestrogènes, ERŒ ou ERI3.
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Figure 19 Expression protéique des différentes NOS dans les vaisseaux utérins et

mésentériques de rates gestantes (G) et non gestantes (NG). a: (n = 4) b,c,d,e,f: (n = 5)
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dans les vaisseaux utérins et dans les vaisseaux mésentériques, comme exemple de

vaisseaLix systémique. Dans la figure 19, nous remarquons que dans les deux types de

vasculature, l’expression de eNOS est significativement augmentée en fin de gestation. Plus

particulièrement, l’augmentation observée dans les vaisseaux utérins Q--4,5X) est plus

importante que dans les vaisseaux mésentériques (l,5X) (Fig.19a et 19h). D’autre part, la

synthase de NO inductible (iNOS) n’est pas détectable dans les vaisseaux utérins ni avant

ou pendant la gestation (Fig. 19e). La situation est identique dans les vaisseaux

mésentériques (non montré). Contrairement à la eNOS, la nNOS est diminuée en fin de

gestation comparativement aux non gestantes, mais seulement dans les vaisseaux utérins

(Fig. 19e). L’expression de la nNOS dans les vaisseaux mésentériques n’est pas changée en

fin de gestation comparativement aux non gestantes (Fig. 19d).

Ces résultats montrent que la eNOS est considérablement augmentée dans les

artères utérines de rates gestantes; ce qui ne devrait pas être impliqué dans les réponse

myotropes obtenues (f ig. 17), puisque les tissus étaient dépourvus d’endothélium. Par

contre, la nNOS est significativement diminuée ce qui est en accord avec les données

fonctionnelles (Fig. I 7).
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4. Discussion

Le but de la présente étude était de caractériser l’effet vasorelaxant de l’oestrogène

sur les artères utérines. Nous voulions évaluer les rôles possibles des différentes NOS et des

récepteurs aux oestrogènes vis-à-vis de la relaxation rapide induite par les oestrogènes. Nous

avons utilisé le remodelage de la circulation utérine durant la gestation pour tenter de mieux

cerner le rôle de ces paramètres.

Nous avons tout d’abord démoniré que le diamètre de l’artère utérine double avant

parturition, comparativement aux rates non gestantes, suggérant que les vaisseaux utérins

subissent un remodelage important durant la gestation. Ceci démontre que le remodelage

qui s’opère sur l’artère utérine principale durant la gestation est comparable à celui observé

dans les artères utérines arquées, comme décrit antérieurement [35]. Étant anatomiquement

plus grosses, car les artères arquées sont des embranchements de l’artère principale, elles

subissent un remodelage aussi important qiti est proportionnel à leur calibre de départ.

Il a été démontré que l’oestrogène accroît le flot sanguin vers les organes

reproducteurs femelles [56], ce qui corrèle avec l’augmentation de flot sanguin durant le

cycle oestral et la gestation. Cependant, le mécanisme par lequel s’effectue l’augmentation

du flot sanguin utérin induit par les oestrogènes demeure encore obscur. Nous voulions

alors comparer l’expression des récepteurs aux oestrogènes au niveau des vaisseaux utérins

en fonction de la gestation. Par RT-PCR, nous avons évalué l’expression de ERŒ et ERf3

dans les vaisseaux utérins était très faible puisqu’il était nécessaire d’effectuer deux étapes

d’amplification successives pour arriver à détecter un signal d’expression. Dans ces

conditions, il est difficile de comparer de façon quantitative les niveaux d’expression en

fonction de la gestation. Très peu d’études ont réussi à démontrer des variations des

récepteurs aux oestrogènes dans les artères utérines avec cette teclmique. Jusqu’à présent

seulement des études utilisant des cultures de cellules endothéliales d’artère utériie

humaine [131] ou de CMLV humain[132] ont été publié.

C’est pourquoi nous avons choisi par la suite la technique d’immunobuvardage de type

western pour vérifier la présence des récepteurs aux oestrogènes. Dans la littérature, une

étude datant de 1993 rapporte tine augmentation de la liaison de l’oestrogène dans une

préparation d’artère utérine en fin de gestation [8]. Cette étude ne discrimine pas entre les
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deux sous-types de récepteur, le récepteur f3 n’étant pas encore identifié. Plus récemment,

une étude a mesuré l’expression des deux sous-types de récepteurs dans l’artère utérine de

rat Sprague-Dawley par immunohistochimie [133]. Malgré l’augmentation du flot sanguin

utérin, les auteurs n’ont pas observé de différence d’expression de ERŒ et ERf3 durant le

cycle oestral. Pour notre part, nous n’avons observé aucun changement de l’expression de

ERŒ tandis que ERf3 était significativement moins abondant en fin de gestation dans les

vaisseaux utérins. Ceci laisse à penser qu’une partie des effets dc l’oestrogène, qui

permettent d’augmenter le flot sanguin durant la gestation, est due à la diminution de ERf3,

ce qui permettait une augmentation relative de l’activité de ERŒ. Car, comme il a été

mentionné précédemment (section 1.2.3), des évidences suggèrent que ERf3 agit comme

répresseur de l’activité de ERu, à des concentrations non saturantes d’oestrogène [110]. Une

autre possibilité est que le nombre de récepteurs soit diminué par la présence d’oestrogène.

Ce phénomène a été décrit pour ER depuis quelques années et se nomme l’autorégulation

négative (autologous down-regulation) [134]. Cependant, on ne sait pas encore si ERf3 subit

le même type de régulation. Une étude récente suggère que ERf3 n’est pas régulé par ce

mécanisme dans des cellules musculaires lisses d’aorte humaine, mais il l’est dans les

cellules MCF-7 [135]. Les recherches devront être poursuivies pour expliquer pourquoi

nous observons une diminution de ERf3 mais pas de ERa dans les artères utérines durant la

gestation. Pour ce qui est de l’étude de Leiberman [8] il est aussi possible que

l’augmentation de liaison observée soit simplement due à l’hyperplasie des cellules de

l’artère utérine qui augmenterait le nombre total de sites liaisons dans la vasculature entière

sans pour autant signifier une augmentation de l’expression des récepteurs de la part de ces

cellules.

L’objectif suivant de ce projet était d’évaluer les effets vasorelaxants aigus de

l’oestrogène et de voir l’influence de certains modulateurs pharmacologiques sur ces

relaxations. Mais avant tout, considérons que les effets vasorelaxant aigus des oestrogènes

sont généralement observés à des concentrations pharmacologiques, i.e. significativement

plus élevées que les concentrations physiologiques de l’hormone. Cependant, l’expérience

en elle-même et la sensibilité de détection de l’instrumentation amènent ce biais, car pour

être capable de mesurer les effets vasorelaxants des oestrogènes nous devons induire un

tonus dans le vaisseau sanguin qui permet une relaxation mesurable. Il est convenu

d’utiliser dans ses conditions un vasoconstricteur à un concentration supérieure à l’EC50. Ce

faisant, les concentrations de l’agent vasorelaxant que nous devons utiliser sont aussi
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supraphysiologiques. Ajoutons que l’oestrogène circulant n’existe pas seulement sous forme

libre, mais aussi liée à l’albumine ou encore à des globulines liant les hormones sexuelles

(sex hormone binding globuline). Ces oestrogènes liés à des protéines peuvent se dissocier

dans les capillaires et ainsi permettre une concentration d’oestrogènes libres au tissu cible

d’au moins dix fois supérieure à celles mesurées dans le plasma [136]. Il a aussi été

démontré que des cellules pourraient synthétiser leurs propres oestrogènes. Par exemple, les

surrénales chez les humains et d’autres primates sécrètent dans la circulation d’importante

quantité d’un précurseur des oestrogènes, le DREA. Celui-ci peut être ensuite converti en

oestrogène dans les cellules cibles ou bien être directement converti et agir dans la même

cellule où il est synthétisé [137]. Une autre étude a démontré que les CMLV chez l’humain,

mais pas l’endothélium, exprime l’aromatasc (i.e. l’oestrogène synthétase) [138]. Cette

enzyme catalyse l’étape finale de la biosynthèse des oestrogènes. Ce qui suggère fortement

que l’oestrogène peut agir de façon paracrine ou autocrine dans les muscles lisses

vasculaires. Même si d’autres études sont requises pour confirmer ces observations, il n’en

demeure pas moins que ces travaux avec des concentrations élevées d’oestrogènes nous

apparaissent pertinents.

Nous avons démontré que le I 7r3-E2 induit une relaxation de l’artère utérine.

Comme ce fut le cas dans les artères arquées, la relaxation maximale est pius importante

chez les non gestantes que les gestantes. À notre connaissance, aucune étude n’a comparé

ce phénomène ou démontré cette différence. Nous avons ensuite montré que le

stéréoisomère 17Œ-E2 permet, lui aussi, une relaxation de l’artère utérine chez les deux

groupes de rates, quoique l’effet maximal est environ la moitié de celui produit par le 1713-

E2. Nous avons utilisé ce stéréoisomère comme un exemple d’oestrogène qui se lie aux

récepteurs classiques des oestrogènes avec une très faible affinité par comparaison au ligand

endogène, le 1713-E7. En fait, l’affinité dc liaison relative pour chacun des récepteurs des

oestrogènes a été mesurée en prenant comme référence le 1 713-E2 avec une valeur de 100.

Donc, l’affinité du 17u-E2 pour ERŒ est 58 et 11 pour ERJ3 [103]. Dans la littérature, une

étude rapporte que la relaxation rapide dc l’artère mésentérique induite par lel7Œ-E2 est

identique à celle obtenue avec le 1713-E2[139], alors qu’une autre démontre que le 17Œ-E2

amène une faible relaxation comparée au 17f3-E2 [140]. Nos travaux s’apparentent plus à

cette dernière étude, mais la comparaison demeure difficile, étant donné qu’elles n’ont pas

été effectuées chez des artères utérines, mais bien mésentériqucs chez des rats mâles. Ces
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deux vasculatures ont des fonctions et propriétés différentes. Par exemple, la réactivité à

phényléphrine durant la gestation dans les artères mésentériques est diminuée LI 41], tandis

qu’elle est augmentée dans les artères utérines arquées [35]. Toutefois, nos résultats

comparatif des effets du 17a-E2 et du 1713-E2 nous suggèrent que le premier agirait comme

agoniste partiel de l’effet vasorelaxant des oestrogènes. Pour tenter d’expliquer celle

observation, nous avons mesuré les effets des deux stéréoisomères d’oestrogènes en

préincubant nos segments d’artères avec un antagoniste pur des ERs, le ICI 182,780. Cet

antagoniste des ERs n’a pas bloqué la relaxation engendrée par le 17Œ-E2 et le 1713-E2.

Cette dernière observation suggère l’implication, dans la relaxation induite par E2, d’un site

de liaison différent des ERs. À notre connaissance, aucune autre étude n’a rapporté une

telle observation dans les artères utérines. Par contre, une relaxation induite par les

oestrogènes, non bloquée par un antagoniste des ERs, a aussi été décrite dans d’autres types

vasculaires, comme les vaisseaux mésentériques de rat [140] et les coronaires de chien

[142]. Cependant, l’effet vasorelaxant du 1713-E2 est partiellement inhibé par le ICI 182,780

dans l’aorte de rat [143]. Ce qui pourrait suggérer que le mécanisme par lequel l’oestrogène

exerce cette relaxation serait différent d’un type vasculaire à l’autre. Ccci nous amène

plutôt à suggérer que l’oestradiol induit la relaxation des artères utérines via un mécanisme

qui n’implique pas les ERs, mais qui doit quand même être stéréospécifique puis que le

17Œ-E2 amène une relaxation significative plus faible que l’oestrogène endogène, donc

agissant comme agoniste partiel, mais avec la même affinité.

Nous avons démontré que les artères utérines relaxent en réponse au 1713-E2 de

façon identique à nos observations antérieures dans les artères utérines arquées (Lapointe,

Sicotte et St-Louis; non publié). C’est-à-dire que la relaxation suivant une stimulation à la

phényléphrine dans ces artères dénudées d’endothélium est plus importante chez les non

gestantes que chez les gestantes. De plus, cette relaxation augmentée des non gestantes a

été caractérisée dans les artères arquées comme provenant de la production de NO

musculaire.

Nous avons démontré par immunobuvardage que l’expression de eNOS augmente

durant la gestation dans les vaisseaux mésentériques et utérins dc rat. Ces résultats sont en

accord avec plusieurs autres études effectuées chez d’autres espèces [50;51], dont l’humain

[52]. De plus, nous avons aussi observé que l’augmentation relative de eNOS dans les
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vaisseaux utérins est plus élevée que celle dans les vaisseaux mésentériques. Encore une

fois, ceci est identique à ce qui a été observé chez la brebis [51]. Malgré tout, ces

augmentations d’expression de eNOS ne peuvent pas être corrélées avec les relaxations

engendrées par l’oestrogène que notis avons obtenues, étant donné que ces expériences

pharmacologiques ont été effectuées sur des artères utérines dénudées d’endothélium et que

la eNOS se retrouve presque exclusivement dans l’endothélium [144].

Ensuite, nous n’avons pas été en mesure de détecter la iNOS ni dans les vaisseaux

utérins ni dans les vaisseaux mésentériques. Ces résultats sont en accord avec plusieurs

études qui n’ont pas détecté de iNOS dans les vaisseaux utérins ou dans des vaisseaux de

résistances [144;145] d’animaux ou d’humain [52]. Il faut néanmoins spécifier que cela ne

permet pas de conclure qti’il n’y a pas d’expression de iNOS. Mais, du moins, la quantité

est excessivement faible et ne peut pas être détecté pas immunobuvardage western.

En dernier lieu, nous avons démontré que l’expression de la nNOS ne variait pas

dans les vaisseaux méscntériques, mais qit’elle était significativement diminuée dans les

vaisseaux utérins en fin de gestation. Ces résultats sont plutôt surprenants puisque jusqu’à

présent, la nNOS a été détectée dans les artères utérines humaines, mais les auteurs n’ont

pas été en mesure de voir une différence d’expression durant la gestation [52]. Cependant,

d’après les auteurs, à cause de certaines difficultés dans l’obtention de ces résultats, ceux-ci

devraient être réétudiés. En effet, la méthode de dissection est semble-t-il très difficile et

plusieurs échantillons n’avaient pas de nNO$ détectable. Le groupe de Rosenfeld a

rapporté une augmentation d’expression de nNOS dans l’artère utérine de brebis suivant

l’administration de 1713-E2 quotidiennement [146]. Quoi qu’il en soit, nous suggérons que

la nNOS serait responsable de la production de NO dans les CMLV de l’artère utérine des

non gestantes. Et cette production de NO permet la plus grande relaxation induite par le

1713-E2 et serait perdue chez la gestante lorsque l’expression de nNOS est substantiellement

diminuée.
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5. Conclusion

En conclusion, nous avons démontré que l’artère utérine principale est l’objet d’un

remodelage qui amène son diamètre à doubler en fin de gestation. Nous avons démontré

que durant la gestation il y a tme diminution de l’expression de ERf3, alors que celle de ERŒ

est inchangée. Nos résultats suggèrent que la relaxation des artères utérines induite par

l’oestrogène est indépendante des récepteurs nucléaires aux oestrogènes. Finalement, la

relaxation au 1713-E2 réduite dans les vaisseaux utérins chez les gestantes serait due à la

diminution de nNOS dans ces vaisseaux.

À la lumière de tous ces résultats, nous devons réfuter partiellement l’hypothèse que

nous avions émise au départ. En effet, nous avions suggéré que l’effet vasorelaxant aigu des

oestrogènes dans les vaisseaux utérins est en partie médié par une NOS musculaire présente

chez les non gestantes et que l’activation de cette enzyme est dépendante des récepteurs aux

oestrogènes. Nos résultats suggèrent plutôt que l’effet vasorelaxant de l’oestrogène sur les

muscles lisses vasculaires des artères utérines serait en partie médié chez les non gestantes

par du NO musculaire provenant des nNOS et passerait par une voie indépendante des

récepteurs aux oestrogènes, mais qui possède néanmoins une certaine stéréospécificité.
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6. Perspectives:

Cette élitde amène d’autres perspectives de recherche. Il serait très intéressant à

court terme de pouvoir identifier par quel effecteur l’oestrogène agit sur les CMLV pour

amener la plus grande partie de la relaxation qui n’est pas occasionnée par la libération de

NO de la nNOS. Le modèle proposé (Fig.20) montre les différentes possibilités d’action de

l’oestrogène. Il sera intéressant de vérifier si cette relaxation pourrait être occasionnée par

une activation de canaux potassiques. Ce qui aurait comme conséquence d’hyperpolariser la

cellule et de nuire à l’entrée de calcium dans la cellule. Alternativement, l’estrogène

pourrait agir directement sur des canaux calciques membranaires, ce qui diminuerait

significativement l’entrée de calcium dans les CMLV. Une autre possibilité de l’action

relaxante de l’estrogène sur les CMLV serait qu’il se lierait sur un récepteur ou un site de

liaison autre que les récepteurs des oestrogènes connus. Ce nouvel effecteur pourrait se

retrouver à la membrane, confirmant des études utilisant de l’oestrogène conjugué à la BSA

[76]. Ce récepteur, pourrait être le récepteur ER-X proposé par le groupe de Toran-Allerand

[147] ou bien un tout autre récepteur[148]. Des études supplémentaires seront nécessaires

pour parfaire les connaissances sur les effets de l’oestrogène.
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figure 20: Perspectives qui découlent de cette étude. Différentes voies d’action de

l’oestrogène dans les CMLV des artères utérines chez la rate qui devront être étudié

ultérieurement.
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