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Liste des abréviations utilisées

concentrationefficace la mm Hg, concentration

d'agonistenécessairepour obtenir une réponse

vasoconstrictricede la mm Hg.

concentrationefficace 0,1 g, concentration

d'agonistenécessairepour obtenir une réponse

vasoconstrictricede 0,1 g.

concentrationefficace 50 %, concentration

d'agonistenécessairepour obtenir une réponseégale

à 50 % de l'effet maximum.

concentrationinhibitrice 50 %, concentration

d'antagonistenécessairepour obtenir une réponse

égale à 50 % de l'effet maximum.

coefficient de variation exprimé en %

"endotheliumderived contracting factor", facteur

contractantdérivé de l'endothélium

"endotheliumderived relaxing factor", facteur

relaxant dérivé de l'endothélium

écart standardde la moyenne

inhibiteurs de l'enzyme de conversionde

l'angiotensinel

inhibiteurs de flux calciques

intramusculaire

intrapéritonéal

l,4,5-inositol triphosphate

moyenne

minute

pressionartérielle diastolique

pressionartérielle moyenne

pressionartérielle systolique

"receptor operatedchannel", canaux calciquesactivés

par un récepteur

seconde

rat spontanémenthypertendu

unités internationales



voc

la

"voltage operatedchannel", canaux calciquesactivés

par une dépolarisation

Modèle 1/16 : rats Wistar jeunes recevant 1 jour de traitement

par la vitamine D3 (1 x 300 000 UI/kg par voie intramusculaire)

et la nicotine (2 x 25 mg/kg, per os), suivi de 16 jours de

repos.

C3 : traitement par le captopril (3 mg/kg) .

CIO : traitement par le captopril (la mg/kg) .

PO,3 traitement par le perindopril (0,3 mg/kg) .

Pl traitement par le perindopril (1 mg/kg) .

p3 traitement par le perindopril (3 mg/kg) .

181 : traitement par l'isradipine (1 mg/kg) .
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1. RESUME

Parmi les modifications cardio-vasculairesengendréespar le

vieillissement, la surchargecalcique vasculairerevêt une

importanceparticulière. Le taux de calcium total aortique

augmenteen effet de 150 fois entre les âges de 10 et 90 ans chez

l'Homme (Fleckensteinet coll., 1985).

Un modèle de surchargecalcique cardio-vasculairea été

développéchez le rat adulte jeune, dans lequel la surcharge

calcique est comparable, par son ampleur et ses effets, à celle

observéelors du vieillissement chez l'Homme.Un jour de traitement

par la vitamine D3 (1 x 300 000 UI/kg, par voie intramusculaire)

et la nicotine (2 x 25 mg/kg, per os), suivi de 16 jours de repos

(modèle 1/16), induit une surchargecalcique et une augmentation

de la pressionartérielle différentielle.

La surchargecalcique est localiséeau coeur et aux artères,

ainsi qu'aux organes "cibles" de la vitamine D (reins et

intestin). La sélectivité cardio-vasculaireest la suivante

aorte et artère carotide>myocarde>vaisseauxde résistance.

In vitro, dans l'aorte et le lit mésentérique,la surcharge

calcique provoque une baissede la réactivité à la noradrénaline

et à la sérotonine, ainsi qu'une diminution de la fonction

endothéliale.

Ce modèle se caractériseégalementpar une pression

différentielle augmentéechez le rat anesthésiéet une compliance

aortique abaissée.Ces modifications sont provoquéespar la

surchargecalcique, en présenced'un profil lipidique plasmatique

normal.

L'isradipine (inhibiteur de flux calciques, IFC) prévient la

surchargecalcique dans le lit mésentériqueet l'artère caudale.

Les inhibiteurs de l'enzyme de conversionde l'angiotensinel

(IEC : captopril et perindopril) et l'isradipine préviennent la

perte de réactivité à la noradrénalinedans le lit mésentériqueet

l'aorte.
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Les IEC et IFC rétablissentla fonction endothélialedans le

lit mésentériquealors que seuls les IEC la rétablissentdans

l'aorte.

La réversibilité de la surchargecalcique dans les artèresde

résistanceainsi que la réversibilité des modifications de

réactivité vasculaire induites par cette même surcharge,

permettentd'entrevoir une stratégiethérapeutiquedes troubles

cardio-vasculairesqu'elle engendrelors du vieillissement et de

l'hypertensionartérielle. Des résultatscliniques montrent que

les IEC et les IFC ont un effet bénéfiquesur la compliance

artérielle de patientshypertendus.

Le modèle que nous décrivons dans cette thèse constitueraun

outil important dans la recherchede nouveaux IEC et IFC efficaces

dans les cas de surchargevasculairede calcium.

Mots clés : Aorte - Artères - Calcium - Vieillissement ­

Artériosclérose- Endothélium - inhibiteur de flux calciques ­

inhibiteur de l'enzyme de conversionde l'angiotensinel
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2. INTRODUCTION

Le contenu en calcium total des artèresaugmenteavec l'âge

chez l'Homme (Fleckensteinet coll., 1986). Afin d'étudier

l'influence de la surchargecalcique dans le vieillissement

artériel, nous avons développéun modèle de surchargecalcique

chez le rat adulte jeune. Un traitement court (1 jour) par la

vitamine D3 et la nicotine, suivi de 16 jours de repos, entraîne

une surchargecalcique cardio-vasculaire,sans modification du

métabolismelipidique.

Dans ce chapitre, nous décrirons :

1) les modifications cardio-vasculairesengendréespar le

vieillissement,

2) les travaux effectuéssur la surchargecalcique artérielle, 3)

les différents modèles d'étude du vieillissement vasculaire, plus

particulièrementles modèles de surchargecalcique et

4) les objectifs de notre étude et les méthodesutilisées.

2.1. vieillissement artériel

La fréquenceet la sévéritédes pathologiescardio­

vasculairesaugmententavec l'âge. Les pressionsartérielles

systolique et diastolique s'accroissentlors du vieillissement

(Kannel, 1987). Après 60 ans, la pressionsystolique continue à

augmenteret la pressiondiastolique tend à diminuer. Ceci est en

partie la cause de la mortalité plus importante des sujets

hypertendusqui "sortent" ainsi des statistiques.

rI en résulte une élévation de la pressionartérielle

différentielle. Ces observationssuggèrentune baissede la

complianceartérielle. Des atteintesdu systèmecardio-vasculaire

à différents niveaux sont à l'origine de ces modifications

hémodynamiques.

En effet, le vieillissement entraînedes altérationsdes

fonctions adrénergique,sérotoninergiqueet histaminergique,de la

transmissionneuromusculaire,du systèmerénine-angiotensineet
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des fonctions réflexes (Docherty, 1990). Toutefois le système

cardio-vasculairedu sujet âgé fonctionne normalementau repos et

lors d'efforts modérés (Docherty, 1990).

Sur le plan expérimental, les étudesdu vieillissement font

appel à des modèles présentantdes pathologiesdont la fréquence

augmente lors du vieillissement (lapin hypercholestérolémiqueet

rats hypertenduspar exemple), ou à des animaux âgés. La réponse

des tissus isolés aux agonistesa fait l'objet de nombreux travaux

et le vieillissement semble provoquer une atténuationde la

réactivité vasculaire.

2.1.1. Modifications hémodynamiquesassociéesau

vieillissement

La pressionartérielle moyenne au repos augmenteavec l'âge

chez l'Homme (Kannel, 1987). La situation est moins évidente chez

l'animal: la pressionartérielle semble non modifiée lors du

vieillissement chez le rat (McCarty, 1985; Wei et coll., 1987), le

lapin (Owen, 1986) ou le chien (Cox et coll., 1981).

La concentrationde noradrénalineplasmatiqueest pourtant

augmentéepar le vieillissement, tant chez l'animal que chez

l'Homme (paragraphe2.1.1.4.). Ainsi, la relation entre la

pressionartérielle et la noradrénalinecirculante ne semble pas

directe. Ceci confirme le fait que la haussedu taux sanguin de

noradrénalinene reflèterait que la baissede réactivité

adrénergique(paragraphe2.1.1.4.).

Le rythme cardiaque, quant à lui, ne diminue pas chez l'Homme

âgé, au repos et en l'absencede pathologie cardiaque (Simpson et

Wicks, 1988).

Chez l'animal, malgré des observationsparfois divergentes,

le rythme cardiaquene semble pas non plus se modifier lors du

vieillissement (Fouda et Atkinson, 1986). Toutefois, la

tachycardieinduite par l'isoprénalines'atténueavec l'âge chez

l'Homme (Bühler et coll., 1980) et le rat (Simpkins et coll.,

1983). La sensibilitédes baroréflexesest elle aussi abaissée
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lors du vieillissement (Frolkis et coll., 1975).

Ainsi, au repos, la fonction cardiaquereste normale (en

l'absencede pathologie cardiaque) chez le sujet âgé, mais lors

d'efforts ou de stimulations, par l'isoprénalinepar exemple, la

probabilité d'apparitionde signes d'insuffisancecardiaque

augmente (Docherty, 1990).

Enfin, malgré des observationscontradictoireset une

connaissanceencore incomplète des effets du vieillissement sur le

systèmecardio-vasculaire,il est possibled'affirmer que le

vieillissement provoque une perte globale de réactivité.

Une cascaded'évènementstend à compensercette perte et à

maintenir ainsi un état apparentde bon fonctionnementchez le

sujet âgé. La rigidification des vaisseauxet la baissede

filtration glomérulaire, associéesà l'âge, entraînentune

élévation progressivede la pressionartérielle. L'augmentationde

la post-chargeconsécutiveà celle du volume extracellulaire

qu'induit la baissede filtration glomérulaire, provoque, quant à

elle, une hypertrophieventriculaire gauche conduisantà un

remplissageinadéquaten systole.

La baissede filtration glomérulaire déclencheune

hypersécrétiond'hormonenatriurétiqueafin d'augmenter

l'excrétion rénale du sodium. Ceci se répercuteau niveau

vasculairepar une hypertonicitéqui va élever la pression

artérielle systolique. Il en résulte un accroissementde la

probabilité d'insuffisancecardiaque (figure 1). Malgré tout, au

repos, le systèmecardio-vasculaireâgé fonctionne normalement.
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Figure 1 : Modifications induites par la vieillissement sur le

fonctionnementdu systèmecardio-vasculairechez l'Homme (d'aprèsBlaustein

et Hamlyn, 1984 et Oocherty, 1990).

PAS : pressionartérielle systolique; PAO

FG : filtration glomérulaire.

pressionartérielle diastolique;

+ : indique une activation.

2.1.2. Etude globale du vieillissement vasculaire in

vitro

2.1.2.1. Vasoconstriction

Dans les tissus isolés, la plupart des étudesmontrent une

modification, avec l'âge, des réponsesinduites par les agonistes

(noradrénaline,sérotonineet histamine, notamment).

La réactivité vasculaireà l'histamine baisse lors du

vieillissement (Toda et coll., 1986).

Le cas de la noradrénalineest plus controverséet les

conclusionsvarient en fonction du tissu utilisé. Selon les

auteurs, les réponsesdu systèmeadrénergiquesont, soit diminuées

(Tuttle, 1966; Fouda et Atkinson, 1986), soit inchangéespar le
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vieillissement (Scott et Reid, 1982; Duckles et coll., 1985). Sur

l'aorte de rat, l'âge abaissela réactivité aux agonistes

adrénergiqueset la réservede récepteursalpha-adrénergiques

(Docherty, 1990).

Comme pour la noradrénaline,les effets du vieillissement sur

la réactivité à la sérotoninevarient suivant les études.

La réactivité à la sérotoninebaissedans l'aorte du rat

(Cohen et Berkowitz, 1976; Wanstall et O'Donnell, 1989). Dans

d'autresvaisseaux, l'âge ne provoque pas de modification (artères

mésentériqueet carotide du rat: Emmick et Cohen, 1986; artères

coronairesdu chien: Toda et coll., 1987; veines de l'avant-bras

chez l'Homme: Blauw et coll., 1988).

A l'opposé, une haussede réactivité à la sérotonineest

observéedans l'aorte (Emmick et Cohen, 1986) et dans les artères

coronairesdu rat (augmentationde la réponsemaximale et de la

sensibilité à la sérotonineet haussede l'affinité des récepteurs

: Nyborg, 1991).

Les plaquettesconstituent le principal réservoir de

sérotoninedans le systèmecardio-vasculaire.Leur contenu en

sérotonineet leur capacitéde recaptagede la sérotonine

diminuent avec l'âge: ceci a été associéà une haussede

libération intravasculairedu neuromédiateurainsi qu'à une

augmentationde la réactivité vasculaireà la sérotonine (Doyle,

1988) .

Cette hypothèseest soutenuepar des études cliniques

montrant que des patientshypertendusâgés sont plus sen3iblesà

la kétansérineque de jeunes patientshypertendus (Doyle, 1988).

Néanmoins, dans une étude invasive menée chez l'Homme, au niveau

de l'avant-brasoù la sérotoninese comporte comme un

vasodilatateur,il a été montré que l'âge n'induit pas de

modification (Blauw et coll., 1988).

Quant au fonctionnementdu systèmerénine-angiotensine,il

diminue égalementlors du vieillissement (James et coll., 1986).

En fait, la baissede l'activité réninique plasmatiqueet la
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baisseconsécutivedu taux d'angiotensineII participeraientà

l'hyporéactivitévasculairedécrite pour la noradrénaline.

Il est aussi important de noter que l'angiotensinen'agit pas

seulementdirectementpar son effet vasoconstricteurpuissant,

mais égalementpar potentialisationdes vasoconstrictionsinduites

par la noradrénaline,en activant la protéine kinase C (Laher et

coll., 1990).

La diminution d'activité du systèmerénine-angiotensine

pourrait aussi expliquer la moindre efficacité des IEC à corriger

la pressionartérielle chez les patientshypertendusâgés (Bühler

et coll., 1980). Cette dernière observationest toutefois

controversée(Baker, 1988).

La réactivité vasculaireaux agonistes,hormis la sérotonine,

semble donc globalementdiminuer avec l'âge. L'action des agents

vasoconstricteursétant contrebalancéepar des mécanismes

vasodilatateurs,il n'est pas inattenduque ces derniers subissent

eux aussi des modifications lors du vieillissement.

2.1.2.2. Vasodilatation

Les principaux mécanismespouvant induire une vasodilatation

ln vitro sont modifiés par le vieillissement.

Les réponsesdu systèmebéta-adrénergiquediminuent dès la

période de maturation, et cette baisses'accentueavec l'âge dans

l'aorte, l'artère pulmonaire, les veines jugulaires et porte du

rat et du lapin et dans les artèrescérébraleset mésentériquesdu

chien (revue: Lakatta, 1987), les veines de la main (Hiremath et

coll., 1989) et la veine saphènede l'Homme (Ikezono et coll.,

1987) .

2.1.2.3. Endothéliumvasculaire

L'endothéliumvasculairesubit lui aussi une modification

fonctionnelle avec l'âge. Furchgott et Zawadski (1981) ont

démontré le rôle indispensablede l'endothéliumdans la relaxation

de l'aorte du lapin par l'acétylcholine.
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L'endothélium, sous l'effet de l'acétylcholine, libère de

l'EDRF ("endotheliumderived relaxing factor"), facteur relaxant,

sous la dépendancedu calcium extracellulaire.Les propriétésde

l'EDRF sont globalementassimilablesà celles de l'oxyde nitrique,

NO (Furchgott, 1985; Palmer et coll., 1987; Kelm et coll., 1988)

qui, au niveau de la cellule musculaire lisse, active la

guanylate-cyclase,entraînantun accroissementde la concentration

intracellulaire de guanosine3'-5'-monophosphatecyclique (GMPc)

(Holzmann, 1982; Rappoport et Murad, 1983; Furchgott et coll.,

1984; Ignarro et coll., 1984) et induit une vasorelaxation.

Les vasodilatateursnitrés (EDRF et nitroprussiatede sodium,

notamment) agissentdirectementsur la cellule musculaire lisse.

Ils mettent en jeu plusieursmécanismes:

1) hyperpolarisationde la membraneplasmique, à fortes doses, par

activation de la pompe électrogéniqueNa+/K+ ou par augmentation

de la perméabilitéde la membraneau potassium, ou par les deux

simultanément,

2) inhibition de l'influx calcique transmembranaireet

3) augmentationde la production de GMPc, aboutissantà

l'inhibition de la mobilisation du calcium (Weiss et coll., 1990).

Le dernier mécanismesemble prédominant (Weiss et coll.,

1990). La vasorelaxation,liée à l'augmentationde la

concentrationintracellulaire du GMPc, n'est pas encore

complètementexpliquée.

Il a toutefois été démontré que plusieursmécanismes

complémentairesentrent en jeu.

La guanylate-cyclaseest une enzyme présentedans la cellule

sous deux formes : une forme soluble (cytoplasmique) et une forme

liée à la membraneplasmique, activée uniquementpar les

atriopeptinesdont les récepteurssont prochesdu site de

l'enzyme.

Son activation aboutit à la formation de GMPc, lequel réduit

la concentrationintracytoplasmiquede calcium par augmentationdu

flux calcique dans les vésiculesmicrosomales,activation de
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l'efflux calcique hors de la cellule (activation des pompes

calcium-ATPasiqueset de l'échangeurNa+- Ca++ dans la membrane

plasmique), baissede l'influx calcique vers le cytoplasmeet

diminution de la formation du l,4,5-inositol triphosphate (IP3)

(d'où une baissede la libération de calcium par le réticulum

sarcoplasmique) (Weiss et coll., 1990).

A côté de l'EDRF, l'endothélium libère d'autres "facteurs

relaxants", tels l'EDHF (facteur hyperpolarisant,Bolton et coll.,

1984; Félétou et Vanhoutte, 1988) et la prostacycline (Wekler et

coll., 1977; Frangos et coll., 1985).

A l'inverse, il a été démontré que l'endothéliumpouvait

provoquer une vasoconstriction(Hickey et coll., 1985).

L'endothéline, isolée de cellules endothélialesporcines en

culture est un vasoconstricteurpuissantde durée d'action longue,

dépendantedu calcium extracellulaire (Yanagisawaet coll., 1988)

et intracellulaire (Wagner-Mann et Stureck, 1991).

L'endothéliumporte égalementà sa surface l'enzyme de

conversionde l'angiotensinel (Bünning et coll., 1986) et peut

synthétiserla rénine et l'angiotensineI.

Ainsi, l'endothélium joue un rôle important dans

l'homéostasievasculaire (Gryglewski et coll., 1988; Lüscher,

1988). Il module les réponsesdes vaisseauxaux agents

constricteurs (Criscione et coll., 1990) et dilatateurs (Shirazaki

et coll., 1986).

De plus, l'endothéliumest sensibleaux variations de

pressionet de flux sanguin. Il est le site de "mécanorécepteurs"

sensiblesà la pressionet de récepteurssensiblesaux forces de

cisaillement ("shear stress") ou récepteursde flux (Rubanyi et

coll., 1990).

L'activation des récepteursde flux susciterait la production

d'EDRF; l'activation des "mécanorécepteurs"aboutirait à la

production d'EDCF ("endothelium derived contracting factor") et

ralentirait celle de l'EDRF (Rubanyi et coll., 1990).
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L'endothéliumn'est toutefois pas le seul site de

"mécanorécepteurs"et de récepteursde flux. Ces deux types de

récepteursou "senseurs"ont été mis en évidence dans des

préparationsvasculairesdépourvuesd'endothélium (Bevan et Laher,

1991). Leur répartition entre l'endothéliumet la membrane

cellulaire pourrait varier en fonction du lit vasculaireétudié

(Henrion et Bevan, résultatsnon publiés).

Avec l'âge, la relaxation dépendantede l'endothélium

s'atténue,comme cela a été montré dans l'aorte et l'artère

fémorale (Soltis, 1988), l'artère mésentériquedu rat (Moritoki et

coll., 1986) et dans l'artère mésentériquedu chien (Shimizu et

Toda, 1986).

Cette atténuationde la vasorelaxationinduite par

l'endothéliumsurvient aussi dans des pathologiesassociéesau

vieillissement, dans l'hypertensionartérielle (Hongo et coll.,

1988) et dans l'athérosclérose(Jayakody et coll., 1987). La

réactivité des vaisseauxaux vasodilatateursnitrés, dont l'action

est similaire à celle de l'EDRF, est soit abaissée(Karaki et

coll., 1985; Moritoki et coll., 1988), soit non modifiée avec

l'âge (O'Donnell et Wanstall, 1986; Tsujimoto et coll., 1986).

Les modifications de réponseaux vasodilatateursnitrés sont

équivoqueset l'hypofonctionnementde l'endothéliumvasculaire

prédomine lors du vieillissement.

Le systèmebéta-adrénergiqueet l'endothélium jouent un rôle

clé dans la modulation des vasoconstrictions,tout comme le

systèmealpha-2-adrénergique,dont le fonctionnementest lui aussi

atténuépar le vieillissement (Kelly et O'Malley, 1984).

A ce sujet, l'atténuationpar la yohimbine (antagonistealpha

2-adrénergique)des réponsesà la stimulation électriquebaisse

avec l'âge (Hyland et Docherty, 1985).

Les principaux mécanismesde vasodilatationsont donc

atténuéslors du vieillissement, à l'instar des mécanismes

vasoconstricteurs.L'ensemblede ces mécanismesagissentde
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concert pour moduler la neurotransmission.

2.1.2.4. Neurotransmission

La concentrationplasmatiquede noradrénalines'élèveavec

l'âge, au repos (Lakatta, 1987; Vargas et coll., 1987) ou à la

suite d'un stresstel un changementde position (Saar et Gordon,

1979; Sowers et coll., 1983), l'ingestion de glucose (Young et

coll., 1980) ou un exercicemusculaire (Fleg et coll., 1985;

Vargas et coll., 1987).

Par contre la concentrationplasmatiqued'adrénalinene

changepas (Vargas et coll., 1987).

Le vieillissement provoque aussi une réduction du contenu

tissulaireartériel en noradrénalinechez le rat (Fouda et

Atkinson, 1986; Duckles, 1987) et dans d'autresespèces(revue par

Roberts et Turner, 1987).

De plus, la densité des fibres sympathiquesvasculaires

diminue, l'activité de la monoamine oxydase vasculaireaugmente

(Handa et Duckles, 1987) et la libération de noradrénalinetritiée

provoquéepar la stimulation nerveuses'abaisse(Roberts et

Turner, 1987).

Cette baissedu contenu en noradrénalinedes vaisseauxest

probablementliée en partie à celle du recaptageneuronal de la

noradrénaline(Docherty et Hyland, 1986; Duckles, 1987). La

diminution de la fonction alpha-2-adrénergiqueserait une causede

cette atténuation (Kelly et Q'Malley, 1984; Docherty et Hyland,

1986) .

La modification de ces différents mécanismescompensela

perte partielle de réactivité du systèmealpha-adrénergique

survenant lors du vieillissement et aurait pour conséquence

l'augmentationde la concentrationplasmatiqueen noradrénaline.

2.1.2.5. Matrice extra-cellulaire

Avec l'âge, la paroi des vaisseauxs'épaissitchez le rat

(Tuttle, 1966; Wolinski, 1979; Kojimahara, 1985) et chez l'Homme
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(Kawasaki et coll., 1987).

La rigidité vasculaires'accroîtde pair avec

l'épaississementpariétal (Wolinski, 1979; Kawasaki et coll.,

1987; Lakatta, 1987; Labat-Robertet Robert, 1988).

La synthèseet la concentrationpariétalede collagène

augmententpar suite d'un accroissementde l'activité de la

proline-hydroxylase(Newman et Langner, 1978) alors que le taux

d'élastinebaisse, conséquenced'une hyperactivitéélastasique

(Labat-Robertet Robert, 1988). rI s'en suit une inversion du

rapport élastine / collagène (Cox, 1977). Cette inversion est liée

à la haussedu nombre de cellules myointimales responsablesde la

synthèsedu collagène, de la fibrine et des glycosamino-glycanes.

Enfin, les dépôts lipidiques s'accroissentlors du

vieillissement (Labat-Robertet Robert, 1988) et les vaisseauxse

calcifient (Kojimahara, 1985).

La rigidification vasculaireengendréeaboutit à

l'artériosclérose.Cette rigidification se produit aussi bien en

absencequ'en présenced'athérosclérose,laquelle est toutefois un

facteur aggravant.

Quant à la surchargede calcium des vaisseaux,elle est très

probablementune causemajeure de la modification de la réactivité

vasculaireet son importancedans le vieillissement sera

développéedans le chapitre 2.2.

2.2. Surcharge calcique et vieillissement artériel

2.2.1. Historique

La paroi artérielle se sclérosepar accumulationde lipides

(cholestérolsurtout) et de calcium. L'attention des chercheurs

s'estportée sur les lipides, l'accumulationde calcium étant

négligée (Fleckensteinet coll., 1990).

Pourtant, les deux phénomènesont été mis en évidence la même

année.
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Anitschkow, en 1913 (d'aprèsFleckensteinet coll., 1990), a

reproduit des lésions athéromateuseschez le lapin par une

alimentationriche en cholestérolet Katase (1913) (d'après

Fleckensteinet coll., 1990) a montré que le calcium précipite

autour des fibres élastiquesde la paroi vasculaireet provoque

leur fragmentation.

Les travaux de Katase furent toutefois éclipséspar ceux de

Anitschkow, malgré la publication, en 1939, des recherchesde

Burger (d'aprèsFleckensteinet coll., 1989) montrant

l'augmentationparallèle des taux de calcium et de cholestérol

dans l'aorte humaine entre les âges de 10 et de 70 ans.

L'augmentationproportionnelledu calcium est toutefois supérieure

à celle du cholestérol.

Depuis 1970, Fleckensteinet ses collaborateursont mené des

travaux sur la surchargevasculaireen calcium. La microscopie

électroniquea permis de confirmer les observationsde Katase le

calcium précipite dans la paroi artérielle et entraîne la

calcification des fibres élastiques.Il en résulte une perte de

distensibilité et de compliance des vaisseaux.La même équipe a

montré que la surchargecalcique pouvait être prévenuepar les

inhibiteurs de flux calciques.

L'amplitude de cette surchargecalcique des vaisseauxest

telle qu'elle doit nécessairementinfluencer la réactivité

vasculaire, dont le calcium est l'élément clé.

2.2.2. Calcium et réactivité vasculaire

Que la contractiond'une cellule musculaire lisse soit

induite par un agonisteou par une dépolarisation,elle dépend

d'une augmentationde la concentrationde calcium dans le milieu

intracellulaire (Khalil et coll., 1990).

Le calcium peut entrer dans la cellule musculaire lisse, à

partir du milieu extracellulaire, par différents types de canaux

des canaux dépendantde l'activation de récepteurspar un agoniste

(Benham et Tsien, 1987), des canaux activés par une dépolarisation

(Bean et coll., 1986; Toro et Stefani, 1987) ou des canaux activés
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par un étirement (Laher et coll., 1988).

Il existe, de plus, une entréepassivede calcium,

s'effectuantconstammentet dont l'effet est annihilé par stockage

dans le réticulum sarcoplasmiqueet par expulsion hors de la

cellule (Khalil et van Breemen, 1988).

L'augmentationdu taux de calcium intracellulaire lors de la

contractionmusculaire fait également intervenir les stocks

intracellulaires, responsablesde la phase transitoire de la

contraction (Cauvin et coll., 1983).

La libération du calcium de ces stocks intracellulaires

(réticulum sarcoplasmiquesurtout) est induite par l'IP3 (Berridge

et Irvine, 1984) et par le calcium lui-même ("calcium-induced

calcium release") (Saida, 1981).

De plus, le réticulum sarcoplasmiquesuperficiel joue un rôle

de tampon en absorbantune partie de l'influx calcique entrant

dans la cellule lors de la contraction (van Breemen et coll.,

1985). La contraction en elle même est le produit de l'interaction

de l'actine avec la myosine (Adelstein et Eisenberg, 1980).

Elle est déclenchéepar le calcium libre qui, se liant à la

calmoduline, active la MLCK ("myosin light chain kinase"),

laquelle induit la phosphorylationdes chaîneslégèresde myosine

et génèreainsi la contraction (Adelstein et Sellers, 1987).

La sortie du calcium fait appel à la pompe à calcium

ATPasique (Casteelset van Breemen, 1975) et à l'échangeursodium­

calcium de la membraneplasmique (Reuter et coll., 1973) et à la

pompe à calcium ATPasique de la membranedu réticulum

sarcoplasmique(Borlé, 1981). Ainsi, la concentrationet les

mouvementsdu calcium dans la cellule musculaire lisse déterminent

son état de contractionou de repos.

La modification de la réactivité vasculaireet l'accumulation

importante de calcium dans les vaisseauxde sujets âgés sont elles

liées?Des étudesde la surchargecalcique,'réaliséeschez

l'Homme et chez l'animal montrent que l'accumulationde calcium



26

atteint un niveau élevé, mais son rôle dans les modifications

observéeslors du vieillissement reste encore à établir.

2.2.3. Surchargecalcique _ observationschez l'Homme

La surchargecalcique du systèmecardio-vasculaireest un

phénomènecommun à de nombreusessituations telles la sénescence

et l'hypertensionartérielles.

Cette accumulationde calcium, toxique pour les cellules,

représenteun facteur essentieldans le développementde lésions

de la paroi artérielle (Fleckensteinet coll., 1983a,b). Elle

débute dès l'enfance et s'accroîtavec l'âge (Henry, 1985). Chez

l'Homme, entre les âges de 1-10 ans et de 81-90 ans, on observe

une augmentationdu taux de calcium tissulaire de 100 fois dans

l'aorte, de 20 fois dans l'artère coronaire gauche, de 7 fois dans

l'artère mésentériquesupérieureet de 10 fois dans l'artère

basilaire (Fleckensteinet coll., 1983a).

Dans ces mêmes tissus, le taux de magnésiumn'est pas

modifié, ce qui souligne la spécificité calcique de la surcharge.

L'accumulationde calcium précèdel'apparition des lésions

athérosclérotiquesdans l'aorte humaine (Blumenthal et coll.,

1944) et cette observationest confirmée par celles de l'équipe de

Fleckensteind'une augmentationdu taux de calcium tissulaire dans

l'aorte dès l'enfance. De même que le vieillissement,

l'hypertensionartérielle s'accompagned'un accroissementdu

contenu en calcium des vaisseaux (Fleckensteinet coll., 1989).

L'hypertensionartérielle, l'athérosclérose,l'abus de

nicotine et le diabètemal corrigé représententdes facteurs de

risque importants et accroissentconsidérablementla surcharge

calcique observéelors du vieillissement (Fleckensteinet coll.,

1986). Des patientsdiabétiques,âgés de 60 ans, et qui présentent

des troubles circulatoiresau niveau des jambes, ont un taux de

calcium artériel 12 fois plus élevé que des sujets sains du même

âge. Ce taux est multiplié par 4 chez les fumeurs (Fleckensteinet

coll., 1986).

spécifiquement, la surchargecalcique atteint un niveau

critique entre les âges de 70 et 80 ans {Fleckensteinet coll.,
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1983a). La limite au delà de laquelle la surchargecalcique

devient cytotoxique est comprise entre 100 et 300 micromoles de

calcium total par gramme de tissu sec, limite franchie à l'âge de

60 ans (Fleckensteinet coll., 1986).

2.2.4. Surchargecalcique _ observationschez l'animal

Chez l'animal, l'accumulationde calcium n'atteint pas le

même niveau que chez l'Homme, mais reste toutefois importante: le

taux est multiplié par 5 dans les artèrescoronairesde chiens

âgés de 13 à 16 ans par rapport à celui de chiens de 4 ans

(Fleckensteinet coll., 1983a).

Chez le rat, cette élévation est plus faible, de 2 à 3 fois

chez des rats Wistar, âgés de 24 mois, ou des rats spontanément

hypertendus (Fleckensteinet coll., 1983).

La courte espérancede vie du rat pourrait expliquer cette

haussemoins importante (Skalicky et coll., 1990). Néanmoins, bien

que le rat ne développepas d'athérosclérose(Armstrong et

Heistad, 1990), l'augmentationde rigidité des vaisseauxet

l'accumulationde calcium apparaissentà la même vitesseque chez

l'Homme (Skalicky et coll., 1990).

Chez le rat spontanémenthypertendu (SHR), l'évolution de la

surchargecalcique aboutit à des valeurs de calcium vasculaire

plus élevéesque chez le rat normotenduWistar Kyoto (Fleckenstein

et coll., 1983a).

Elle atteint préférentiellementles vaisseauxde résistance

le contenu en calcium est multiplié par 2 dans l'artère

mésentériquesupérieureproximale et par 20 lorsque le diamètre

diminue dans le lit vasculairemésentérique(Fleckensteinet

coll., 1987).

Ainsi la différence entre le rat hypertenduet le rat âgé est

une différence de localisation et d'intensitéde la surcharge

calcique : les artèresde compliance sont très surchargéeschez le

rat âgé et moins surchargéeschez le rat hypertendu, les artères

de résistancesont plus surchargéeschez le rat hypertenduque

chez le rat âgé.

Le myocarde, contrairementaux vaisseauxsanguins, n'est pas

affecté par la surchargecalcique lors du vieillissement, chez le
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chien, chez l'Homme (Fleckensteinet coll., 1985) et chez le rat

(Henrion et coll., 1991).

2.2.5. Modifications hémodynamiquesliées à la

surchargecalcique vasculaire

Ces modifications du taux de calcium vasculaireont des

répercussionshémodynamiques.Elles ont surtout été étudiéesdans

un modèle de surchargecalcique vasculairechez le rat.

Dans un modèle de surchargevasculairede calcium chez le

jeune rat adulte, traité par de la vitamine D3 et de la nicotine,

il se développeune accumulationde calcium qui présentela

sélectivité cardio-vasculairesuivante : artèresde conductance>

artèresde résistance>myocarde (üster et coll., 1989a,b).

In vivo, les réponsescontractilesinduites par la

noradrénalineendogèneet exogènesont diminuées (Thorin et coll.,

1990). Dans ce modèle, si les rats sont laissésau repos pendant

13 jours à la suite du traitement, la surchargecalcique

s'amplifie et une hypertensionsystolique isolée apparaît in vivo

(Thorin et coll., 1990).

Dans un modèle similaire où la durée du traitement est plus

courte (modèle appelé 1/16, objet de notre étude), il a été montré

que la surchargecalcique vasculaireprovoque une augmentationde

la pressionartérielle différentielle (Henrion et coll., 1990a,

1991), une baissede la complianceaortique (Henrion et coll.,

1990a) et une atténuationdu baroréflexecardiaque (Lartaud et

coll., 1991).

Enfin, une corrélationpositive entre l'accumulationde

calcium avec l'âge et l'augmentationde la vitessede propagation

de l'onde aortique pulsée a été mise en évidence chez l'Hommè,

indiquant une perte de complianceartérielle (Fleckensteinet

coll., 1990).

2.3. Modèles

impliquant la

d'étude du

surcharge

vieillissement

calcique

vasculaire

Les animaux âgés (rat âgé de 24 à 30 mois, chien âgé de 10
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ans et plus, etc.) sont des modèles largement utilisés, où de

nombreux paramètresinteragissent.

L'utilisation de tissus humains présenteun inconvénient

d'interprétationdes résultats, lié aux maladies et traitements

intercurrents.

Des modèles ont été développéschez l'animal adulte jeune

afin de permettre l'étude isolée de certains aspectsdu

vieillissement. Les modèles peuvent se partageren modèles

d'athérosclérose,d'hypertensionartérielle et de surcharge

calcique.

Le modèle d'athérosclérosele plus fréquemmentutilisé est le

lapin hypercholestérolémique;le rat ne développepas

d'athérosclérose,quelle que soit son alimentation, bien qu'on

puissey provoquer une hyperlipidémie (Armstrong et Heistad, 1990

: revue des modèles d'athérosclérosechez l'animal).

Les rats hypertendusconstituentun autre groupe de modèles.

Ils présententune calcification de la média associéeà une

prolifération de cellules dans l'espacesous-endothélial.

L'épaisseurde la paroi vasculaireaugmenteet, finalement,

des lésions endothélialesainsi que des thrombi solides et

calcifiés apparaissent.De plus, dans l'artériosclérosedes rats

Dahl sensiblesau sel (alimentationenrichie en chlorure de

sodium), des plaques intimales contenantdu calcium et des lipides

apparaissent.

Ce processuss'accompagned'une desquamationdes cellules

endothélialesavec par conséquentle recouvrementde la surface

interne des vaisseauxpar de la fibrine (Fleckensteinet coll.,

1986) .

Le troisième modèle d'étude du vieillissement vasculaire fait

appel au traitement d'animauxpar la vitamine D, qui induit une

accumulationde calcium dans les tissus vasculaires (Fleckenstein

et coll., 1985).

L'administrationd'une dose de 300 000 UI de vitamine D3

entraîne l'apparition d'une surchargecalcique spécifique des

artèrescoronaireset rénalesde rat (Fleckensteinet coll.,

1985) .
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Pour Mutoh et coll. (1988), l'administrationau rat Fischer

344 de 1-alpha-vitamineD pendant 2 semainesconduit à une

augmentationimportante du taux de calcium tissulaire (voir

paragraphe2.4).

La vitamine D3 (cholécalciférol) est généralementutilisée

dans ces modèles. Le cholécalciférol, hydroxylé au niveau

hépatiqueen 25-hydroxycholécalciférol(figure 2), subit dans le

rein une secondehydroxylation en 1-alpha. Le 1,25­

dihydroxycholécalciférolrésultant est le métabolite actif de la

vitamine D. La synthèsede ce dernier est régulée par la

parathormone,elle-mêmemodulée par la calcémie.

Dans le noyau des cellules cibles de la vitamine D, le 1,25­

alpha-dihydroxycholécalciférolstimule la synthèsed'ARN messager

aboutissantà la formation de protéines fixant le calcium, de

phosphatasesalcalines et de calcium ATPases (figure 2) .

Le rôle de la vitamine D dans l'homéostasiecalcique est

particulièrementcrucial aux niveaux intestinal (absorptiondu

calcium), osseux (résorption), rénal (réabsorption),et musculaire

squelettique(stockage) (Bowman et Rand, 1980).
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Figure 2 Métabolisme et action de la vitamine D3 (d'après Guyton, 1986)

Fleckensteinet coll. (1983a) ont proposéun modèle de

surchargecalcique des vaisseaux, induite par l'administration

simultanéede vitamine D3 et de nicotine, avançantque l'induction

rapide d'une surchargecalcique pouvait aboutir à un modèle

d'artériosclérose.

Dans ce modèle, une injection unique de vitamine D3 (300 000

UI/kg) et l'administrationper os de nicotine (25 mg/kg, 2 fois

par jour) entraînentchez le rat adulte jeune une importante

surchargecalcique des tissus cardio-vasculaireset la mort des

animaux au bout de 6 jours. La surchargecalcique due à la

vitamine D3 est amplifiée par la nicotine qui agit par libération

de catécholamines(Su et Bevan, 1970). Les catécholaminesainsi

libérées provoquent une augmentationde l'influx de calcium dans

les cellules musculaireslisses et, de pair avec la nicotine,

entraînentla libération du calcium contenu dans leur réticulum

sarcoplasmique(Kahlil et coll., 1990).
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Nous avons retenu pour notre étude ce modèle de surcharge

vasculairede calcium chez le rat (vitamine D3 et nicotine). Il

permet d'obtenir chez un animal jeune, sans autres pathologies,

une accumulationde calcium comparableà celle observéelors du

vieillissement humain.

Le modèle décrit par Fleckensteina été modifié de sorte que

les rats ne meurent pas à l'issue du traitement. Le traitement

consiste ici en l'administrationd'une dose unique de vitamine D3

(300 000 UI/kg) associéeà celle de la nicotine (25 mg/kg, 2 fois

par jour, pendant 4 jours), contrairementau modèle décrit par

Fleckenstein,où la nicotine est administréependant 6 jours au

moins. Il en résulte une surchargede calcium dont la sélectivité

cardio-vasculaireest la suivante : artèresde conductance>

artèresde résistance>myocarde (Oster et coll., 1989a,b).

In vitro, la surchargecalcique augmenteles temps de

vasorelaxationde l'artère caudale isolée (Thorin-Trescaseset

coll., 1989a,b,c) et, in vivo, les réponsestensionnellesinduites

par la noradrénalineendogèneet exogènesont diminuées (Thorin et

coll., 1990).

Dans une variante du modèle, les rats sont laissésau repos

pendant 13 jours après la fin du traitement. La surchargecalcique

ainsi que le temps de vasorelaxationin vitro sont alors

amplifiés, et une hypertensionsystolique isolée apparaît in vivo

(Thorin et coll, 1990).

2.4. "Traitement" du vieillissement vasculaire

La surchargede calcium vasculaireest à l'origine de

modifications hémodynamiquesimportantes. Il doit en être tenu

compte dans l'élaborationdu traitement des troubles cardio­

vasculairesapparaissantlors du vieillissement.

Les pathologiescardio-vasculairessont plus fréquentesavec

l'âge et les facteurs de risque liés au mode de vie en accroissent

la fréquenceet la sévérité.
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Il devient alors important de corriger les dérapagesdes

mécanismesphysiologiquesmenant à une issue pathologique. Par

exemple, l'hypertensionartérielle est un facteur de risque

important pour l'athéroscléroseet la fréquencede ces deux

phénomènesaugmenteavec l'âge.

Il est donc logique de penserque le traitement de

l'hypertensionartérielle pourrait prévenir les conséquencesde

l'athérosclérose,en partie du moins. Il y a toutefois peu

d'évidencesde réduction des complicationsathérosclérotiquespar

les traitementsantihypertenseurschez l'Homme (Spence, 1989).

Parmi les substancesétudiées, les IFC et les IEC semblent

les plus prometteurs, tant pour le traitement de l'hypertensiondu

sujet âgé que pour l'athérosclérose,et permettentun meilleur

maintien de la qualité de vie durant le traitement (Bursztyn et

coll., 1989).

Chez le lapin, les lésions athérosclérotiquesentraînéespar

une alimentation riche en cholestérolpourraient être corrigées

par les IFC. Des revues et éditoriaux récentssoulignent le fait

de résultatsencore controverséset de mécanismesd'action peu

clairs (Henry, 1990; Overtuft, 1990).

L'isradipine (IFC), proposéepar Overtuft (1990) comme

l'agent le plus prometteur, serait antiathérogèneà une dose

inférieure aux doses antihypertensives.

Chez le rat, les IFC empêchentl'apparition de la surcharge

calcique se développantentre 2 et 10 mois (vérapamil 100 mg/kg

per os pendant 8 mois, Fleckensteinet coll., 1986). Des rats

traités pendant 2 semainespar la 1-alpha-vitamineD3 développent

une surchargecalcique vasculairequ'un traitement par les IFC

atténue (Mutoh et coll., 1988).

Dans l'aorte thoracique, le taux de calcium tissulaire est de

13 �~�m�o�l�e�s�/�g de tissu sec dans le groupe contrôle et de 325

�~�m�o�l�e�s�/�g de tissu sec après traitementpar la 1-alpha-vitamineD3

(Mutoh et coll., 1988).

Plusieurs IFC ont été essayésà la dose de 100 mg/kg per os

durant les 2 semainesde traitementpar la 1-alpha-vitamineD3.

Les résultatssuivants ont été obtenus :



IFe

Nilvadipine

Nifédipine

Nicardipine

vérapamil

Diltiazem

surcharge calcique

divisée par

13

3

10

3

1
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La classedes IFC est hétérogènedans son action contre la

surchargecalcique et dans le meilleur des cas (nilvadipine),

cette surchargecalcique demeure importante.

Dans un modèle proche, où la surchargecalcique est induite

par la vitamine D3 et la nicotine (Fleckensteinet coll.,

1983a,b), l'accumulationde calcium dans les vaisseauxde

compliance et de résistanceest prévenuepar plusieurs IFC à

fortes doses.

De même, Fleckensteinet ses collaborateurs(1985) ont montré

que, chez les rats hypertendusSHR, rénovasculaires"Goldblatt" et

"Dahl-S sensiblesau sel", la surchargecalcique est prévenuepar

les IFC à fortes doses.

Tout comme les IFC, le captopril (IEC), en traitement

préventif pendant 20 mois, empêchela surchargecalcique chez le

rat SHR tout en abaissantsa pressionartérielle (Fleckensteinet

coll.,1986).

Par contre, d'autressubstancesantihypertensivesappartenant

à des classesdifférentes des IFC et des IEC (dihydralazine,

pindolol, indapamideet chlorothiazide) se sont avéré inefficaces

contre l'accumulationde calcium, bien qu'elles corrigent la

pressionartérielle (Fleckensteinet coll., 1986).

Par ailleurs, la perte de compliance accompagnant

l'hypertensionartérielle chez le rat peut être corrigée par un

traitement par le lisinopril (IEC). Ce dernier augmentetoutefois
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la complianceartérielle tant chez le rat hypertenduque

normotendu (Levy et coll., 1989).

Chez l'Homme, cette complianceartérielle, réduite chez le

sujet hypertendu, est restauréepar un traitement pendant 6 mois

par l'énalapril (IEC), alors qu'elle ne l'est pas sous l'effet de

l'aténolol, dans les mêmes conditions (par exemple, baissede

pressionartérielle similaire) (De Luca et coll., 1988).

London et coll. (1989) ont montré que la compliance

s'amélioreaprès traitement par un IEC ou par un IFC. Là

également,une substanceantihypertensiveappartenantà une classe

différente, la cadralazine,abaissela pressionde la même façon

que les IEC et que les IFC, tout en restant inopérantesur la

compliance.

Les mécanismesimpliqués dans les effets observéssont

toutefois peu clairs, voire inexpliqués.

Néanmoins, la correction par les IEC et par les IFC de la

baissede compliance induite par la surchargecalcique, ne dépend

pas de leur action antihypertensiveet probablementpas non plus

de leur action "primitive", l'inhibition de flux calciquespour

les IFC et l'inhibition de l'enzyme de conversionde

l'angiotensinel pour les IEC.

Afin de mieux étudier la surchargecalcique et ses

conséquences,le développementde modèles s'impose.

2.5. Objectifs du travail

Nous avons étudié le modèle décrit par Fleckensteinet coll.

(1983), en utilisant un traitement court et une période de repos

plus longue: injection d'une dose unique de vitamine D3 (300 000

UI/kg) et administrationde nicotine (25 mg/kg, 2 fois par jour à

9 heures d'intervalle), suivis de 16 jours de repos.

Cette modalité de traitement a pour but d'en minimiser les

perturbationstoxiques. En effet, dans les modèles précédents,des

perturbationsde la calcémie, de l'urémie et de la créatininémie

ont été observées(Thorin et coll, 1990).

L'objectif de cette étude a été de déterminer le rôle de la
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surchargecalcique dans les modifications cardio-vasculaires

observéeslors du vieillissement.

Nous en avons étudié la localisation et l'intensité dans

différents tissus (coeur et vaisseauxnotamment) et les

conséquencessur la réactivité des vaisseauxde compliance (aorte)

et de résistance(lit artériel mésentérique).

Les vaisseauxde compliance sont les plus touchéspar la

surchargecalcique lors du vieillissement, et bien que les

vaisseauxde résistancele soient moins (Fleckensteinet coll.,

1989), leur rôle dans l'hypertensionartérielle en rend l'étude

aussi importante.

Dans ces deux types de vaisseaux,nous avons étudié les

propriétés les plus concernéespar le vieillissement : réactivité

aux agonistesvasoconstricteurs(noradrénalineet sérotonine) et

fonction endothéliale.

Le rôle de l'accumulationde calcium dans ces modifications

n'est pas clair. Il a toutefois été démontré, d'une part, que

l'athérosclérosediminue les capacitésrelaxantesde l'endothélium

vasculaire (Jayakody et coll., 1987) et que, d'autrepart, chez le

rat SHR (surchargecalcique vasculairesans troubles lipidiques),

la fonction relaxanteendothélialeest égalementatténuée (Hongo

et coll., 1988).

Dans notre modèle de surchargecalcique induite par la

vitamine D3 et la nicotine, il n'y a ni hypertensionartérielle

(pressionartérielle moyenne inchangée),ni troubles du

métabolismelipidique.

Ceci nous a permis de déterminer la part de la surcharge

calcique dans ces désordresde la réactivité vasculaire. Le

dernier aspect de notre étude a été de rechercherl'efficacité des

IFC et des IEC dans la préventionde la surchargecalcique et de

ses conséquencesvasculaires.

A forte dose, ils se sont avéré efficaces contre la surcharge

calcique du rat SHR (Fleckensteinet coll., 1986) et du rat traité
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par la vitamine D3, en association (Fleckensteinet coll., 1986)

ou non (Mutoh et coll., 1988) avec la nicotine.

De plus, les IFC et les IEC pouvant corriger la perte de

complianceoccasionnéepar l'hypertensionartérielle,

indépendammentde leur activité antihypertensive(London et coll.,

1989), il nous a semblé important d'étudier ces deux familles

médicamenteusessur le modèle de surchargecalcique induite par la

vitamine D3 et la nicotine. Nous l'avons fait en utilisant de

faibles doses.

Afin de parvenir à ces objectifs, nous avons dosé les taux de

calcium, de magnésium, de sodium, de potassiumet de phosphates

total dans les artères, le coeur et dans différents tissus chez le

rat témoin et traité par l'associationvitamine D3 et nicotine.

Les paramètreshémodynamiquesde base (pressionartérielle et

rythme cardiaque) ont été mesuréschez l'animal anesthésié

(travaux de J.M. Chillon, dont il sera question dans la

discussion).

Des paramètresplasmatiques(phospho-calciques,hépatiques,

rénaux et cardiaques)ont été mesurésafin d'apprécier

l'éventuelle toxicité du traitement.

L'étude des modifications de la réactivité vasculairein

vitro a été menée sur le lit artériel mésentérique,isolé et

perfusé, et sur l'aorte de rat. Nous y avons étudié les réponses

vasoconstrictricesinduites par la noradrénalineet la sérotonine

exogèneset les vasorelaxationsconsécutives.

L'étude de la relaxation provoquéepar le carbachol,

l'histamine, le nitroprussiatede sodium et la papavérine,nous a

permis de connaître le degré d'atteintede l'endothélium

vasculairedans ce modèle de surchargecalcique.

La relaxation suscitéepar le- carbachol ou l'histamine

s'effectuepar l'intermédiairede la libération d'EDRF par

l'endothélium. Le nitroprussiatede sodium active directement la

guanylate-cyclase(comme tous les vasodilatateursnitrés), de la

même façon que l'EDRF; il agit donc indépendammentde la
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libération d'EDRF.

La papavérineagit elle aussi directementsur la cellule

musculaire lisse vasculaire, mais par un mécanismeindépendantde

l'activation de la guanylate-cyclase;elle inhibe la

phosphodiestéraseliée à l'AMPc ou les mouvementscalciques, ou

les deux (Servin et coll., 1988).

3. DEVELOPPEMENT DU MODELE DE SURCHARGE CARDIO-VASCULAIRE

EN CALCIUM CHEZ LE RAT

3.1. Matériel et méthodes

3.1.1. Animaux utilisés

Des rats Wistar mâles non consanguins (Ico:WI laPS AF/Han)

(Iffa-Credo, L'Arbresle, France), âgés de 2 mois, d'un poids moyen

de 180 à 200 g, sont nourris ad libitum (nourriture standardA04,

D.A.R., Villemoisson, France) et boivent une eau de composition

ionique contrôlée (Volvic®, Société des eaux de Volvic, Volvic,

puy-de-Dôme, France; composition ionique en mmoles/l : calcium

0,26, magnésium0,25, sodium 0,35, potassium0,13, chlorures 0,20,

nitrates 0,06, sulfates 0,14). Les cycles jour-nuit sont fixés

comme suit: lumière éteinte de 20h00 à 8hOO.

3.1.2. Induction de la surchargecalcique

Les rats reçoivent à 8hOO une administration intramusculaire

(im) d'une dose unique, quel que soit le groupe, de vitamine D3

(300 000 UI/kg, soit 1 ml/kg de Vi-Dé 3 ® Hydrosol, Wander A.G.,

Berne, Suisse) et une dose de nicotine (25 mg/kg, per os, sous un

volume de 5 ml/kg; bitartrate de nicotine, Sigma, Saint-Louis, MO,

USA) .

L'administrationde nicotine est répétéeà 17h00 (jour 1).

Les rats témoins (groupe contrôle) sont traités à 8hOO par du

chlorure de sodium (NaCI 0,15 M, 1 ml/kg) par voie im et par de

l'eau distillée per os (5 ml/kg). L'administrationd'eau distillée

est répétéeà 17h00.
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L'administrationbiquotidiennede nicotine dure de 1 à 4

jours : 1 jour dans les groupes 1/1 et 1/16 (définis ci-dessous),

2 jours dans les groupes 2/1 et 2/15, 3 jours dans le groupe 3/1,

et 4 jours dans les groupes 4/1, 4/13 et 4/180.

Le traitement est suivi, ou non, d'une période de repos. Les

groupes de rats, sont définis comme suit, en fonction du

traitement reçu :

- grouQe contrôle

l'eau distillée.

traitement lm par le NaCl 0,15 M et per os par

- grouQes sans Qériode de reQos aQrès la fin du traitement;

expériencesle lendemaindu dernier jour de traitement

1/1 traitement le jour l, expériencele jour 2.

2/1 traitement les jours 1 et 2, expériencele jour 3.

3/1 traitement les jours l, 2 et 3, expériencele jour 4.

4/1 traitement les jours l, 2, 3 et 4, expériencele jour

5.

- grouQes avec une Qériode de reQos aQrès la fin du traitement

4/13 : traitement les jours 1, 2, 3 et 4, expériencele

jour 17

4/180 : traitement les jours l, 2, 3 et 4, expériencele

jour 184.

2/15 traitement les jours 1 et 2, expériencele jour 17.

1/16 traitement le jour 1, expériencele jour 17.

La dénominationdu groupe réfère au traitement et au jour de

l'expérience. Par exemple, le groupe 1/16 est traité le jour 1, et

les expériencessont effectuéesaprès 16 jours de repos, le jour

17 (17 = 16 + 1).

Dans une série d'expériencescomprenantdes rats 1/16 et des

rats contrôles, la nourriture et la boisson ont été pesées

quotidiennement,du jour 1 au jour 17. La différence de poids en

nourriture et eau entre les jours 2 et 1 de l'étude est considérée
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comme étant la consommationdu jour 1.

3.1.3. Contenu tissulaire en calcium, magnésium,

sodium, potassiumet phosphates

Les différents dosagesont été effectués dans le service du

ProfesseurM. Hoffman, Pharmacie, Hôpital Central, Nancy, grâce à

l'aide d'IsabelleLartaud et de Jean-MarcChillon.

Après chaque expérience,une autopsieest pratiquée, et les

tissus suivants sont prélevés (environ 100 mg) : reins, foie,

intestin (partie distale du jéjunum), cortex cérébral, artère

caudaleventrale (20 à 30 mg), branchedescendantede l'aorte

abdominale, aorte thoracique, artère carotide, lit mésentérique(2

dernièresbranches), fémur (épiphyse et diaphyse), yeux et

myocarde.

Les tissus sont pesés, puis déshydratésjusqu'àpoids

constant (24 heures à 110°C). Le poids sec des tissus est exprimé

en pourcentagepar rapport au poids frais. Chaque tissu sec est

dissous dans l'acide nitrique 14 N (Merck, Darmstadt, Allemagne)

et laissé 72 heures à températureambiante. L'échantillon est

ensuitedilué dans une solution de chlorure de lanthane10-3

mole/l ("pour analyse", Merck, Darmstadt, Allemagne).

La solution est atomiséeet les changementsde densité

optique aux longueurs d'onde de 422,7 nm (calcium) et 285,2 nm

(magnésium) sont déterminéspar spectrophotométried'absorption

atomique (spectrophotomètremodèle 2380, Perkin-Elmer, Norwalk,

Connecticut, USA).

Les phosphatesforment un complexe phosphomolybdateavec

l'hepta-molybdated'ammonium en présencedes agents réducteurs

sulfate de fer et acide sulfurique. La densité optique mesuréeà

700 nm est proportionnelleà la quantité de phosphatesprésente

dans l'échantillon.

Sodium et potassiumsont déterminéspar photométrie

d'émissionde flamme. Le sodium émet à la longueur d'onde de 589

nm et le potassiumà celle de 767 nm. Le lithium est utilisé comme

standardinterne.
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caudaleventrale (20 à 30 mg), branchedescendantede l'aorte

abdominale, aorte thoracique, artère carotide, lit mésentérique(2

dernièresbranches), fémur (épiphyse et diaphyse), yeux et

myocarde.

Les tissus sont pesés, puis déshydratésjusqu'àpoids

constant (24 heures à 110°C). Le poids sec des tissus est exprimé

en pourcentagepar rapport au poids frais. Chaque tissu sec est

dissous dans l'acide nitrique 14 N (Merck, Darmstadt, Allemagne)

et laissé 72 heures à températureambiante. L'échantillon est

ensuitedilué dans une solution de chlorure de lanthane10-3

mole/l ("pour analyse", Merck, Darmstadt, Allemagne).

La solution est atomiséeet les changementsde densité

optique aux longueurs d'onde de 422,7 nm (calcium) et 285,2 nm

(magnésium) sont déterminéspar spectrophotométried'absorption

atomique (spectrophotomètremodèle 2380, Perkin-Elmer, Norwalk,

Connecticut, USA).

Les phosphatesforment un complexe phosphomolybdateavec

l'hepta-molybdated'ammonium en présencedes agents réducteurs

sulfate de fer et acide sulfurique. La densité optique mesuréeà

700 nm est proportionnelleà la quantité de phosphatesprésente

dans l'échantillon.

Sodium et potassiumsont déterminéspar photométrie

d'émissionde flamme. Le sodium émet à la longueur d'onde de 589

nm et le potassiumà celle de 767 nm. Le lithium est utilisé comme

standardinterne.
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3.1.4. Analyse plasmatique

Les différents dosagesont été effectués dans le service du

ProfesseurJ.P. Nicolas, INSERM U 308, CHRU Brabois, Nancy, à

l'aide d'IsabelleLartaud et de Jean-MarcChillon.

Le sang des rats est prélevé dans des tubes en polyéthylène

de 5 ml héparinés (10 UI/ml), au niveau de l'aorte abdominale,

après anesthésiedes animaux par administrationintrapéritonéale

de pentobarbital.

Le sang est centrifugé pendant 10 minutes à 1000 g et à 4°C,

puis le plasma est collecté pour analyse.

La calcémie est déterminéepar colorimétrie, à une longueur

d'onde de 610 nm. Le bleu de méthylthymol sert d'indicateurde

coloration à pH 11 (tampon éthanolamine)et les interférencesdues

au magnésiumsont éliminées par la 8-hydroxyquinone.

La phosphatémieest déterminéepar colorimétrie à 700 nm. Les

ions phosphatesforment un complexe phosphomolybdateavec l'hepta­

molybdate d'ammonium en présencedes agents réducteurssulfate de

fer et acide sulfurique.

Le taux de magnésiumplasmatiqueest déterminépar

colorimétrie à 546 nm. Le magnésiumforme un complexe avec la

calmagite (acide 3-hydroxy-4-(2-hydroxy-5-méthylphénylazo)-1­

naphtalène-sulfonique),à pH 11 (tampon éthanolamine)et en

présenced'EGTA qui élimine les interférencesdues au calcium.

La créatininémieest déterminéepar colorimétrie. La

créatinine forme avec un picrate un complexe coloré, en milieu

alcalin (pH 11, tampon éthanolamine).La vitessed'augmentationde

densité optique à 520 nm et à 37°C est proportionnelleà la

concentrationde créatininede l'échantillon.

L'urémie est déterminéeenzymatiquementà 340 nm et à 3üoC

par utilisation de l'uréasequi forme à partir d'urée et d'eau de
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l'anhydride carboniqueet de l'ammoniaque. Ensuite, l'ammoniaque,

le 2-alpha-cétoglutarateet le NADH sont transforméspar la

glutamatedéshydrogénaseen glutamate, eau et NAD+. La vitessede

diminution de l'absorbanceà 340 nm (consommationde NADH) est

proportionnelleà la concentrationen urée de l'échantillon.

Le taux plasmatiqued'acide urique est déterminépar

utilisation de l'enzyme uricase :

1) Acide urique + H20 + 02 -(uricase)-->C02 + allantoïne + H202

2) H202 + tampon chromogène--(péroxydase)-->quinonimine

La densité optique maximale de la quinonimine se situe à 520

nm, et après 10 minutes à températureambiante, cette densité

optique est proportionnelleà la concentrationd'acide urique de

l'échantillon.

L'activité de la glutamatepyruvate transaminase(GPT) est

déterminéecomme suit

1) L-alanine + 2-oxo-glutarate---(GPT)---> pyruvate + glutamate

2) Pyruvate + NADH + H+ -(lactate déshydrogénase)-->lactate +

NAD +

La vitessede diminution de l'absorbanceà 340 nm

(consommationde NADH dans la deuxième réaction) est

proportionnelleà la concentrationde GPT de l'échantillon.

L'activité de la glutamateoxaloacétatetransaminase(GOT)

est déterminéecomme suit :

1) L-aspartate+ 2-oxo-glutarate--(GOT)--> oxaloacétate+

glutamate

2) Oxaloacétate,NADH + H+ --(malate déshydrogénase)--->malate +

NAD+

La vitesse de diminution de l'absorbanceà 340 nm

(consommationde NADH dans la deuxième réaction) est

proportionnelleà la concentrationde GOT de l'échantillon.

L'activité de l'alpha-hydroxybutyratedéshydrogénase(HBDH)

est déterminéecomme suit :

1) Alpha-céto-butyrate+ NADH + H+ --(HBDH)---> alpha-hydroxy­

butyrate + NAD+
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La vitesse de diminution de l'absorbanceà 340 nm

(consommationde NADH) est proportionnelleà la concentrationde

HBDH dans l'échantillon.

L'activité de la créatinekinase (CK) est déterminéecomme

suit

1) Créatine-phosphate+ ADP ---(CK)---> créatine + ATP

2) Glucose + ATP ----(hexokinase)---->glucose-6-phosphate+ ADP

3) Glucose-6-phosphate+ NADP+ + H+ ----(glucose-6-phosphate

déshydrogénase)---->gluconate-6-phosphate+ NADPH

La vitesse d'augmentationde l'absorbanceà 340 nm

(production de NADPH dans la dernière réaction) est

proportionnelleà la concentrationde CK de l'échantillon.

L'activité de la phosphatasealcaline (PAL) est déterminée

comme suit :

1) Nitro-4-phényl-phosphate---(PAL)---> nitro-4-phénol +

phosphate

La vitesse d'augmentationde l'absorbanceà 405 nm (formation

de nitro-4-phénol), à 30°C, est proportionnelleà la concentration

de PAL de l'échantillon.

La glycémie est déterminéecomme suit

1) Glucose ---(glucoseoxydase)--->H202 + acide gluconique

2) H202 + phénol + amino-4-antipyrine--(péroxydase)--->

quinonimine

Après 10 minutes à 37°C, la densité optique à 505 nm

(formation de quinonimine) est proportionnelleà la concentration

de glucose de l'échantillon.

Les protéinessont doséespar la méthode de Biuret : Le

plasma est incubé en présencede réactif de Biuret, à température

ambiante et pendant 10 minutes, puis la densité optique mesuréeà

546 nm est proportionnelleà la concentrationde protéinesde

l'échantillon.

La cholestérolémieest déterminéecomme suit :

1) Cholestérolestérifié ---(cholestérol-estérase)--->cholestérol
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+ acide gras

2) Cholestérol non estérifié + cholestérol issu de 1)

(cholestérol-oxydase)--->cholestène-4,one-3 + H202

3) H202 + phénol + amino-4-antipyrine---(péroxydase)---->

quinonimine

Après 5 minutes à 37°C, la densité optique à 505 nm

(formation de quinonimine) est proportionnelleà la concentration

de cholestérol total de l'échantillon.

La triglycéridémie est déterminéecomme suit

1) Triglycérides -------(lipase)-------> glycérol + acide gras

2) Glycérol + ATP ---(glycérokinase)--->glycérol-3 phosphate+

ADP

3) Glycérol-3 phosphate-----(glycérol-3 phosphateoxydase)------>

dihydroxyacétone- phosphateet H202

4) H202 + parachlorophénol+ amino-4 antipyrine ----(péroxydase)-­

---> quinonimine

Après 5 minutes à 37°C , la densité optique à 500 nm

(formation de quinonimine) est proportionnelleà la concentration

de triglycérides de l'échantillon.

Sodium et potassiumsont déterminéspar photométrie

d'émissionde flamme (photomètrede flamme, modèle PHF 103, ISA

Biologie, pouilly-en-Auxois, France). Le sodium émet à 589 nm et

le potassiumà 767 nm; le lithium est utilisé comme standard

interne.

3.1.5. Expressiondes résultatset analyse statistique

Les résultatssont exprimés par leur moyenne (m) ± écart

standardà la moyenne (esm). n représentele nombre d'animaux

étudiés dans chaque groupe.Le coefficient de variation est calculé

de la façon suivante: Cv% = (ES / m) x 100 où ES est l'écart

standardet m est la moyenne.

La signification des différencesentre groupes est déterminée

par le test t de Student pour séries appariéesou non.

Le niveau de probabilité choisi pour qu'une différence entre

deux groupes soit significative est P < 0,05; ceci s'applique
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égalementaux chapitressuivants.

3.2. Résultats

3.2.1. Analyse plasmatique

Le tableau 1 rassembleles valeurs moyenneset les

coefficients de variation des taux plasmatiqueset des activités

enzymatiques,mesurésau cours de ce travail, et les compare à

ceux obtenusauprès du fournisseur rffa-Credo et à ceux donnés par

Waynforth (1980). rl est à noter que cette dernière référence

n'indique pas les coefficients de variation.

Les valeurs moyennesainsi que leurs coefficients de

variation, que nous avons obtenus, sont comparablesaux deux

référenceschoisies.

De façon globale, les coefficients de variation des

différents paramètresse situent aux environs de 20 %, à

l'exceptiondes activités enzymatiquesdont les coefficients de

variation sont plus élevés.

La plus forte variabilité, observéeau niveau des

coefficients de variation des déterminationsd'activités

enzymatiques,pourrait provenir du fait que les dosagespratiqués

sont ceux mis au point pour l'Homme. Les conditions biochimiques

ne sont éventuellementpas adaptéesaux dosagesplasmatiqueschez

le rat.

rl est difficile de connaître les modifications

"pathologiques" compte tenu de l'absencede donnéespour le rat

dans la littérature.

De plus, des extrapolations,baséessur les changementsde

profil plasmatiqueobservéslors de différentespathologieschez

l'Homme (hypervitaminoseD, par exemple), sont trop spéculatives.



Tableau 1

46

Analyse plasmatiquede rats contrôles Wistar non consanguins.

ce travail lffa-Credo Waynforth (1980)

m CV% m CV% m

calcium (mmo1es/1)

2,37 5 2,72 4 2,6
phosphates (mmo1es/1)
2,06 25 2,3

magnésium (mmo1es/1)

0,96 7 1,3
sodium (mmo1es/1)

139,00 1 143,8 10 135
potassium (mmo1es/1)

4,23 17 3,9 10 4,9
cholestérol (mmo1es/1)

1,78 50 1,66 16 1,9
triglycérides (mmo1es/1)

0,97 59 1,42 38

glucose (mmo1es/1)

9,1 21 6,13 16 10,1

protéines (g/1)

55,2 19

acide urique (mmo1es/1)

54,8 99

urée (mmo1es/1)

6,6 19 5,64 27 6,9

créatinine (umoLe s z 1)

54,3 20 83 25 44,5

Activités enzymatiques(DIlll
HBDH

49,2 65

CK

250,0 64

GOT

66,9 129 105 18

GPT

54,2 89 27 26

PAL

133,0 48 132 25

m : moyennei CV% coefficient de variation en %.

71

368

410

HBDH : hydroxybutyratedéshydrogénaseiCK : créatine-kinaseiGOT : glutamate

oxa10acétatetransaminaseiGPT : glutamatepyruvate transaminaseiPAL :

phosphatase alcaline



47

Iffa-Credo = �"�D�o�n�n�~�e�s Biologiques Rat Wistar", Octobre 1988, Iffa-Credo S.A.,
L'Arbresle, France.

Dans les groupes de rats contrôles 4/1, 4/13, 1/16 et 2/15,

les paramètressuivants ont été mesurés : calcium, magnésium, urée

et créatinine (tableau 2) .

La calcémie, l'urémie et la créatininémieaugmentent

respectivementde 1,6, de 2,1 et de 1,4 fois dans le groupe 4/1.

Dans les groupes 4/13, 1/16 et 2/15, la créatininémieest

abaisséede 10 %, 20 %, et 23 % respectivement.Dans les groupes

1/16 et 2/15, l'urémie est elle aussi abaisséede 23 % et de 29 %

respectivement.

La calcémie et le taux plasmatiquede magnésium, dans les

groupes 4/13, 1/16 et 2/15, ne diffèrent pas des valeurs des

contrôles correspondantes.

Tableau 2 : Taux plasmatiques(m ± esm) d'urée (mmoles/l), de créatinine

�(�~�o�l�e�s�/�l�)�, de calcium (mmoles/l) et de magnésium (mmoles/l) des rats �t�r�a�i�t�~�s

par la vitamine D3 et la nicotine (4/1, 4/13, 1/16 et 2/15) et des rats

contrôles.

Groupe

n

�U�r�~�e

�C�r�~�a�t�i�n�i�n�e

Calcium

Magnésium

contrôle 4/1 4/13 1/16 2/15

26 4 4 32 5

6,9 14,7 7,1 5,3 4,9

± 0,1 ± 2,8* ± 0,2 ± 0,2* ± 0,5*

54,3 76,7 48,9 43,6 47,4

± 0,3 ± 10,5* ± 1,7* ± 2,3* ± 1,7*

2,4 3,9 2,6 2,40 2,4

± 0,1 ± 0,1* ± 0,1 ± 0,04 ± 0,1

0,96 1,05 1,05 0,98 0,93

± 0,30 ± 0,40 ± 0,40 ± 0,20 ± 0,30

n

*

nombre d'animaux

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.
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3.2.2. Taux de calcium tissulaire total dans les modèles

de surchargecalcique �~ �~ �~ �~ 4/13, 4/180,

2...Ll..5. et 1..Ll..6.

Le taux de calcium total aortique augmentedans tous les

groupes de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine, par

rapport au groupe contrôle (figure 3). L'augmentationest

croissante:le contenu en calcium total est multiplié par 2,5

dans le groupe 1/1, par 3,3 dans le groupe 2/1, par 6,1 dans le

groupe 3/1, par 10,5 dans le groupe 4/13 et par 21 et 25 dans les

groupes 2/15 et 1/16.

Le groupe 4/1 présenteun taux de calcium aortique inférieur

à celui du groupe 3/1. Cela s'expliquepar la mort des animaux les

plus "surchargés"en calcium au troisième jour de traitement et

qui ainsi n'apparaissentpas dans le groupe 4/1. Dans les groupes

2/15 et 1/16, la surchargecalcique atteint son maximum et ne

diffère pas entre ces deux groupes. La surchargecalcique aortique

du groupe 4/180 ( x 6,9) est inférieure à celle du groupe 4/13 (x

10, 5), bien que toujours supérieureau groupe contrôle.

500 /-lmoles/g

* *
400

300

200 *
*

*
100

0
contrôle 1/1 2/1 3/1 4/1 4/13 4/180 2/15 1/16

Figure 3 : Contenu en calcium total �(�~�o�l�e�s�/�g de poids sec; m ± esm) de

l'aorte thoraciquede rats traités par la vitamine 03 et la nicotine (1/1,

211, 3/1, 4/1, 4/13, 4/180, 2/15 et 1/16) et de rats contrôles (n = 12 par

groupe).

* : P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.
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3.2.3. Modèle de surchargecalcique retenu �~ lLlQ

Le modèle 1/16 présenteles avantagessuivants : surcharge

calcique cardio-vasculaireimportante chez des rats en "bonne

santé", après un traitement court.

3.2.3.1. Evolution pondérale

Les poids corporels initiaux (jour 1) des rats 1/16 ne

diffèrent pas significativementde ceux des rats contrôles

Les rats 1/16 perdent du poids entre les jours 2 et 5 (- 18

%) après le traitement par la vitamine D3 et la nicotine, puis en

reprennentJusqu'aujour 17 (tableau 3, en annexe).

Le taux de croissancejournalier des rats, entre les jours 5

et 17 est similaire dans les deux groupes (1/16 : 6,2 ± 2,0 g/jour

et contrôle: 3,5 ± 2,1 g/jour, n 6 par groupe).

Au dix septième jour, le poids des rats 1/16 reste plus

faible et correspondà 72 % de celui des rats contrôles.

Du jour 2 au jour 5, la consommationde nourriture baissede

76 % dans le groupe 1/16, puis reprend Jusqu'aujour 17.

La consommationd'eau n'est pas modifiée par le traitement

vitamine D3 et nicotine (tableau 3, en annexe).

Dans le groupe contrôle, les consommationsd'eau et de

nourriture ne varient pas entre les jours 1 et 17 et le poids

corporel augmenteprogressivement.

3.2.3.2. Analyse plasmatique

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine, suivi de 16

jours de repos, abaisseles taux plasmatiquesde phosphates(11

%), de sodium (1,4 %), d'urée (20 %), de créatinine (10 %) et

l'activité créatine-kinase(24 %), alors que le taux plasmatique

de magnésium (2 %) augmente (tableau 4).



50

Ces modifications sont statistiquementsignificatives, mais

n'ont pas de signification physiopathologiquesi l'on se réfère

aux différents coefficients de variation précisésdans le tableau

1.

Tableau 4 : Analyse plasmatiquede rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrôles.

Potassium (mmoles/l) 4,23 ± 0,11

Acide urique (mmoles/l) 54,8 ± 8,5

Urée (mmoles/l) 6,6 ± 0,2

Créatinine �(�~�o�l�e�s�/�l�) 54,3 ± 1,7

Groupe

n

Calcium (mmoles/l)

Cholestérol (mmoles/l)

Phosphates(mmoles/l)

Triglycérides (mmoles/l)

Magnésium (mmoles/l)

Glucose (mmoles/l)

Sodium (mmoles/l)

Protéines (gll)

Activités enzymatiques(Ur/l)

HBDH

CK

GOT

GPT

PAL

contrôle

41

2,37 ± 0,02

1,78 ± 0,14

2,06 ± 0,08

0,97 ± 0,09

0,96±0,01

9,1 ± 0,3

139,00 ± 0,06

55,2 ± 1,6

49,2 ± 5,0

250,0 ± 25,0

66,9 ± 13,5

54,2 ± 7,5

133,0 ± 9,9

1/16

33

2,40 ± 0,03

1,89 ± 0,12

1,84 ± 0,08*

1,14 ± 0,18

0,98 ± 0,01*

9,2 ± 0,3

137,00 ± 0,10*

60,4 ± 4,8

3,99 ± 0,14

51,7 ± 6,2

*5,3 ± 0,2

48,9 ± 0,3*

56,2 ± 5,5

190,0 ± 22,7*

52,4 ± 2,0

50,4 ± 2,3

142,0 ± 18,7

*
Les valeurs sont expriméespar m ± esm; n : nombre d'animaux.

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

HBDH : alpha-hydroxybutyratedéshydrogénase;CK : créatine-kinase;GOT :

glutamateoxaloacétatetransaminase;GPT : glutamatepyruvate transaminase;

PAL : phosphatasealcaline

L'évolution de la calcémie, entre le jour 1 et le jour 17, se
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caractérisepar une augmentation,dont le maximum est atteint

entre les jours 3 et 5. La calcémie se normalise ensuite le jour 9

(figure 4).

En parallèle, l'urémie s'élève, atteint un maximum le jour 5,

puis rejoint sa valeur normale le jour 9 (figure 4).

Entre les jours 1 et 17, la surchargecalcique de l'aorte

augmenteprogressivementjusqu'au jour 13 et se stabilise à une

valeur très supérieureà la valeur de départ (jour 1) (figure 4).

Le contenu tissulaire en calcium total de l'aorte est supérieurà

la valeur du jour 1 à partir du jour 5 .

• Calcium aortique

r» 500 -----fr- calcémie 2,6
<,

*(f) *Q)
,..j

0 400 ri
S <,
::i. (f)

Q)

2,5 ri
Q) 0
:::J 300 �~tJ1

-H
.w
H Q)
0 -Hru

200 S
'Q)

S 2,4 0
:::J ,..j

-H ru
0 o

,..j

ru 100u

o 2,3
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18

jour

Figure 4 (a) : Evolution du taux de calcium total aortique (n = 6) et de la

calcémie (n = 6) chez des rats traités par la vitamine D3 et la nicotine le

jour 1 (1/16) et laissésau repos jusqu'au jour 17. Les valeurs montrées

représententm ± esm.

* : P < 0,05 par rapport au jour 1.
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Figure 4 (b) : Evolution du taux de calcium total aortique (n = 6) et de

l'urémie (n = 6) chez des rats traités par la vitamine D3 et la nicotine le

jour 1 (1/16) et laissésau repos jusqu'au jour 17. Les valeurs montrées

représententm ± esm.

* : P < 0,05 par rapport au jour 1.

3.2.3.3. Taux tissulaire de calcium, magnésium,

sodium, potassiumet phosphates

Le contenu en calcium total des tissus cardio-vasculaires

augmenteconsidérablementdans le groupe 1/16 (figure 5; tableau

5, en annexe).

Il est à noter que, dans le groupe contrôle, les valeurs

moyennesainsi que leurs coefficients de variation sont similaires

à ceux donnés par Fleckensteinet coll. (1983a,b).

Ainsi, pour l'aorte descendante,Fleckensteinet

coll. (1983a,b) donnent une valeur moyenne de 20 �~�m�o�l�e�s�/�g de poids

sec, assortied'un coefficient de variation de 54 % (n = 8).

Nos propres résultatsmontrent des valeurs similaires, c'est

à dire une valeur moyenne de 16 �~�m�o�l�e�s�/�g de poids sec avec un

coefficient de variation de 33 % (n = 60).
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Dans le cas de l'aorte descendante,le dépassementd'une

valeur de 25 �~�m�o�l�e�s�/�g de poids sec pour le taux de calcium total

indiquera une augmentationphysiologiquementsignificative.

Dans le groupe 1/16, l'élévation relative des teneurs

tissulairesen calcium du systèmecardio-vasculaireest la

suivante : aorte thoracique (35 fois) > aorte abdominale (20 fois)

> artère carotide commune (13 fois) > myocarde (9 fois) > lit

mésentérique(3,7 fois) > artère caudale (3,1 fois).

�~�m�o�l�e�s�/�g
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Figure 5 : Taux tissulaire de calcium total �(�~�o�l�e�s�/�g de poids sec; m ± esm)

de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) et de rats contrôles

(n = 60 par groupe).

* : P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

En appliquant l'argumentationdéveloppéedans le pénultième

paragraphe,ces élévationsrelèvent d'une importante signification

physiologique.
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De plus, le contenu en calcium total s'élèvedans les reins

(15 fois) et l'intestin (3 fois) ,organescibles de la vitamine D3,

et s'abaissedans le fémur (- 10 %). rI n'est pas

significativementmodifié dans le cerveau, le foie et les yeux.
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Sodium �(�~�o�l�e�s�/�g�)

CER

Figure 6 (a): Taux tissulaire (aorte thoracique : AT, myocarde : MYO et

cerveau CER) de magnésium (n 60 par groupe), de phosphates(n = 12 par

groupe) et de sodium (n = 12 par groupe), exprimés en �~�o�l�e�s�/�g de poids sec.

Les tissus proviennentde rats traités par la vitamine D3 et la nicotine

(1/16) et de rats contrôles. Les valeurs sont expriméespar m ± esm.

* : P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.



55

Parallèlementau contenu tissulaire en calcium, le

contenu tissulaire en phosphatess'élèvedans les tissus cardio­

vasculaires:aorte thoracique (3,4 fois) > artère caudale (1,6

fois) > myocarde (1,2 fois); il augmenteégalementdans les reins

(1,5 fois) et n'est pas significativementmodifié dans les autres

tissus (figure 6; tableau 5, en annexe)Lescontenustissulairesen

magnésium, sodium et potassiumne sont pas modifiés par le

traitement 1/16 (figure 6; tableau 5, en annexe).

Ce traitement entraîneune haussedu rapport poids sec/poids

frais (exprimé en % par rapport au poids frais) dans l'aorte

abdominale (16 %), l'aorte thoracique (20 %), l'artère carotide

(24 %) et l'artère caudale (30%) (figure 6; tableau 5, en annexe).

Potassium (IJ,moles/g) • contrôle
600 0 1/16
500
400
300
200
100

0
AT MYO CER

40 * PS/PF (%)

30

20

10

0
AT MYO CER

Figure 6 (b): Taux tissulaire (aorte thoracique : AT, artère caudale : AC

et myocarde : MYO) de potassium �(�~�o�l�e�s�/�g de poids sec) et rapport poids

sec/poidsfrais (PS/PF, exprimé en % par rapport au poids frais) (n = 12 par

groupe). Les tissus sont isolés de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrôles.

Les valeurs sont expriméespar m ± esm.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.
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PERFUSE

4.1. Matériel et méthodes
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LIT MESENTERIQUE ISOLE ET

Les animaux utilisés sont des rats Wistar (définis dans le

paragraphe3.1.1.) et la surchargecalcique est induite par un

traitement par la vitamine D3 et la nicotine (modèle 1/16,

paragraphe3.1.2.)

Après anesthésiedu rat par administrationip de

pentobarbital, l'artère mésentériquesupérieureest isolée et

cathétérisée(diamètresinterne; 0,58 mm et externe: 0,96 mm;

Portex®, LSA, Fontenay aux Bois, France).

Ce cathéterest inséré sur une distancede 20 mm dans

l'artère mésentériquesupérieure.Le lit mésentériqueest ensuite

séparédes intestins (McGregor, 1965) et perfusépar l'artère

mésentériquesupérieureà un débit de 4 ml/minute (pompe

péristaltique,Meyer A.G., Luzern, Suisse) (figure 7).

La solution de perfusion a la composition suivante (mmoles/l)

NaCI 118, Kcl 4,7, MgC12.6H20 1,2, NaH2P04 1,0, CaC12.2H202,6,

NaHC03 25, glucose 11,1. Elle est maintenueà 37°C et oxygénéepar

un mélange gazeux formé d'02 (95%) et de C02 (5%). Son pH est de

7,4 ± O,l.

Un systèmede débullageest inséré dans le circuit de

perfusion (pompe Minipuls®, Ismatec, zurich, Suisse, 0,2

ml/minute) afin d'éviter toute altération de l'endothélium

vasculairepar des bulles de gaz.

La vasoconstrictionartérielle (mm Hg) est estimée à partir

des augmentationsde pressionde perfusion (capteur de pression,

Statham, Ato-Rey, Porto-Rico, relié à un enregistreur

polygraphiqueBeckman, Palo-Alto, Californie, USA).
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Figure 7 : Schéma du système de perfusion du lit mésentériqueisolé de rat.

La pompe principale (pompe 1) assure la perfusion de la préparationpar un

liquide de Krebs contenant (2) ou non (1) l'un des vasodilatateursutilisés

(carbachol, nitroprussiatede sodium, papavérineou histamine). La pompe 2,

dans le sens 2, assure le débullage du liquide de perfusion et, dans le sens

1, la perfusion de bulles d'air pour la destruction de l'endothélium. La

pompe 3 permet l'injection de bolus de noradrénalineou de sérotonine.

Après une période de stabilisationde 15 minutes, une

vasoconstrictionest induite par injection d'un bolus de

noradrénaline(CE50% moles, dans 0,33 ml, injecté en 20 secondes)

Cette injection est répétéetoutes les 5 minutes jusqu'à

stabilisationde la réponseobtenue (environ 25 minutes). Après

cette période de stabilisation, une courbe "concentration"-réponse

est réaliséepar injection de "concentrations"croissantesde

noradrénaline(3 x 10-10 à 3 x 10-7 mole) toutes les 5 minutes.
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Dans une série séparéed'expériences,la sérotonineremplace

la noradrénalineet le même protocole est appliqué. Après 15

minutes de stabilisation, la sérotonineest injectée en bolus

(0,33 ml en 20 secondes,3 x 10-9 mole) toutes les 5 minutes

pendant 25 minutes environ, puis une courbe "concentration"­

réponseest réaliséepar injection de "concentrations"croissantes

de sérotonine (3 x 10-1 0 à 10-7 mole).

Les "concentrations"de noradrénalineet de sérotonine

n'étant pas déterminéesau niveau du lit mésentérique,les

quantitésde chaque agent vasoconstricteursont expriméesen mole.

Les réponsesvasoconstrictricesinduites par la noradrénaline

et la sérotoninesont expriméespar les paramètressuivants :

- la réponsemaximale (mm Hg) ,

- le seuil de réponse, CE10nunHg, "concentration" nécessaire

(nmoles) pour obtenir une réponsede 10 mm Hg,

- la sensibilitémoyenne, CE50%, "concentration" nécessaire

(nmoles) pour obtenir une réponseégale à la moitié de la réponse

maximale.

La vasorelaxationest exprimée par le rapport temps de demi­

vasorelaxation(temps nécessairepour que la pressionde perfusion

retrouve une valeur égale à la moitié de la valeur du pic de

vasoconstrictionou maximum) / hauteur du pic de vasoconstriction

(sec/mm Hg)

Après établissementde la courbe "concentration"-réponse,des

bolus de noradrénaline(3 x 10-9 mole) sont injectés toutes les 5

minutes jusqu'à stabilisation.

Le lit mésentériqueest ensuiteperfusé par une solution

contenantdu carbachol (10-9 mole/l) pendant 5 minutes.

A la fin de cette période de 5 minutes, un bolus de

noradrénaline(3 x 10-9 mole, dans 0,33 ml, en 20 secondes)est

injecté, en présencede carbachol. Le même protocole est répété

avec des concentrationscroissantesde carbachol jusqu'à 10-4

mole/l.

Dans des sériesdifférentes d'expériences,ce protocole est

répété avec l'histamine (10-9 à 10-5 mole/l), le nitroprussiatede
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sodium (10-9 à 10-5 mole/l) et la papavérine (10-9 à 10-5 mole/l).

L'atténuationde la vasoconstrictioninduite par le

carbachol, l'histamine, le nitroprussiatede sodium ou la

papavérine,est exprimée par la vasoconstriction,exprimée en % de

la réponseprovoquéepar la CE50% de la noradrénalineen absence

de toute substancevasodilatatrice,obtenue en présencede

carbachol, d'histamine, de papavérineou de nitroprussiatede

sodiumen.

Les paramètressuivants sont mesurés

- la réponsemaximale (%),

la sensibilité, CI50%, concentrationnécessaire�(�~�m�o�l�e�s�/�l�) pour

obtenir une réponseégale à la moitié de la réponsemaximale.

Le protocole complet a été réalisé sur des séries séparéesde

lits mésentériques,privés de leur endothéliumvasculairepar

passagede bulles d'air (Story et Ziogas, 1986), par inversion du

systèmede débullagependant 5 minutes.

A la fin de chaque expérience, le lit mésentériqueest enlevé

du circuit de perfusion et la pressionde perfusion généréepar

les tubulures seules enregistrée.Cette dernière est soustraitede

la pressionmesuréedurant l'expérience.

L'analyse statistiquedes résultatsest réaliséecomme décrit

dans le paragraphe3.1.5.

4.2. Résultats

En début de perfusion, la résistancedu lit mésentériqueest

inférieure dans le groupe 1/16. Sa valeur est de 10,0 ± 1,0 mm

Hg/ml/min (n = 12) alors que celle du groupe contrôle est de 15,7

± 1,6 mm Hg/ml/min (n = 11, P < 0,05).

Après 15 minutes de stabilisation, elle est similaire dans

les deux groupes 1/16 (4,5 ± 0,2 mm Hg/ml/min, n = 12) et contrôle

(4,7 ± 0,3 mm Hg/ml/min, n = 11).
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La suppressionde l'endothéliumaugmentenon

significativement la résistancedu lit mésentériquedans les

groupes 1/16 et contrôle (1/16 : 4,7 ± 0,3, n = 12, et contrôle

5,7 ± 0,5 mm Hg/ml/min, n = 11).

4.2.1. Courbes concentration-réponseà la

noradrénaline

La noradrénalineélève, de façon "concentration"-dépendante,

la pressionde perfusion dans les groupes contrôle et 1/16 (figure

8) •

Dans le groupe 1/16, la réponsemaximale (- 51%), le seuil de

sensibilité (CE10mmHg x 2,5) et la sensibilité moyenne (CESO% x

2,1) à la noradrénalinesont abaisséspar rapport aux mêmes

paramètresmesurésdans le groupe contrôle (tableau 6, en annexe).

Le retrait de l'endothéliumaugmentele seuil de sensibilité

et la sensibilité moyenne dans les groupes 1/16 (CE10mmHg x 0,42 et

CESO% x 0,59) et contrôle (CE10mmHg x 0,35 et CESO% x 0,58), alors

que la réponsemaximale n'augmenteque dans le groupe 1/16 (+

16%) .

Le rapport "vasoconstrictionavec endothélium /

vasoconstrictionsans endothélium" ne diffère pas entre les

groupes 1/16 et contrôle pour les fortes "concentrations"de

noradrénaline.

Il est abaissépar le traitement 1/16 aux faibles

"concentrations" : pour la "concentration" 0,3 nmole de

noradrénaline, les valeurs obtenuessont de 5,8 ± 0,3 dans le

groupe contrôle et de 3,2 ± 0,2 dans le groupe 1/16 (n = 12 par

groupe, P < 0,05); pour la "concentration" 1 nmole de

noradrénaline, les valeurs obtenuessont de 4,9 ± 0,2 dans le

groupe contrôle et de 3,0 ± 0,2 dans le groupe 1/16 (n = 12 par

groupe, P < 0,05). (figure 8).
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Rapport vasorelaxation/ vasoconstriction
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Figure 8 : Courbes "concentration"-réponseà la noradrénaline, rapport

"vasoconstrictionavec endothélium / vasoconstrictionsans endothélium" (VC +

E/VC - E) et rapport vasorelaxation/ vasoconstrictiondans le lit

mésentériquede rats 1/16 et contrôles, avec (+ E) ou sans (- E) endothélium

(n = 12 par groupe). Les valeurs représentéescorrespondentà m ± esm.

a

b

P < 0,05 groupe (- E) par rapport au groupe (+ E) correspondant.

P < 0,05 par rapport aux groupe contrôle correspondant.
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Le rapport "vasorelaxation/ vasoconstriction"est multiplié

par 1,9 pour la concentration1 nmole de noradrénalineet par 2,9

pour la concentration100 nmoles dans le groupe 1/16, indiquant

une vasorelaxationplus longue (figure 8).

Ce rapport est abaisséaprès suppressionde l'endothélium,

pour les faibles "concentrations"de noradrénaline: dans le

groupe 1/16, il diminue de 40 % à la "concentration" 1 nmole et de

33 % dans le groupe contrôle.

Il augmente (x 1,8) pour les fortes "concentrations"dans le

groupe contrôle uniquement (figure 8).

Mais, ce rapport "vasorelaxation/ vasoconstriction"demeure

plus élevé dans le groupe 1/16 (1,1 ± 0,1) que dans le groupe

contrôle (0,8 ± 0,1) pour la "concentration" 100 nmoles de

noradrénaline

4.2.2. Courbes concentration-réponse�~ la sérotonine

La sérotonineélève, de façon "concentration"-dépendante,la

pressionde perfusion dans les groupes 1/16 et contrôle (figure

9) •

La réponsemaximale est abaisséede 31 % dans le groupe 1/16

par comparaisonavec le groupe contrôle (tableau 6, en annexe).

Par contre, le seuil de sensibilité et la sensibilitémoyenne

ne changentpas d'un groupe à l'autre (tableau 6, en annexe).

En l'absenced'endothélium, la réponsemaximale augmentedans

les groupes 1/16 (+ 75%) et contrôle (+ 55%), contrairementau

seuil de sensibilité et à la sensibilitémoyenne (tableau 6, en

annexe).

En l'absenced'endothélium, la réponsemaximale induite par

la sérotoninereste plus faible dans le groupe 1/16 que celle du

groupe contrôle (- 22%); le seuil de sensibilité et la sensibilité

moyenne demeurentsimilaires dans les deux groupes.

Le rapport "vasoconstrictionsans endothélium /

vasoconstrictionavec endothélium" n'est pas modifié pour les
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(figure 9).
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Figure 9 : Courbes "concentration"-réponseà la sérotonine, rapport

"vasoconstrictionavec endothélium / vasoconstrictionsans endothélium" (VC +

E/VC - E) et rapport vasorelaxation/ vasoconstrictiondans le lit

mésentériqueisolé de rats 1/16 et contrôles, avec (+ E) ou sans (- E)

endothélium (n = 12 par groupe). Les valeurs représentéescorrespondentà m ±

esm. a: P < 0,05 groupe (- E) par rapport au groupe (+ E) correspondant.

b : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.
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Il est abaissépar le traitement 1/16 pour les faibles

"concentrations" : de 48 % à la "concentration" 0,1 nmole et de 63

% à la "concentration" 1 nmole de sérotonine (figure 9) .

La vasorelaxation(sec/mm Hg) n'est atténuée,ni par le

traitement 1/16, ni par l'absenced'endothélium (figure 9).

4.2.3. VasorelaxationsdépendantesQU non de

l'endothéliumvasculaire

4.2.3.1. Carbachol

Le carbachol inhibe les vasoconstrictionsinduites par la

noradrénalinedans le lit mésentériquede rats 1/16 et contrôles

(figure 10).

L'inhibition obtenueest réduite par le traitement 1/16

l'amplitude de la réponsemaximale est divisée par 3 et la

sensibilité au carbacholdiminuéee (CI50% x 10) (tableau 7, en

annexe).

En absenced'endothélium, les effets du carbachol sont abolis

dans les groupes 1/16 et contrôle.

La vasoconstrictioninduite par la noradrénaline,avant la

première concentrationde carbachol, est plus faible dans le

groupe 1/16, avec (35 ± 4 mm Hg, groupe contrôle: 57 ± 4 mm Hg, P

< 0(05) ou sans endothélium (46 ± 4 mm Hg, groupe contrôle: 76 ±

4 mm Hg, P < 0(05).

4.2.3.2. Histamine

L'histamine inhibe les vasoconstrictionsinduites par la

noradrénalinedans le lit mésentériquede rats 1/16 et contrôles

(figure 10).

L'inhibition est réduite par le traitement 1/16 : l'amplitude

de la réponsemaximale est divisée par 2, sans modification de la

sensibilité à l'histamine (tableau 7, en annexe).

En l'absenced'endothélium, les effets de l'histamine sont



65

abolis dans les groupes 1/16 et contrôle.

La vasoconstrictioninduite par la noradrénaline,avant la

première concentrationd'histamine, est plus faible dans le groupe

1/16 avec (38 ± 3 mm Hg, groupe contrôle: 70 ± 3 mm Hg, P < 0(05)

ou sans endothélium (42 ± 2 mm Hg, groupe contrôle: 80 ± 4 mm Hg,

P < 0(05).

4.2.3.3. Papavérine

La papavérineinhibe les vasoconstrictionsinduites par la

noradrénalinedans le lit mésentériqueisolé de rats 1/16 et

contrôle (figure 10).

L'inhibition obtenuen'est modifiée, ni par le traitement

1/16, ni par l'absenced'endothélium (tableau 7, en annexe).

La vasoconstrictioninduite par la noradrénaline,avant la

première concentrationde papavérine, est plus faible dans le

groupe 1/16 avec (31 ± 3 mm Hg, groupe contrôle: 60 ± 5 mm Hg, P

< 0(05) ou sans endothélium (50 ± 5 mm Hg, groupe contrôle: 70 ±
3 mm Hg, P < 0(05).

4.2.3.4. Nitroprussiatede sodium

Le nitroprussiatede sodium inhibe les vasoconstrictions

induites par la noradrénalinedans le lit mésentériqueisolé de

rats 1/16 et contrôles (figure la; tableau 7, en annexe). Le

traitement 1/16 n'a pas d'effet sur le degré d'inhibition obtenu.

L'absenced'endothéliumprovoque une augmentationde la

sensibilité, sans modification de la réponsemaximale, dans les

groupes 1/16 et contrôle: en présenced'endothélium, la valeur de

la CISO% est respectivementmultipliée par 1,8 et par 2,6 par

rapport à celle obtenue sans endothéliumdans ces groupes.

La vasoconstrictioninduite par la noradrénaline,avant la

première concentrationde nitroprussiatede sodium, est plus

faible dans le groupe 1/16 avec (43 ± 5 mm Hg, groupe contrôle

80 ± 5 mm Hg, P < 0(05) ou sans endothélium (60 ± 3 mm Hg, groupe

contrôle: 92 ± 5 mm Hg, P < 0(05).
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Figure 10 : Vasoconstriction, exprimée en % de la réponseprovoquéepar la

CESO% de la noradrénalineen absencede toute substancevasodilatatrice,

obtenueen présencede carbachol, d'histamine, de papavérineou de

nitroprussiatede sodium sur le lit mésentériqueisolé de rats 1/16 ou

contrôles, avec (+ E) ou sans (- E) endothélium (n = 12 par groupe). Les

valeurs représentéescorrespondentà m ± esm. a : P < 0,05 groupe (- E) par

rapport au groupe (+ E) correspondant.b : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport

au groupe contrôle correspondant.
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5.1. Matériel et méthodes
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AORTE ISOLEE (MODELE 1/16)

les animaux utilisés sont des rats Wistar (définis dans le

paragraphe3.1.1.) et la surchargecalcique est induite par un

traitement par la vitamine D3 et la nicotine selon le modèle 1/16,

défini dans le paragraphe3.1.2.

Après anesthésiepar le pentobarbitalsodique (50 mg/kg, ip),

l'aorte thoraciqueest isolée et débarrasséedes tissus adhérents.

Un anneaude 3 mm de largeur est prélevé dans la zone proche

de la crosseaortique et installé entre deux tiges métalliques

dont l'une est fixe et l'autre reliée à un capteur isométrique

(Apelex, Ugo Basile, Comesio, Italie). L'anneaud'aorte est alors

soumis à une tension de 0,8 g.

Il est plongé dans une solution physiologique, dont la

composition est la suivante, en mmoles/l : NaCl 118; KCl 4,7;

MgC12.6H20 1,2; NaH2P04 1,0; CaC12.2H20 2,6; NaHC03 25; glucose

11,1. Elle est maintenueà 37°C et oxygénéepar bullage d'un

mélange de 02 (95 %) et C02 (5 %). Le pH est de 7,4 ± 0,1 (figure

11) .

capteur isométrique

02 95%
C02 5%

�~

- �~

0 0 anneau
d , a0 r t e

0 0 0
0 .
0 0

0

s0 l u t l 0 n phys l 0 l 0 g l que

amplificateur
enregistreur

support
fixe

Figure 11 Schéma du montage de l'anneaud'aorte isolée de rat.
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Après 90 minutes d'équilibration, des concentrationsde

noradrénalinesont ajoutéesau bain cumulativement, afin de

provoquer une contractionde 0,5 g environ.

Au plateaude la contraction, des concentrationscroissantes

de carbachol (10-9 à 10-4 mole/l) sont ajoutéesde façon cumulative

au bain.

Après plusieurs lavagesavec la solution physiologiqueet une

période de 30 minutes de repos, une courbe concentration-réponseà

la noradrénalineest construitepar ajouts de concentrations

croissantesde noradrénalinedans le bain (3 x 10-9 à 3 x 10-6

mole/l) .

Les réponsesvasoconstrictricesinduites par la noradrénaline

sont expriméespar :

- la tension maximale (g),

le seuil de sensibilité, CEO,lg, concentrationrequisepour

obtenir une réponsede 0,1 g,

- la sensibilité moyenne, CE50%, concentrationrequise pour obtenir

une réponseégale à la moitié de la tension maximale.

La relaxation spontanée,après la courbe concentration­

réponse, est estiméepar le temps de demi-vasorelaxation,temps

nécessairepour que la tension maximale (plateau) diminue de

moitié. Elle est exprimée par le rapport du temps de demi­

vasorelaxationà la valeur du maximum (min/g).

Après plusieurs lavagesavec la solution physiologiqueet une

période de 30 minutes de repos, des concentrationscroissantesde

noradrénalinesont additionnéesau bain afin d'obtenir une tension

de 0,5 9 environ.

Lorsque le plateau est atteint, le nitroprussiatede sodium

est ajouté en concentrationscroissantes(10-10 à 10-5 mole/l) de

façon cumulative dans le bain.

La relaxation par le carbacholou le nitroprussiatede sodium

de l'anneaud'aorteprécontractépar la noradrénalineest exprimée

- en pourcentage(%) par rapport à la contraction induite par la
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noradrénalineavant ajout de la premlere concentrationde

carbachol ou de nitroprussiatede sodium,

- par la sensibilité moyenne, C1SO%, concentrationnécessairepour

obtenir une relaxation de 50 %.

L'analyse statistiquedes résultatsest réaliséecomme décrit

dans le paragraphe3.1.5.

5.2. Résultats

5.2.1. Courbes concentration-réponse�~ la

noradrénaline

La noradrénalineaugmentede façon concentration-dépendante

la tension de l'anneaud'aorte dans les groupes 1/16 et contrôle

(figure 12).

1,0 g

0,8

0,6

0,4

0,2
contrôle
1/16

10 2 10 3 10 4

Noradrénaline [nmoles/l]

or 0 �-�t�-�-�-�,�-�-�-�i�1�F�-�r�T�"�'�T�"�T�T�'�1�r�o�-�-�'�"�T�'�"�"�'�"�-�,�-�"�'�T�"�'�1�I�'�"�"�T�'�"�1�M�T�"�.�.�.�-�-�r�-�,�-�T�"�T�T�"�'�T�T�T�T�-�.�.�.�.�,�.�-�-�-�,�,�.�.�.�.�.�,�.�~�r�-�T�T�'�"

10 0

Figure 12 : Courbes concentration-réponseà la noradrénalineobtenues sur

des anneauxd'aorte isolée de rats traités par la vitamine 03 et la nicotine

(1/16) ou de rats contrôles (n = 7 par groupe).

Les valeurs représentéescorrespondentà m ± esm.

* : P < O,OS par rapport au groupe contrôle.

Dans le groupe 1/16, la tension maximale et la sensibilité

moyenne sont abaisséespar rapport à celles du groupe contrôle.

La réponsemaximale, dans le groupe 1/16, est en effet de

0,67 ± 0,12 g alors qu'elle est de 0,92 ± 0,03 g dans le groupe
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contrôle (n = 7 par groupe, P < 0,05).

De même, la CESO% du groupe 1/16 est de 53 ± 14 nmoles/l,

celle du groupe contrôle n'étant que de 25 ± 6 nmoles/l (n = 7 par

groupe, P < 0,05).

Le seuil de sensibilité, quant à lui, ne changepas

significativementpuisque les valeurs de CEO,lg obtenuessont

respectivementde 9,1 ± 4,1 nmoles/l et de 4,6 ± 1,4 nmoles/l dans

les groupes 1/16 et contrôle (n = 7 par groupe).

La relaxation consécutiveà la vasoconstrictioninduite par

la noradrénalineest abaisséepar le traitement vitamine D3 et

nicotine: dans le groupe 1/16, le temps de relaxation est de 31,6

± 9,4 min/g, alors qu'il n'est que de 12,5 ± 2,0 min/g dans le

groupe contrôle (n = 7 par groupe, P < 0,05).

5.2.2. Vasorelaxationsdépendantesou non de

l'endothéliumvasculaire

5.2.2.1. Carbachol

Le carbachol relaxe de façon concentration-dépendante

l'anneaud'aorte de rat précontractépar la noradrénalinedans les

groupes 1/16 et contrôle(figure 13).

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine diminue la

réponsemaximale et la sensibilité au carbachol. Les valeurs

maximales atteintessont respectivementde 39 ± 5% et de 10 ± 2%

dans les groupes 1/16 et contrôle (n = 7 par groupe, P < 0,05).

La CISO%, dans le groupe 1/16 (4,0 ± 2,1 �~�m�o�l�e�s�/�l�)�, est

effectivement supérieureà celle du groupe contrôle (0,25 ± 0,01

umol e zL) (n = 7 par groupe, P < 0,05).

5.2.2.2. Nitroprussiatede sodium

Le nitroprussiatede sodium relaxe de façon concentration­

dépendantel'anneaud'aorte de rat précontractépar la

noradrénalinedans les groupes 1/16 et contrôle (figure 13).
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Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine (groupe 1/16)

n'altèrepas significativementcette relaxation. L'effet maximal

(4 ± 3 %) est similaire à celui du groupe contrôle (1 ± 1%). Il en

est de même des CISO% dont les valeurs respectivessont de 4,3 ±
1,7 nmoles/l et de 2,3 ± 1,1 nmoles/l dans les groupes 1/16 et

contrôle (n = 7 par groupe).

�~ contrôle

tJ. 1/16

10 3 10 4 lOS 10 6

Carbachol [nmoles/l]

10 3 10 4 lOS 10 6 10 7 10 8

Nitroprussiatede sodium [pmoles/l]

120 %

100

80

60

40

20

0
10 0

100 2-
0

80

60

40

20

0
10 2

Figure 13 : Vasoconstriction, exprimée en % de la réponseprovoquéepar la

CESO% de la noradrénalineen absencede toute substancevasodilatatrice,

obtenue en présencede carbachol ou de nitroprussiatede sodium sur des

anneauxd'aorte précontractéspar la noradrénaline,provenant de rats traités

par la vitamine 03 et la nicotine (1/16), ou de rats contrôles (n = 7 par

groupe). Les résultatssont exprimés en m ± esm.

* : P < O,OS par rapport au groupe contrôle.
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6. TRAITEMENT PAR DES INHIBITEURS DE L' ENZYME DE

CONVERSION ET PAR UN INHIBITEUR DE FLUX CALCIQUES (MODELE

1/16)

6.1. Matériel et méthodes

Les deux groupes de rats contrôles et 1/16 (définis dans les

paragraphes3.1.1. et 3.1.2.) sont traités par un inhibiteur de

l'enzyme de conversionde l'angiotensinel (perindopril ou

captopril), par un inhibiteur de flux calciques (isradipine) ou

par du soluté physiologique (NaCI 0,15 M).

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine a lieu le

jour 1.

Le traitement par le perindopril, le captopril, l'isradipine

ou le NaCI 0,15 M débute le jour 2 et finit le jour 16. Les

expériencesse déroulent le jour 17.

Du jour 2 au jour 16, les rats des groupes contrôle et 1/16,

reçoivent une injection ip à 9hOO, de perindopril, de captopril,

d'isradipineou de NaCI 0,15 M, sous un volume de 0,5 ml/kg.

Ainsi, 7 groupes sont définis :

NaCI 1 injection quotidiennede NaCI 0,15 M (groupe

contrôle)

pO,3 1 injection quotidiennede perindopril, 0,3 mg/kg

pl 1 injection quotidiennede perindopril, 1 mg/kg

p3 1 injection quotidiennede perindopril, 3 mg/kg

C3 1 injection quotidiennede captopril, 3 mg/kg

Cl0 1 injection quotidiennede captopril, 10 mg/kg

181 1 injection quotidienned'isradipine, 1 mg/kg

Le jour 17 (à partir de 13h00, le traitement étant arrêté

depuis la veille, soit depuis 28h00), les expériencessuivantes

sont réalisées:

1. Analyse plasmatique (paragraphe3.1.4.)

2. Prélèvementde tissus pour le dosagedu taux tissulaire de

calcium total (paragraphe3.1.3.).
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3. Réactivité vasculaire in vitro sur le lit mésentériqueisolé

(paragraphe4.1.) et sur l'aorte isolée (paragraphe5.1.)

L'analyse statistiquedes résultatsest réaliséecomme décrit dans

le paragraphe3.1.5.

6.2. Résultats

6.2.1. Evolution pondérale

L'évolution pondéraledes rats (tableau 8, en annexe) n'est

pas modifiée par le traitement NaCI 0,15 M, dans les groupes 1/16

et contrôle, par rapport aux groupes correspondantssans

traitementpar le NaCI 0,15 M, décrits dans les chapitres

précédents(paragraphe3.2.3.1.).

Le perindopril, à la dose de 3 mg/kg, provoque une perte

significative de poids le jour 17, dans les groupes contrôle (­

6%) et 1/16 (- 13 %) en comparaisondes groupes 1/16 et contrôle

NaCI correspondants.Les doses de 0,3 et 1 mg/kg sont sans effet.

Le captopril et l'isradipine ne modifient pas

significativement l'évolution pondéraledes rats 1/16 et

contrôles, par rapport aux groupes 1/16 et contrôle NaCI

correspondants.

Le taux de croissance(jours 5 à 17) des rats 1/16 et

contrôles, n'est modifié par aucun des traitements (perindopril,

captopril et isradipine), par rapport aux groupes NaCI

correspondants.De plus, les taux de croissancene diffèrent pas

entre groupes 1/16 et contrôles, quel que soit le traitement (NaCI

0,15 M, perindopril, captopril ou isradipine).

6.2.2. Contenu tissulaire en calcium total

Le contenu en calcium total des tissus de rats 1/16 et

contrôles traités par le NaCI 0,15 M ne diffère pas de celui des

rats correspondants,non traités par le NaCI 0,15 M (chapitres
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précédents),à l'exception du contenu en calcium de l'artère

carotide, plus élevé de 44 % dans les groupes contrôle NaCl et

1/16 NaCl et du cerveau, moins élevé de 32 % dans le groupe

contrôle NaCl et de 47 % dans le groupe 1/16 NaCl (figure 14 et

tableau 9, en annexe).

Le rapport entre les groupes 1/16 et contrôle demeure

toutefois similaire. Les tissus cardio-vasculairesde rats 1/16,

traités par le NaCl 0,15 M, présententune surchargecalcique dont

la sélectivité est la suivante : aorte thoracique (x 31) > aorte

abdominale (x 23) > artère carotide (x 13) > myocarde (x 9,5) >

lit mésentérique(x 3,9) > artère caudale (x 2,5).

La surchargecalcique atteint égalementles reins (x 17) et

l'intestin (x 1,4), et le contenu en calcium du fémur est abaissé

(diaphyse - 15% et épiphyse - 10%).

Le cerveau, le foie et les yeux ne sont pas touchéspar

l'accumulationde calcium.

Le perindopril (0,3, 1 ou 3 mg/kg) et le captopril (3 ou 10

mg/kg) ne modifient pas le contenu tissulaire en calcium total des

groupes contrôle ou 1/16. Ainsi, ils n'empêchentpas la surcharge

calcique induite par le traitement par la vitamine D3 et la

nicotine (figure 14 et tableau 9, en annexe).

L'isradipine (1 mg/kg) protège les vaisseauxde résistancede

la surchargecalcique engendréepar le traitement vitamine D3 et

nicotine. Dans le groupe 1/16, traité par l'isradipine, l'artère

caudaleet le lit mésentériquepossèdentun contenu tissulaire en

calcium total similaire à celui des vaisseauxcorrespondantsdans

le groupe contrôle recevant l'isradipine, mais non traités par la

vitamine D3 et la nicotine (figure 14 et tableau 9, en annexe).

L'isradipine n'empêchepas la surchargecalcique des

vaisseauxde compliance (aorte, artère carotide), du myocarde, des

reins et de l'intestin (tableau 9, en annexe).
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Figure 14 : Contenu tissulaire �(�~�o�l�e�s�/�g de poids sec; m ± esm) en calcium

total de l'aorte thoracique, de l'artère caudaleet du lit mésentériquede

rats 1/16 et contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à

la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3), le captopril à la dose de 3

(C3) ou 10 mg/kg (C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (181) par voie

ip.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

6.2.3. Analyse plasmatique

Les rats 1/16 NaCl présententune baissede la créatininémie

et de la phosphatémie,par rapport au groupe contrôle NaCl

(tableau 10, en annexe).
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Le traitement par le perindopril, quelle que soit la dose,

des rats contrôles ne modifie significativementaucun des

paramètresmesurés, par rapport aux contrôles NaCl.

Chez les rats 1/16 les modifications de la créatininémieet

de la phosphatémiene sont pas significatives. Il en est de même

pour les autres paramètresmesurés, à l'exception de la PAL qui

est augmentéedans le groupe 1/16 traité par le perindopril à la

dose de 3 mg/kg, par rapport aux rats contrôles p3 (tableau la, en

annexe).

Le traitement par le captopril, quelle que soit la dose

employée, des rats contrôles ne modifie significativementaucun

des paramètresmesurés, par rapport aux contrôles NaCl.

Chez les rats 1/16 traités par le captopril à la dose de 3

mg/kg, seules les activités de la GOT et de la PAL sont

augmentées,par rapport à celles mesuréesdans les groupes

contrôle et 1/16 traités par le NaCl 0,15 M (tableau la, en

annexe).

Le traitement par l'isradipine, à la dose de 1 mg/kg, des

rats contrôles et 1/16 ne modifie significativementque l'activité

de la GOT : celle-ci est augmentéedans les groupes contrôle et

1/16, par rapport aux contrôles NaCl correspondants(tableau la,

en annexe).

Les variations observéessont "minimes" si l'on considèreles

coefficients de variations des paramètresmesurés (tableau 1 et

remarquessur les techniquesde dosagesemployées, chapitre

3.2.1.)

6.2.4. Lit mésentériQueisolé �~ perfusé

6.2.4.1. Traitement par le NaCl 0,15 M

Le traitement des rats 1/16 et contrôlespar le NaCl 0,15 M

ne modifie ni la pressionde perfusion de base, ni la réactivité à

la noradrénaline,au carbacholet au nitroprussiatede sodium par

rapport aux groupes correspondantssans traitement par le NaCl
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0,15 M, étudiés dans les chapitresprécédents.

Aucune différence significative n'apparaîtentre les groupes

contrôles PO,3, Pl, P3, C3, C10, r81 et NaCl, quant à la pression

de perfusion de base du lit mésentériqueisolé et perfusé (figure

15), à la réactivité à la noradrénaline(figures 15, 16, 17 et

18), que ce soit dans les groupes 1/16 ou contrôles, avec ou sans

endothélium.

L'administrationde NaCl 0,15 M ne modifie pas les effets du

traitement des rats par la vitamine D3 et la nicotine. Les

différencesentre les groupes contrôles et 1/16 sont les mêmes que

dans les chapitresprécédents,où les rats n'étaientpas traités

par le NaCl 0,15 M.

• contrôle + E

D contrôle - E
DI 1/16 + E

ra 1/16 E
20

15

la

5

a

mm Hg

NaCl P 0,3 P 1 P 3

l'

l'

l'

l'

" "l'

" "l'

"
-,

l'-, -,
l'

C 3 C la r8 1

Figure 15 : Pressionde perfusion de base (m ± esm) de lits mésentériques

isolés de rats 1/16 et contrôles, avec ou sans endothélium, traités par le

NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg

(P3), le captopril à la dose de 3 (C3) ou la mg/kg (CIO) ou l'isradipine à la

dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

6.2.4.2. Traitement par le perindopril

Le traitement par le perindopril ne changepas la Qressionde
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perfusion de base des lits mésentériquesisolés de rats 1/16 ou

contrôles, que l'endothéliumsoit présentou absent (figure 15).

La baissede réactivité à la noradrénalineentraînéepar le

traitement des rats par la vitamine D3 et la nicotine (groupe

1/16), est prévenuepar le perindopril aux doses de 1 et 3 mg/kg,

mais non à la dose de 0,3 mg/kg.

Le seuil de sensibilité (CEIOrnmHg) est amélioré dans les

groupes 1/16 Pl et P3, avec ou sans endothélium: les groupes 1/16

pl et p3 ne sont pas significativementdifférents des groupes

contrôles pl et p3 (figure 16; tableau 11, en annexe). Dans les

groupes 1/16 PO,3 et NaCl, le seuil de sensibilité est plus élevé

(CEIOmmHg supérieure) que celui des groupes contrôles PO,3 et NaCl.

En absenced'endothélium, le seuil de sensibilité est abaissé

(CEIOmmHg plus faible) dans les groupescontrôles NaCl, PO,3, pl,

et p3. Dans le groupe 1/16 NaCl, l'absenced'endothéliumne

modifie pas significativement la CEIOmmHg, alors que dans les

groupes 1/16 pl et P3, elle augmentele seuil de sensibilité à la

noradrénaline: les valeurs de CEIOrnmHg des groupes 1/16 pl et p3

ne sont pas différentes de celles des groupes contrôles pl et p3

correspondants.

La sensibilité moyenne (CESO%) à la noradrénalineest elle

aussi amélioréedans les groupes 1/16 Pl et p3 par rapport au

groupe 1/16 NaCl, avec ou sans endothélium : les groupes 1/16 Pl

et p3 sont similaires aux groupes contrôles Pl et p3 (figure 16;

tableau 11, en annexe). Dans les groupes 1/16 NaCl et PO,3, la

sensibilitémoyenne à la noradrénalineest augmentéepar rapport

aux contrôlesNaCl et PO,3, avec ou sans endothélium.

L'absenced'endothéliumabaissela CESO%, traduisantune

augmentationde sensibilité moyenne dans tous les groupes, et les

différencesou similarités entre contrôles et 1/16 sont les mêmes

qu'en présenced'endothélium.

La réponsemaximale à la noradrénaline (figure 16; tableau

11, en annexe) est amélioréedans les groupes 1/16 pl et p3 par
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rapport au groupe 1/16 NaCl, avec ou sans endothélium. En effet,

la réponsemaximale des groupes 1/16 pl et p3 est similaire à

celle des groupes contrôles pl et p3 et significativementplus

élevée que celle du groupe 1/16 NaCl.

NaCl PO, 3 Pl P3 C3 C10 I81

(a)

(b)
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a
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• contrôle

o 1/16

6

5

4

3

2

1

o

SANS ENDOTHELIUM

nmoles

a

NaCl PO, 3 Pl P3 C3 C10 I81
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Figure 16 (a, b) Valeurs (m ± esm) du seuil de sensibilité (CE10mmHgi a)

et de la sensibilité moyenne (CE50%i b) à la noradrénalinede lits

mésentériques,avec ou sans endothélium, de rats 1/16 et contrôles, traités

par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou

3 mg/kg (P3), le captopril à la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (C10) ou

l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (I81) (n = 12 par groupe).

a

b

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Figure 16 (c): Réponse maximale (m ± esm) à la noradrénalinede lits

mésentériques,avec ou sans endothélium, de rats 1/16 et contrôles, traités

par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou

3 mg/kg (P3), le captopril à la dose de 3 (C3) ou la mg/kg (C10) ou

l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.

Dans les groupes 1/16 NaCl et PO,3, la réponsemaximale à la

noradrénalineest abaisséepar rapport à celle évaluée chez les

animaux contrôlesNaCl et PO,3, avec ou sans endothélium.

L'absenced'endothéliumne modifie pas la réponsemaximale à

la noradrénalineet les différencesou similarités entre groupes

contrôles et 1/16 sont les mêmes qu'en présenced'endothélium.

Le rapport "vasoconstrictionavec endothélium / vasoconstriction

sans endothélium" (rapport VC + E/VC - E) a une valeur de S,OS ±

0,23 dans le groupe contrôle NaCl pour une "concentration" de

noradrénalinede 1 nmole (figure 17). Il baisseprogressivement

pour des "concentrations"croissantesde noradrénalinejusqu'à une

valeur proche de 1 (0,88 ± 0,12 dans le groupe contrôle NaCl) pour

les "concentrations" les plus élevées, proches du maximum.



1 3 10 30 100 (nmoles)
Figure 17 Rapport "vasoconstrictionavec endothélium / vasoconstriction

sans endothélium" (m ± esm) d'après les courbes "concentration"-réponseà la

noradrénaline(1 à 100 nmoles) obtenuessur le lit mésentériqueisolé de rats

1/16 et contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la

dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3), le captopril à la dose de 3 (C3)
ou 10 mg/kg (CID) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (181) (n = 12 par

groupe).
a

b

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Ceci montre que le rôle modulateurde l'endothélium

vasculaires'exercepuissammentsur les vasoconstrictionsinduites

par de faibles "concentrations"de noradrénalineet qu'il baisse

progressivementquand les vasoconstrictionsinduites sont plus

fortes.

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine abaissele

rapport VC + E/VC - E pour les faibles "concentrations"de

noradrénaline(significativementpour 1 nmole), ce qui indique une

atteinte endothélialedans le groupe 1/16 (figure 17).

Pour de plus fortes "concentrations"de noradrénaline,les

groupes 1/16 et contrôles ne sont plus différents. Le perindopril

(groupes PO,3, pl et P3) n'a pas d'effet significatif sur le

rapport VC + E/VC - E, aussi bien dans le groupe 1/16 que dans le

groupe contrôle, par rapport au NaCl 0,15 M.

Le rapport "vasorelaxation/vasoconstriction"(VR/VC), calculé

à partir des courbes "concentration"-réponseà la noradrénaline,a

une valeur comprise entre 0,5 et 1 sec/mm Hg dans les groupes

contrôles, quelle que soit la "concentration" de noradrénaline(3

et 30 nmoles représentéessur la figure 18).

La suppressionde l'endothéliums'accompagned'une baissedu

rapport VR/VC, dans tous les groupes, pour la "concentration"

faible de noradrénaline(3 nmoles), alors qu'à forte

"concentration" (30 nmoles) ce rapport s'élève.

Dans le groupe NaCl, le traitement des rats par la vitamine

D3 et la nicotine augmentesignificativement le rapport VR/VC, en

présenceou en absenced'endothélium.
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Figure 18 : Rapport asorelaxation/ vasoconstriction(sec/mm Hg; m ± esm),

d'après les courbes "concentration"-réponseà la noradrénalineobtenuessur

le lit mésentériqueisolé de rats 1/16 et contrôles, traités par le NaCl 0,15

M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3), le

captopril à la dose de 3 (C3) ou la mg/kg (C10) ou l'isradipine à la dose de

1 mg/kg (1S1) (n = 12 par groupe).

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.

Le traitement des rats 1/16 par le perindopril améliore la

vasorelaxationdu lit mésentériquecontractépar la noradrénaline

à la "concentration" de 3 nmoles (groupe Pl uniquement), en

présenceou en absenced'endothélium, par rapport au groupe NaCl.

Il n'y a pas d'effet significatif pour la "concentration" de 30

nmoles de noradrénaline.
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Le perindopril ne modifie pas significativement la

sensibilitémoyenne (CISO%) et le maximum de relaxation (%) au

carbachol sur le lit mésentériqueisolé, dans les groupes

contrôles PO,3, pl et P3, par rapport au groupe contrôle NaCl

(figure 19; tableau 12, en annexe).

La sensibilitémoyenne et la relaxation maximale sont

abaisséespar le traitement des rats par la vitamine D3 et la

nicotine : la CISO% et le % maximal de relaxation sont augmentés

(figure 19).

Après traitement des rats 1/16 par le perindopril, la

sensibilitémoyenne (groupes PO,3, pl et P3) et le maximum de

relaxation (groupes pl et P3, mais non PO(3) sont identiquesaux

valeurs contrôles correspondantes,et sont amélioréspar rapport

au groupe 1/16 NaCl.

La fonction endothélialeest donc préservéepar le

perindopril dans le lit mésentériquedes rats 1/16.

La sensibilité moyenne au nitroprussiatede sodium et le

maximum de relaxation qu'il entraînedans le lit mésentérique

isolé, ne sont pas modifiés par le traitement des rats par la

vitamine D3 et la nicotine : la CISO% et le % maximal de relaxation

sont augmentés (figure 20; tableau 12, en annexe).

Après traitement des rats 1/16 et contrôlespar le

perindopril, aucun de ces deux paramètresn'est significativement

modifiés.

6.2.4.3. Traitement par le captopril

Le traitement par le captopril ne modifie pas la pressionde

base du lit mésentériqueisolé de rats 1/16 ou contrôles, que

l'endothéliumsoit présentou absent (figure 15).

Le seuil de sensibilité à la noradrénalineest amélioré par

le traitement par le captopril : les groupes 1/16 c3 et C10 ne

sont pas significativementdifférents des groupes contrôles C3 et

C10 (CE10mmHg, figure 16; tableau 11, en annexe).
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En absenced'endothélium, le seuil de sensibilité à la

noradrénalinen'est amélioré que dans le groupe 1/16 C3 : le seuil

de sensibilité de ce groupe n'est pas significativementdifférent

de celui du groupe contrôle C3, mais est abaissépar rapport à

celui du groupe 1/16 NaCl.

La sensibilité moyenne (CESO%) est égalementamélioréepar le

traitementpar le captopril : les groupes 1/16 C3 et C10 ne sont

pas significativementdifférents des groupes contrôles C3 et C10,

en présenceou en absenced'endothélium (figure 16; tableau 11, en

annexe).

La réponsemaximale à la noradrénalineest amélioréedans les

groupes 1/16 C3 et C10, avec ou sans endothélium: le maximum

atteint dans les groupes 1/16 C3 et C10 n'est pas

significativementdifférent de celui des groupes contrôles C3 et

C10, mais il est significativementsupérieurà celui du groupe

1/16 NaCl (figure 16; tableau 11, en annexe).

Le captopril (C3 et C10) abaissesignificativement, et de

façon dose-dépendante,le rapport VC + E/VC - E correspondantà la

"concentration" 1 nmole de noradrénaline(figure 17), aussi bien

dans le groupe 1/16 que dans le groupe contrôle, par rapport au

traitement par le NaCl 0,15 M.

Contrairementau groupe 1/16 NaCl, chez lequel le rapport VC

+ E/VC - E est abaissé, il n'y a pas de différence significative

entre les groupes 1/16 C3 et C10 et les groupes contrôles C3 et

C10.

Le rapport VR/VC est amélioré par le traitement des rats 1/16

par le captopril; il n'y a pas de différence significative entre

les groupes contrôles (C3 et C10) et 1/16 (C3 et C10), en présence

ou en absenced'endothélium, dans les lits mésentériques

contractéspar la noradrénalineaux "concentrations"de 3 et 30

nmoles.

Le captopril ne modifie pas significativement la sensibilité

moyenne (C1SO%) au carbachol et le maximum de relaxation (%) qu'il
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entraînesur le lit mésentériqueisolé, dans les groupes contrôles

C3 et C10, par rapport au groupe contrôle NaCl (figure 19; tableau

12, en annexe).

La sensibilitémoyenne et la relaxation maximale sont

abaisséespar le traitement des rats par la vitamine D3 et la

nicotine (groupe NaCl). Le traitement des rats 1/16 par le

captopril C3 et C10 est sans effet sur ces deux paramètres.La

fonction endothélialen'est pas préservéepar le captopril dans le

lit mésentériquede rat 1/16.
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Figure 19 : Atténuation par le carbachol des contractions induites par la

noradrénaline(sensibilitémoyenne C1SO% et vasoconstriction,exprimée en % de

la réponseprovoquéepar la CESO% de la noradrénalineen absencede carbachol;

m ± esm) sur le lit mésentériqueisolé de rats 1/16 et contrôles, traités par

le NaCl 0,15 M (NaCl) , le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO, 3,

Pl ou P3) , le captopril à la dose de 3 ou la mg/kg (C3 ou Cl0) ou

l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (181) (n = 12 par groupe).

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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La sensibilitémoyenne au nitroprussiatede sodium (C10) et

le maximum de relaxation qu'il entraîne (C] et C10) dans le lit

mésentériqueisolé, sont abaisséspar le traitement des rats 1/16

et contrôlespar le captopril, par rapport au groupe NaCl

correspondant(figure 19; tableau 12, en annexe).

6.2.4.4. Traitement par l'isradipine

Le traitement par l'isradipine (1 mg/kg) ne modifie pas la

pressionde perfusion de base des lits mésentériquesisolés de

rats 1/16 ou contrôles, avec ou sans endothélium (figure 15).

Le seuil de sensibilité (CE10mmHg) à la noradrénalineest

amélioré par le traitement par l'isradipine (figure 16; tableau

11, en annexe) : le groupe 1/16 131 n'est pas significativement

différent du groupe contrôle 131, avec ou sans endothélium.

La sensibilitémoyenne (CESO%) est égalementamélioréepar le

traitement par l'isradipine (figure 16; tableau 11, en annexe)

le groupe 1/16 131 n'est pas significativementdifférent du groupe

contrôle 131, avec ou sans endothélium.

En présenced'endothélium, la valeur de la CESO% du groupe

1/16 131 n'est pas différente de celle du groupe 1/16 NaCl.

La réponsemaximale à la noradrénaline (figure 16; tableau

11, en annexe) n'est pas amélioréepar le traitement par

l'isradipine, avec ou sans endothélium: le maximum, dans le

groupe 1/16 131, est significativementabaissépar rapport à celui

du groupe contrôle 131 et n'est pas significativementdifférent de

celui du groupe 1/16 NaCl.

L'isradipine abaissesignificativement le rapport VC + E!VC ­

Lcorrespondantà la "concentration" de 1 nmole de noradrénaline

(figure 17), dans le groupe contrôle, mais non dans le groupe

1/16, par rapport au traitement par le NaCl 0,15 M.

L'absencede différence significative entre le groupe 1/16
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181 et le groupe contrôle 181 montre une améliorationde la

fonction endothélialepar l'isradipine.

L'isradipine n'a pas d'effet significatif sur le raDDort

VR/VC dans les groupes 1116, en présenceou en absence

d'endothélium, sur les lits mésentériquescontractéspar la

noradrénalineaux "concentrations"de 3 et 30 nmoles.

L'isradipine ne modifie pas significativement la sensibilité

moyenne (C1SO%) au carbacholet le maximum de relaxation (%) qu'il

entraînedans le lit mésentériqueisolé, dans le groupe contrôle

181,par rapport au groupe contrôle NaCl (figure 19; tableau 12, en

annexe).

La sensibilité moyenne et la relaxation maximale sont

abaisséespar le traitement des rats par la vitamine D3 et la

nicotine : la C1SO% et le % maximal de relaxation sont augmentés

(figure 19).

Après traitement des rats 1/16 par l'isradipine, la

sensibilitémoyenne et la relaxation maximale sont identiquesaux

valeurs contrôles et significativementdifférentes des valeurs

correspondantesdans le groupe NaCl.

La fonction endothélialeest donc préservéepar l'isradipine

dans le lit mésentériquedes rats 1/16.

La sensibilité moyenne (C1SO%) au nitroDrussiatede sodium et

la relaxation maximale (%) qu'il entraînedans le lit mésentérique

isolé, ne sont pas modifiées par le traitement des rats par la

vitamine D3 et la nicotine et ne le sont pas non plus par le

traitement des rats 1/16 et contrôles par l'isradipine (figure 20;

tableau 12, en annexe).



89

cr
140 50%

nmoles/l b
120 • contrôle

100 b 0 1/16

80

60

40

20

0
NaCl PO,3 Pl P3 C3 C10 IS1

20
Relaxation

% b b maximale

15

10

5

0
NaCl PO,3 Pl P3 C3 C10 IS1

Figure 20 : Atténuation par le nitroprussiatede sodium des contractions

induites par la noradrénaline(sensibilité moyenne C1SO% et vasoconstriction,

exprimée en % de la réponseprovoquéepar la CESO% de la noradrénalineen

absencede nitroprussiatede sodium; m ± esm) sur le lit mésentériqueisolé

de rats 1/16 et contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril

à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Plou P3), le captopril à la dose de 3

ou la mg/kg (C3 ou C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12

par groupe).

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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6.2.5 Aorte isolée

6.2.5.1. Traitement par le NaCl 0,15 M

Les groupes contrôles PO,3, Pl, P3, C3, C10 et 181 ne

diffèrent pas du groupe contrôle NaCl quant aux paramètresmesurés

sur les anneauxd'aorte isolée de rats pour l'étude de la

réactivité à la noradrénaline: la contractionmaximale, le seuil

de sensibilité, la sensibilitémoyenne et la vasorelaxation.Il en

est de même pour la relaxation induite par le carbachol et le

nitroprussiatede sodium: % maximum de relaxation et sensibilité.

Le traitement des rats 1/16 et contrôles par le NaCl 0,15 M

ne modifie pas les paramètresmesuréssur les anneauxd'aorte

isolée de rats, par rapport à ceux des groupes 1/16 et contrôles,

non traités par le NaCl 0,15 M (chapitresprécédents).

Les anneauxd'aorte isolée de rats 1/16 NaCl sont moins

réactifs à la noradrénalineque ceux des rats contrôles NaCl : la

contractionmaximale, le seuil de sensibilité et la sensibilité

moyenne sont abaisséset la vasorelaxationplus longue (figures 22

et 23 et tableau 13, en annexe).

De même, dans le groupe 1/16 NaCl, la réactivité endothéliale

est abaissée: le % maximal de relaxation par le carbachol et la

sensibilité sont diminués (figure 23 et tableau 14, en annexe).

Par contre, la réactivité au nitroprussiatede sodium n'est

pas significativementmodifiée dans le groupe 1/16 NaCI, par

rapport au groupe contrôle NaCl (figure 24 et tableau 14, en

annexe).
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Figure 21 : Réponsemaximale, seuil de sensibilité (CEO,lg) et sensibilité

moyenne (CE50%) à la noradrénalinede l'aorte isolée de rats 1/16 et

contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de

0/3/ 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Plou P3), le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg

(C3 ou C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (151) (n = 12 par groupe).

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0/05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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6.2.5.2. Traitement par le perindopril

La réactivité à la noradrénalineest amélioréepar le

traitement des rats 1/16 par le perindopril (figure 21 et tableau

13, en annexe).

Il n'y a pas de différence significative entre les groupes

1/16 et les groupes contrôles correspondants,quant aux paramètres

mesurés:CESO% (groupe p3 uniquement), contractionmaximale

(groupes PO,3, pl et P3), et CEO,lg (groupes PO,3 et P3).

Toutefois, la vasorelaxationn'est pas modifiée par le

traitement des rats 1/16 par le perindopril : les temps de

relaxation sont supérieursdans les groupes 1/16 PO,3, pl et p3 à

ceux des groupes contrôles PO,3, pl et p3 (figure 22).

La relaxation par le carbachol des anneauxd'aorte

précontractéspar la noradrénalineest amélioréedans les groupes

1/16 PO,3, Pl et P3 : la CISO% (groupes PO,3, pl et P3) et le %

maximal de relaxation (groupes Pl et P3, mais non PO,3) ne sont

pas différents des valeurs correspondantesdans les groupes

contrôles PO,3, Pl et P3, mais sont significativementabaisséspar

rapport au groupe 1/16 NaCl (figure 23 et tableau 14, en annexe).

La sensibilité au nitroprussiatede sodium et le % maximal de

relaxation sont inchangésdans les groupes 1/16 PO,3, pl et p3,

par rapport aux groupes contrôles PO,3, Pl et P3, et par rapport

aux groupes 1/16 et contrôle NaCl (figure 24 et tableau 14, en

annexe).

6.2.5.3. Traitement par le captopril

Contrairementau perindopril, le captopril n'améliorepas la

réactivité à la noradrénalinedes anneauxd'aorte isolée de rat

1/16 C3 ou C10, par rapport aux groupes contrôles correspondants

(figure 21 et tableau 13, en annexe). Les CESO% sont augmentées

(significativementdans le groupe C3 uniquement), la contraction

maximale abaissée(groupes c3 et C10), et la CEO,lg augmentée

(significativementdans le groupe C3 uniquement).
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Figure 22 : Vasorelaxation (min/g; m ± esm), consécutiveau retrait de la

noradrénaline,de l'aorte isolée de rats 1/16 et contrôles, traités par le

NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3, l ou 3 mg/kg (PO,3, Pl

ou P3), le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg(C3 ou C10) ou l'isradipine à

la dose de l mg/kg (lSl) (n = 12 par groupe).

a : P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

Groupe PO,3, Pl, P3, C3, C10 ou ISl par rapport au groupe NaCl correspondant

: non significatif.

De même, le temps de relaxation est plus long dans les

groupes 1/16 C3 et C10 que dans les groupes contrôles C3 et C10

(figure 22) .

La relaxationpar le carbacholdes anneauxd'aortes

précontractéspar la noradrénalinen'est pas amélioréedans les

groupes 1/16 C3 et C10 par rapport aux contrôles c3 et C10 : la

CI50% et le % maximal de relaxation sont augmentésdans les groupes

1/16 c3 et c10, par rapport aux groupes contrôles Pl et p3 (figure

23 et tableau 14, en annexe).

La sensibilité au nitroprussiatede sodium et le % maximal de

relaxation sont abaissésdans les groupes 1/16 C10 et contrôle C10

: la CI50% et le % maximal de relaxation sont augmentéspar rapport

aux valeurs des groupes contrôles et 1/16 NaCl (figure 24 et

tableau14, en annexe).
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6.2.5.4. Traitement par l'isradipine

Le traitement des rats 1/16 par l'isradipine améliore le

seuil de sensibilité et la sensibilitémoyenne à la noradrénaline

par rapport aux contrôles correspondantset par rapport au groupe

1/16 NaCl (figure 21 et tableau 13, en annexe).

Les CEO,lg et CESO% ne sont pas différentes des valeurs

contrôles r31 correspondantes,mais elles sont abaisséespar

rapport à celles du groupe 1/16 NaCl.

Toutefois, la contractionmaximale reste moindre dans le

groupe 1/16 r31 par rapport au contrôle r31, malgré le traitement

par l'isradipine. Le temps de relaxation est plus long dans les

groupes 1/16 r31 que chez les contrôles r31 (figure 22 et tableau

13, en annexe).

La relaxation par le carbachol des anneauxd'aorte

précontractéspar la noradrénalineest améliorée dans le groupe

1/16 r31 par rapport au contrôle r81 et par rapport au groupe 1/16

NaCl. La crSO% et le % maximal de relaxation sont inchangésdans

les groupes 1/16 r81, par rapport au groupe contrôle r31, et sont

abaisséspar rapport au groupe 1/16 NaCl (figure 23 et tableau 14,

en annexe).



95

Relaxation
50 �~ maximale0 a

a
40 a • contrôle

0 1/16
30 a

20

10

0
NaCl PO,3 Pl P3 C3 C10 181

5 CI
Ilmoles/l 50%

4

3

2 a

1 b

0
NaCl PO,3 Pl P3 c3 c10 181

Figure 23 : Relaxation (vasoconstriction, exprimée en % de la réponse

provoquéepar la CESO% de la noradrénalineen absencede carbachol et

sensibilitémoyenne C150%i m ± esm) induite par le carbachol sur l'aorte,

précontractéepar la noradrénaline, isolée de rats 1/16 et contrôles, traités

par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg

(PO,3, Plou P3), le captopril à la dose de 3 ou la mg/kg (C3 ou C10) ou

l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (181) (n = 12 par groupe).

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.

La sensibilité et le % maximal de relaxation au

nitroprussiatede sodium ne sont pas modifiés dans les groupes

1/16 et contrôle 131 par rapport aux groupes 1/16 et contrôle NaCl

(figure 24 et tableau 14, en annexe).



Figure 24 : Relaxation (vasoconstriction, exprimée en % de la réponse

provoquéepar la CESO% de la noradrénalineen absencede nitroprussiatede

sodium et sensibilitémoyenne C150%; m ± esm) induite par le nitroprussiate

de sodium sur l'aorte, précontractéepar la noradrénaline, isolée de rats

1/16 et contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la

dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Plou P3), le captopril à la dose de 3 ou 10

mg/kg (C3 ou C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (181) (n = 12 par

groupe)

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle correspondant.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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6.2.6. Résumé des résultats

Tableau 15 : Résumé des résultatsde l'effet du traitement des rats 1/16 par

le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Plou P3), le captopril

à la dose de 3 ou la mg/kg (C3 ou C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg

(181) et le NaCl 0,15 M. Les groupes 1/16 sont comparésaux groupes contrôles

correspondants:

- : paramètredétérioré; inchangé; + amélioré par le traitement.

Groupe

poids corporel

analyseplasmatique

NaCIPD,3Pl P3 C3 C1D lBl

contenu tissulaire en calcium total :

artèresde compliance

artèresde résistance

LIT MESENTERIQUE ISOLE

ligne de base

réactivité à la noradrénaline

seuil de sensibilité

sensibilitémoyenne

réponsemaximale

rapport VC + E /VC - E

rapport VR/VC
réactivité au carbachol

sensibilitémoyenne

% maximal de réponse

réactivité au nitroprussiate

sensibilitémoyenne

% maximal de réponse

AORTE ISOLEE

réactivité à la noradrénaline

seuil de sensibilité
sensibilitémoyenne

réponsemaximale

vasorelaxatibn

réactivité au carbachol

sensibilitémoyenne

% maximal de réponse

réactivité au nitroprussiatede sodium

sensibilitémoyenne

% maximal de réponse

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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7. DISCUSSION

7.1. Généralités sur le traitement par la vitamine

D3 et la nicotine

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine entraîne

l'apparition de signes plasmatiquesd'intoxication;

hypercalcémie,hyperurémieet hypercréatininémie.La cinétique de

l'hypercalcémieest comparableà celle observéepar Mutoh et coll.

(1988), Cannon et Williams (1989) et Bukoski et coll. (1990) après

une administrationde vitamine D..

Parmi les différents modèles étudiés dans la premièrepartie

de ce travail (1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 4/13, 1/16, 2/15 et 4/180), les

modèles "sans période de repos" (1/1, 2/1, 3/1, 4/1) sont

difficiles à utiliser, du fait des signes d'intoxication qu'ils

présententau moment où des expériencesdoivent être menées.

Si le traitement est suivi d'une période de repos (modèles

4/13, 2/15 et 1/16), ces signes d'intoxication disparaissent.

Plusieursparamètres(sodium, phosphates,acide urique, urée et

créatine-kinase)ont des valeurs abaisséesdans le modèle 1/16,

mais restentphysiologiques; ils sont en effet compris dans les

intervalles de référencedonnés pour ces paramètres(voir tableau

1) .

Dans les modèles "avec période de repos" (4/13, 1/16, 2/15 et

4/180), les signes d'intoxication ont disparu à la fin de la

période de repos et les rats retrouvent un taux de croissance

similaire à celui des rats contrôles. De surcroît, dans ces

modèles "avec période de repos", l'intensité de la surcharge

calcique est supérieureà celle mesuréeque dans les modèles "sans

période de repos".

Parmi les modèles "avec période de repos", le modèle 1/16

présenteune surchargecalcique maximale, après un traitement plus

court que celui des modèles 4/13, 2/15 et 4/180. De plus, ce

modèle 1/16 permet l'étude de la surchargecalcique après deux

semainesseulement.
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Dans ce modèle 1/16, l'urémie, la créatininémieet la

calcémie augmententimmédiatementaprès le traitement par la

vitamine D3 et la nicotine et sont très rapidementmaximales

(entre les jours 3 et 5).

L'installation de la surchargecalcique aortique évolue

nettementmoins vite et atteint ses valeurs maximales à partir du

jour 13 : c'est à dire après la phase "toxique" du modèle 1/16. En

effet, l'urémie, la créatininémieet la calcémie sont de nouveau

normales à partir du jour 9.

La perte pondéraleinitiale qu'occasionnele traitement des

rats par la vitamine D3 et la nicotine constitueun autre signe de

toxicité précoce. A partir du cinquième jour, les rats du groupe

1/16 ont un taux de croissancesimilaire à celui du groupe

contrôle et ce jusqu'au jour 17.

Enfin, à l'opposédes modèles incluant des administrations

répétéesde nicotine, tels que celui de Fleckensteinet coll.

(1986) et le modèle 4/1 (Thorin et coll., 1990), nous n'observons

aucunemortalité. En effet, dans le modèle 4/1, la mortalité

apparaîtau troisième jour de traitement par la nicotine.

Nous pouvons donc émettre l'hypothèseque les altérationsde

réactivité vasculaire, obtenuesdans le modèle 1/16, sont

attribuablesprincipalementà la surchargecalcique et non pas à

une pathologie associéetelle qu'une insuffisancerénale, une

hypercalcémieou un désordrelipidique. rI est intéressantde

noter que d'autresmodèles d'étude du dysfonctionnement

endothélial, lié à l'athérosclérose,ont comme point commun une

hypercholestérolémie,ce qui n'est pas le cas dans le modèle 1/16.

Cependant, seule une analysedes constituantslipidiques

pariétauxnous permettrad'écarterl'implication d'une

perturbationdu métabolismedu cholestéroldans ce modèle.
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7.2. Sélectivité ionique et tissulaire de la

surcharge calcique

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine élève le

contenu tissulaire en calcium total des artères, des reins, du

myocarde et de l'intestin.

Cette surchargesemble spécifiquementcalcique puisque les

taux tissulairesde magnésium, cation divalent d'un métal

alcalino-terreuxcomme le calcium, sont en effet inchangés.

L'absencede variation de la concentrationde magnésium, liée à

une surchargecalcique vasculaire, est une situation rencontrée

lors du vieillissement chez l'Homme, le chien et le rat

(Fleckensteinet coll., 1983a,b).

Le modèle 1/16 ne montre pas non plus d'élévationdes taux

des ions monovalents, tels que le sodium et le potassium. Il faut

noter cependantque la méthode employée pour la déterminationde

la concentrationde sodium ne nous permet pas de conclure

définitivement, quant à l'absencede variation de la concentration

cellulaire de sodium.

La surchargecalcique, présenteau niveau du myocarde, est

d'intensité intermédiaire (x 8) entre celle des artèresde

résistanceet de compliance. Ceci confirme les résultatsobtenus

par Fleckensteinet coll. (1983a,b) et par nous mêmes (Oster et

coll., 1989a,b; Thorin et coll., 1990) dans des modèles différents

1/1, 2/1, 3/1, 4/1 et 4/13. Toutefois, durant le vieillissement,

le myocarden'est pas affecté par le phénomènede surcharge

calcique (Fleckensteinet coll., 1983a,b).

Un niveau similaire à celui du myocarde est atteint dans les

reins (x 15) et un niveau plus faible, mais significativement

�d�i�f�f�~�r�e�n�t de celui des animaux témoins, dans l'intestin (x 3).

Reins et intestin sont les organes "cibles" de la vitamine D. La

surchargecalcique, dans ces organes, reflète l'intoxication

qu'ont subie les rats, sans qu'il en découle de conséquences

fonctionnelles, comme le montre l'analyseplasmatique (absence

d'hyperurémieet d'hypercréatininémie).
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Par ailleurs, les tissus tels le foie et le cerveaune sont

pas touchéspar l'accumulationde calcium. Ces observations

concordentavec des travaux antérieurs:Swierczynski et coll.

(1987) ont montré qU'une injection de vitamine D3 (100 000 UI par

jour, pendant 3 jours) chez le rat jeune, suivi d'un temps de

repos de 7 jours élève le taux de calcium tissulaire total de 20

fois dans le coeur, de 85 fois dans les reins et de 12 fois dans

le duodénum, alors que dans le cerveauet le foie, aucune

variation n'est détectée.

La surchargecalcique semble sélectivedes artèresde

compliance (aorte et artère carotide) dans lequel le contenu

tissulaire en calcium total augmentede façon plus prononcéeque

dans les artèresde résistance(artère caudaleet lit

mésentérique).

Cette sélectivité tissulaire de la surchargecalcique se

retrouve dans le vieillissement vasculaire (Fleckensteinet coll.,

1983a) et semble dépendredans les deux cas de la localisation

relative de l'élastine vide infra.

La surchargecalcique observéedans le modèle 1/16 diffère de

celle rencontréedans l'hypertensionartérielle chez l'Homme ou

chez le rat SHR. Chez ces derniers, l'accumulationde calcium

touche préférentiellementles artèresde faible diamètre et les

artérioles (Grün et Fleckenstein,1972; Fleckensteinet coll.,

1985). Cette accumulationde calcium, dans les vaisseaux

résistifs, est à relier éventuellementà l'augmentation

tensionnelleobservéechez les sujets hypertendus.

Dans notre modèle, ainsi que dans le vieillissement,

l'accumulationde calcium au niveau des gros troncs artériels est

à rapprocherde l'abaissementde compliance aboutissantà une

hypertensionsystolique isolée observéedans le groupe 1/16 (Makki

et coll., résultatspersonnels)et chez l'Homme âgé (Vokonas et

coll., 1988).

Des étudesparallèlesont mis en évidencede nombreux signes
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d'une rigidification aortique dans le modèle 1/16 tels qu'une

augmentationimportante de la pressionartérielle différentielle,

mesuréeau niveau de l'artère fémorale, et une accélérationde la

vitessede transmissionde l'onde pulsative aortique (Chillon,

1991). Des altérationshémodynamiquessimilaires sont observées

chez l'Homme âgé (Milnor, 1989).

7.3. Evolution et étiologie éventuelle de la

surcharge calcique

Dans les modèles 1/1, 2/1, 3/1, puis 4/13, 2/15 et 1/16, le

contenu en calcium de l'aorte est croissant. Paradoxalement,dans

le modèle 4/1, une baissedu contenu en calcium de l'aorte

apparaît. Cette observationreflète éventuellementla mortalité

importante de rats "hypersensibles"au traitement, le troisième

jour.

Les rats du groupe 1/16 développentune surchargecalcique

significative à partir du jour 5, surchargequi atteint un plateau

à partir du jour 13. Cette évolution lente de l'accumulation

tissulaire de calcium a égalementété observéepar Mutoh et coll.

(1988) et souligne l'importance de l'hypervitaminoseD dans ce

modèle.

Cependant,bien que la vitamine D seule (Mutoh et coll.,

1988; Cannon et williams, 1989) susciteune surchargecalcique,

les résultatsde Fleckensteinet coll. (1983a,b) montrent que

l'addition de nicotine à ce type de traitement amplifie la

surcharge.

L'origine de cet effet amplificateur de la nicotine à l'égard

de la vitamine D reste encore à déterminer. La nicotine seule

provoque une surchargevasculairede calcium (Hass et coll.,

1966), éventuellementpar mobilisation de calcium intracellulaire

(Nayler, 1963) et par libération de catécholamines,consécutiveà

une stimulation ganglionnaire (Su et Bevan, 1970). Les

catécholaminesfaciliteraient l'entréede calcium dans les

cellules musculaireslisses par stimulation de l'ouverture des

canaux calciquescouplés aux récepteurs (ROC, "receptor operated
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channels").

L'amplification par la nicotine suggère l'existenced'une

étape,neserait ce que transitoire, d'accumulationintracellulaire

de calcium. Le fait qu'un inhibiteur de flux calciques,

l'isradipine, diminue l'accumulationcalcique dans certains

vaisseauxvient renforcer cette hypothèse.

Enfin, cette accumulationintracellulaire de calcium pourrait

résulter d'une action propre de la vitamine D qui augmentele

captagedu calcium par les cellules musculaireslisses en culture

(Inoue et Kawashima, 1988). Des récepteursspécifiquesà la

vitamine D ont été mis en évidencedans les cellules musculaires

lisses (Kawashima, 1987; Merke et coll., 1987), sans que ait été

démontrée l'existenced'un systèmede couplage entre ces

récepteurset la production d'ARN messagerde "calciprotéines".

Nous pouvons proposer l'étiologie suivante. Dans une phase

initiale, l'hypervitaminoseD provoque une hypercalcémie.La

nicotine favorise la pénétrationde calcium à partir des taux

sanguinsélevés dans les cellules.

Le métabolite actif de la vitamine D, le 1,25­

dihydroxycholécalciférol,est responsablede l'hypercalcémiepar

une stimulation de l'activité calcium-ATPasiqueet de l'activité

phosphatasealcaline liées à la réabsorptiondu calcium dans les

organescibles de la vitamine D, à savoir l'intestin et les

reins.. De surcroît, l'hypervitaminoseD entraîne la résorptiondu

calcium osseux, par un mécanismesimilaire qui implique une

augmentationdu transport trans-membranairedu calcium (Guyton,

1986). A cet égard, il est intéressantde noter que, dans le

modèle 1/16, le contenu en calcium du fémur est abaissé.

Cette hypercalcémieserait suivie d'une étape d'accumulation

intracellulaire de calcium sous le contrôle de la nicotine vide

supra.

Grâce à l'utilisation de l'indicateur fluorescent de calcium

intracellulaire, le fura-2 (Thorin-Trescaseset coll. 1990), üster

(1991) a montré une augmentationde 85 % du taux de calcium
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intracellulaire libre basal dans l'artère caudalede rats du

groupe 1/16. Cette étude, effectuéesur des artères

déendothélialisées,n'exclut pas que le traitement vitamine D3 et

nicotine ne provoque aucune surchargecalcique endothéliale.

L'accumulationintracellulaire de calcium dans les tissus

cardio-vasculairesconstitue cependantun processustoxique

(Farber,1981).Ce processusdéborderait les mécanismes

physiologiquesde protection à l'égard des dépôts calciquesdans

les tissus non osseux (Grimo et coll., 1985; Guyton, 1986).

Les cellules musculaireslisses sont un élément de ce

processusprotecteur (Seydewitz et Staubesand,1983, 1988). Après

administrationde vitamine D, les cellules passentd'une forme "k"

à une forme "m", en produisantdes vésicules lysosomialesqui

précipitent le calcium (Seydewitz et Staubesand,1983, 1988) sur

les membranesélastiques(Hass et coll., 1958). La forme chimique

de ces précipitésn'a pas encore été déterminée, mais il pourrait

s'agir de phosphatesde calcium, aussi bien dans le vieillissement

vasculaireque dans l'hypervitaminoseD du modèle 1/16.

Dans le modèle 1/16, l'accumulationde calcium se fait, en

partie au moins, sous forme de phosphatesde calcium puisque les

taux tissulairesde phosphatessont élevés dans les tissus où le

calcium augmente.

Ainsi, l'accumulationextracellulairede calcium

constitueraitune protectionvisant à réduire le taux de calcium

intracellulaire. Par ce mécanisme,une calcification de la matrice

intercellulaire, et de l'élastine en particulier, aboutirait à la

rigidification des vaisseaux (Seydewitz et Staubesand,1983,

1988) .

Par la méthode de von Kossa (techniquehistologique

spécifique du calcium), Fleckensteinet coll. (1986) et nos études

(Henrion et coll., 1991) ont montré que dans l'aorte de rat, la

surchargecalcique se localise sur la matrice élastique, entre les

fibres musculaireslisses.

Les sectionsd'aorte montrent qu'il existe six ou sept

anneauxconcentriquesd'élastine. Dans le groupe 1/16, des dépôts

de calcium apparaissentsur les trois ou quatre premiers anneaux
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adluminaux. L'épaisseurde la média augmenteet les cellules

musculaireslisses semblent normales. Aucun dépôt de calcium n'a

été observédans le groupe contrôle (Henrion et coll. 1991).

En conclusion, il faut noter que la transition de

l'hypercalcémieà la calcification des fibres d'élastinen'exige

pas l'existenced'une phase intracellulaire, car il a été rapporté

que la vitamine D modifie la structuremoléculaire des fibres

élastiques(Rucker et coll., 1974) de façon à promouvoir leur

affinité pour le calcium (Sandberget coll., 1981).

7.4. Conséquences fonctionnelles

Bien que des phénomènestels que l'hypercalcémieet

l'insuffisancerénale puissent influencer le systèmecardio­

vasculairedes modèles "sans repos", de telles influences sont en

toute probabilité d'importanceminime dans le modèle 1/16.

Nous pouvons égalementécarterun effet vasculairedirect de

l'hypervitaminoseD, car, chez le rat, la vitamine D augmente les

réponsesà la sérotonineet à la noradrénaline(Bukoski et coll.,

1990). Or, dans la modèle 1/16, la réactivité vasculaireà la

sérotonineet à la noradrénalineest abaisséepar la surcharge

calcique.

Une élévation de la concentrationde calcium cytosolique,

(comme celle observéedans le modèle 1/16, voir ci-dessus),est

souvent citée comme l'un des facteurs de développementde

l'hypertensionartérielle. Elle stimulerait au moins deux

processusconduisantà l'hypertension:une augmentationde la

contractilité des cellules musculaireslisses et une action

trophique sur la paroi vasculaire (Baudoin-Legroset Meyer, 1990).

Bien que cet effet trophique semble présentdans le groupe

1/16 (voir ci-dessus), les réponsesvasoconstrictricesinduites

par la noradrénalineet la sérotoninediminuent. Cette baissede

la vasocontractilitépourrait trouver son origine dans un

dysfonctionnementdes mécanismesde mobilisation et de métabolisme
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calcique pariétal. rl est intéressantde noter que la

concentrationde calcium intracellulaire libre représente1/100000

de celle du calcium cellulaire total (Atkinson, 1991).

Dans l'aorte des rats du groupe 1/16, la réactivité et la

sensibilité à la noradrénalinesont diminuées et la fonction de

l'endothéliumvasculaireatténuéepar la surchargecalcique.

Dans le lit mésentériqueisolé et perfusé, la réactivité à la

noradrénalineet à la sérotonineest diminuée, la résistance

initiale à la perfusion et le temps de relaxation sont augmentés.

De plus, dans le groupe 1/16, la réponsemaximale à la

noradrénaline, le seuil de sensibilité et la sensibilitémoyenne

sont abaissés.Par comparaison, la réponsemaximale à la

sérotonineest faiblement diminuée, quoique significativement,

sans changementdu seuil de sensibilité, ni de la sensibilité

moyenne.

Cela suggèreque la surchargecalcique modifierait la

capacitéde mobilisation du calcium. En effet, la contractiondes

vaisseauxde résistancede rat, par les agonistesalpha­

adrénergiques,dépend plus d'un influx de calcium extracellulaire

que la contractionsuscitéepar la sérotonine, qui fait plus appel

au stock intracellulaire de calcium (Atkinson et coll., 1987)

Ainsi, le traitement par la vitamine D3 et la nicotine

modifierait la mobilisation du calcium et/ou le couplagedu

calcium aux protéinescontractiles.

Les effets observésne semblent pas provenir d'une action

ganglioplégiquede la nicotine dont la demi-vie chez le rat est de

quelquesheures (Bowman et Rand, 1980).

Enfin, dans nos expériences,nous n'avons utilisé ni

bloqueurs de recaptageneuronal et extraneuronal,ni inhibiteurs

métaboliques.Nous ne pouvons donc pas exclure l'implication de

modification de recaptageet/ou de métabolismedes autacoïdesdans

les différencesobservéesentre les réponsesdes groupes témoins

et 1/16.
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Le modèle 1/16 n'est pas un modèle d'hypertensionartérielle

(voir tableau 16). Sous anesthésiebarbiturique, la pression

artérielle systolique et la pressionartérielle moyenne ne varient

pas, alors que la pressionartérielle diastolique et le rythme

cardiaquediminuent chez les rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine.

La pressiondifférentielle, quant à elle, augmente (tableau

16 et Henrion et coll., 1990a,b, 1991). L'amplification de la

pressiondifférentielle dans le modèle 1/16, est en accord avec

les précédentstravaux menés sur ce modèle (Oster et coll.,

1989a,b; Thorin et coll., 1990), suggérantune rigidification

vasculaire. Dans le modèle 1/16, la vitessede relaxation

vasculaire in vitro est diminuée (résultatsde nos travaux dans

l'aorte et le lit mésentériqueet Thorin-Trescaseset coll.,

1989a,b,c). Il faut noter cependantque la viscoélasticitén'est

que l'un des facteurs déterminantsde la vasorelaxation.

Chez l'Homme, le vieillissement entraînel'apparition d'une

hypertensionartérielle systolique isolée. Après l'âge de 60 ans,

s'y rajoute une baissede la pressiondiastolique (Kannel, 1987).

Cette augmentationde pressiondifférentielle peut se rattacherà

la perte d'élasticitédes vaisseauxâgés.

En effet, il a été établi que le vieillissement provoque une

augmentationdu diamètre et de la rigidité des vaisseauxtelles

l'aorte et les artères fémorale et brachiale chez l'Homme

(Kawazaki et coll., 1987) et telle l'aorte chez le rat (Tuttle,

1966; Wolinski et coll., 1979).

Cette rigidification des vaisseauxde complianceest

directement liée à l'apparition de l'hypertensionartérielle

systolique avec l'âge (Lakatta, 1987).

Dans l'artère caudalede rats traités par la vitamine D3 et

la nicotine (Thorin-Trescaseset coll., 1989a,b,c), nous avons

montré une diminution des résistancespassivesin vitro. Il en est

de même dans le lit mésentériquein vitro, où la résistance

passiveest augmentée.Ces modifications suggèrent la perte

d'élasticitédes vaisseaux, tout comme l'augmentationdes temps de
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relaxation après induction de vasocontractionsdans le lit

mésentérique,l'aorte et l'artère caudale (ce travail et Thorin­

Trescaseset coll., 1989a,b,c).

Tableau 16 ; Valeurs (m ± esm) de pressionartérielle (mm Hg) et de rythme

cardiaque (battementspar minute) de rats 1/16 et contrôles, sous anesthésie

au pentobarbital (d'aprèsChillon, 1991).

n

Pression artérielle

contrôle

27

1/16

32

rapport 1/16 /

contrôle

diastolique 97 ± 3

systolique 134 ± 3

moyenne 110 ± 3

différentielle

Rythme cardiaque

37 ± 3

82 ± 4* 0,84*

142 ± 6 1,06

102 ± 4 0,93

60 ± 4* *1,62

407 ± 7 375 ± 9* *0,92

n

*
nombre d'animaux.

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

La fonction vasorelaxantede l'endothélium, dans le lit

mésentériqueet l'aorte de rat, est stimulée par le carbacholet

par l'histamine. L'utilisation de ces deux substancespermet

d'exclure une action spécifique, non EDRF-dépendantede l'une ou

de l'autre. Par contre, l'action du nitroprussiatede sodium et de

la papavérineest indépendantede l'état de l'endothélium, même si

ce dernier peut en moduler l'activité (Shirazaki et coll., 1986;

McDonald et coll., 1989).

La fonction endothélialeest sélectivementdiminuée par la

surchargecalcique dans le groupe 1/16. L'effet vasodilatateur

provoqué par le carbachol et l'histamine à l'égard des

vasoconstrictionsinduites par la noradrénalineest en effet

abaissé.Dans les mêmes conditions, l'activité du nitroprussiate

de sodium et de la papavérineest inchangée.
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La diminution de l'effet du carbacholet de l'histamine

semble trouver son origine au niveau de la cellule endothéliale

elle-même.

Plusieurspossibilitéspeuvent être envisagées

1) baissede la sensibilité et/ou du nombre des récepteurs

muscariniqueset/ou histaminergiquesendothéliaux,

2) diminution des capacitésde synthèseet/ou de libération

d'EDRF,

3) atténuationde la sensibilité des cellules musculaireslisses à

l'EDRF,

4) proportionnalitéd'un effet vasodilatateurà l'amplitude

initiale de la vasoconstriction.

Le point 1 est exclu, car le rapport vasoconstrictionsans

endothélium / vasoconstrictionavec endothélium, dans le lit

mésentériqueisolé, est abaissédans le groupe 1/16. De plus, la

vitessede vasorelaxationspontanéeaprès les vasoconstrictions

induites par la sérotonineou la noradrénalinesur l'aorte et le

lit mésentériqueest diminuée. Ces résultats indiquent une baisse

d'activité endothélialeindépendantede l'agent stimulant.

Le point 3 est exclu, car l'activité du nitroprussiatede

sodium, donneur de NO, n'est pas modifiée par le traitement

vitamine D3.et nicotine. Cependant, l'activité des vasodilatateurs

nitrés n'est pas totalement indépendantede l'endothélium. En

effet, le retrait de l'endothéliumaugmente leur activité de

relaxation à l'égard des vasoconstrictionsinduites par la

noradrénaline(Shirazaki et coll., 1986).

Nous avons fait une observationidentique, dans le lit

mésentériquede rat, où la CISO% du nitroprussiatede sodium

s'abaisseaprès destructionde l'endothéliumdans les groupes 1/16

aussi bien que dans les groupes témoins.

Ceci démontre que l'endothéliumatténue les vasorelaxations

(dont les vasorelaxationsnon-endothélium-dépendantes)par

libération d'EDCF, l'endothélineapparaissantcomme un candidat

sérieux au titre d'EDCF dans cet exemple (McDonald et coll.,
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1989) .

Le point 4 est, lui également, exclu. En effet, la

proportionnalitéd'un effet vasodilatateurà l'amplitude initiale

de la réponseprovoquéepar la noradrénaline,prédirait une

augmentationdes réponsesvasodilatatricesdans le groupe 1/16.

Seul le point 2 peut expliquer les résultatsobtenus : la

fonction endothéliale (synthèseet/ou libération d'EDRF) est

abaisséepar la surchargecalcique. Bien qu'à l'heure actuelle, le

mécanismeà l'origine de cette diminution soit obscur, on peut

noter que la libération d'EDRF est précédéed'une mobilisation de

calcium (de Feudis, 1990). Un dysfonctionnementendothélial est un

phénomènecommun à de nombreux aspectsphysiologiqueset

pathologiquesvasculaires.

Des travaux antérieursont montré que la fonction

endothélialebaisse lors du vieillissement chez le rat, dans

l'artère carotide (Lee et coll., 1987; Hongo et coll., 1988) et

dans l'aorte et l'artère fémorale (Soltis, 1988); chez le chien,

dans l'artère mésentérique(Shimizu et coll., 1986). Des

altérationshistologiquesde l'endothéliumapparaissentégalement

avec l'âge (Hynes et Duckles, 1987).

La fonction endothélialediminue égalementavec

l'hypertensionartérielle (Hongo et coll. 1988) et

l'athérosclérose(Jayakody et coll., 1987).

Bien que de nombreux facteurs soient impliqués dans toute

cette phénoménologievasculaire, le dysfonctionnementendothélial

semble se situer à un stadeprécoce. Le traitement par la vitamine

D] et la nicotine pourrait représenterun modèle de ce stade

précoce. Le modèle 1/16 est le seul modèle de diminution de la

fonction endothélialeprovoquéepar une surchargecalcique.

Des travaux ultérieurs devraient nous permettred'approfondir

de nombreux aspectsintéressantstels que la relation éventuelle

entre l'atténuationde la fonction endothélialeet la baissede



111

complianceobservée (Henrion et coll., 1990a).

7.5. Traitement

flux calciques

conversion de

préventif par les inhibiteurs de

et par les inhibiteurs de l'enzyme

l'angiotensine I.

de

Le traitement préventif par les IEC ou les IFC s'estavéré

efficace, à des doses dépourvuesd'effet sur la pression

artérielle moyenne, sur les conséquencesde la surchargecalcique

dans le lit mésentériqueisolé et dans l'aorte de rats

(restaurationde la réactivité vasculaireà la noradrénalineet à

la sérotonine, et restaurationde la fonction endothéliale).

La surchargecalcique est prévenuepar l'isradipine dans le

lit mésentériqueet l'artère caudale, vaisseauxde résistance.

Ceci nous permet de déduire que la surchargecalcique a

probablementpour première étape une augmentationde calcium

intracellulaire.

A des dosesplus fortes, les IEC et les IFC préviennent la

surchargecalcique dans les vaisseauxde compliance et de

résistancechez le rat SHR (Fleckensteinet coll., 1985, 1989) et

chez le rat traité par la vitamine D (Mutoh et coll., 1988) ou par

l'associationvitamine D et nicotine (Fleckensteinet coll., 1985,

1989) .

Les troubles fonctionnels provoquéspar la surchargecalcique

sont de magnitude comparabledans l'aorte et dans le lit

mésentérique,mais sont liés à une surchargecalcique d'amplitude

bien plus grande dans l'aorte que dans le lit mésentérique.

Ces troubles sont corrigés par les IEC et par les IFC. Il est

ainsi probable que l'action des IFC et des IEC sur les

conséquencesfonctionnelles de la surchargecalcique est

indépendantede leur action primitive (action sur les canaux

calciquespour les IFC et sur l'enzyme de conversionde

l'angiotensinel pour les IEC). Il a été constaté, de plus, que

les IEC et les IFC améliorent la complianceartérielle de patients

hypertendus (De Luca et coll., 1988; London et coll., 1989),
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montrant une fois encore une communautéd'action de ces deux

classesdifférentes de médicaments.Cependant, à l'intérieur de la

classedes IEC, les effets du perindopril et du captopril

diffèrent dans le sens d'une moindre protection par le captopril

de la vasodilatationcholinergique.Ceteffet pourrait provenir

d'une action du captopril sur les cellules musculaireslisses

puisque la relaxation induite par le nitroprussiatede sodium est

égalementdiminuée.

Une différence entre les effets tensionnelsde ces deux IEC

semble peu probable. En effet, les doses de captopril, de

perindopril et d'isradipine employéesne modifient pas la pression

artérielle moyenne (tableau 17).

Tableau 17 : Valeurs (m ± esm) de pressionartérielle moyenne (PAM, mm Hg) et

de rythme cardiaque (RC, battementspar minute) de rats 1/16 et contrôles,

traités par le perindopril à la dose de 0,3 (PO,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3),

le captopril à la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (C10) ou l'isradipine à la dose

de 1 mg/kg (181) sous anesthésieau pentobarbital (d'aprèsChillon, 1991).

363 ± 8 (14 ) 365 ± 10 (14)

364 ± 11 (7 ) 337 ± 17 (5)

385 ± 7 (10 ) 356 ± 13 (7 )

360 ± 14 (7 ) 342 ± 10 (5)

356 ± 12 (7 ) 340 ± 21 (6 )

373± 12 (7 ) 338 ± 23 (5)

± *368 ± 6 (6 ) 315 9 ( 6)

PAM (mm Hg)

contrôle 1/16

NaCl

115 ± 4 (16 ) 113 ± 6 (14 )

PO,3

106 ± 4 (7 ) 100 ± 7 (5)

Pl

113 ± 3 (10 ) 116 ± 6 (7 )

P3

105 ± 3 (7 ) 103 ± 4 (5 )

c3

116 ± 2 (7 ) 109 ± 4 (6 )

c10

116 ± 3 (6 ) 113 ± 11 ( 5)

Is1

110 ± 3 (6) 100 ± 7 (6 )

RC (bpm)

contrôle 1/16

( ): nombre d'animaux. * P < 0,05 par rapport au groupe NaCl.
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Il en est de même pour le rythme cardiaque, à l'exception de

l'isradipine qui l'abaisse (tableau.17).Cependant, le fait que

ces mesuressoient effectuées24 heuresaprès la dernière

administrationdes substancesne permet pas d'exclure que, dans

les heures suivant l'injection quotidiennede captopril, de

perindopril ou d'isradipine, la pressionartérielle moyenne soit

modifiée de façon différentielle.

La différence entre les degrés de protection endothélialeque

procurent ces deux IEC pourrait provenir de leur différence

structurale. Le captopril, contrairementau perindopril, possède

un groupementSH. Ainsi, dans nos conditions expérimentales,le

captopril aurait pu exercer un effet inhibiteur sur la relaxation

induite par le nitroprussiatede sodium et par l'EDRF libéré après

la stimulation cholinergiquepar une séquestrationde NO, radical

libre.

D'autrespossibilités, telles qu'une altération

différentielle du métabolismedes prostanoïdes,semblent exclues à

la lumière des observationsde Clozel et coll. (1990) d'une action

endothélialeprotectricedu captopril, indépendantede la présence

ou de l'absenced'indométacine.

8. CONCLUSION

Le modèle de surchargecalcique développéchez le rat par un

traitement par la vitamine D3 (1 x 300 000 UI/kg, par voie

intramusculaire) et la nicotine (2 x 25 mg/kg, per os) pendant 1

jour, suivi de 16 jours de repos (modèle 1/16) se caractérisepar

une surchargecalcique, associéeà un dysfonctionnement

endothélial chez le rat jeune (2 mois).

La surcharge, spécifiquementcalcique, est localiséeaux

artèreset au coeur (aorte et carotide> coeur> vaisseauxde

résistance)ainsi qu'aux organes "cibles" de la vitamine D (reins

et intestin).

In vitro, la surchargecalcique provoque une baissede la
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contractilité vasculaireet un dysfonctionnementendothélial.

A notre connaissance/ce modèle est le seul modèle dans

lequel la fonction endothélialeatténuée/ en l'absencede

modification du profil lipidique.

Il semble donc adapté à la recherchede nouvelles

thérapeutiquesdu vieillissement vasculaireet des pathologiesqui

lui sont associées.

Nos résultatsmontrent que les IEC et les IFC préviennentla

perte de réactivité vasculaireà la noradrénalineet à la

sérotoninein vitro et qu'ils rétablissentla fonction

endothélialediminuée par la surchargecalcique.

Le développementde nouvelles molécules agissantsur la

surchargecalciquesétait rendu difficile par l'absencede modèle

fiable. Les rats SHR et les rats vieux développentune surcharge

calcique faible et d'apparition lente/ comparésà l'Homme. Le

modèle 1/16 nous a permis de différencier les effets des IFC et

des IEC et de deux IEC entre eux.

Ce modèle pourrait égalements'avérerutile pour l'étude de

substancesnouvelles tels les inhibiteurs non peptidiquesde

l'angiotensineII et des antagonistesintracellulairesdu calcium.

Au delà de son exploitation pharmacologique/ce modèle 1/16

pourrait être utilisé dans l'investigationde nombreux aspectsde

la physiologie du vieillissement vasculaire tels que les

interrelationsexistant dans la triade dysfonctionnement

endothélial/ rigidification vasculaireet hypertrophiecardiaque.

Enfin/ bien que son étiologie paraissedifférente de celle

des pathologiesvasculaireshumaines/ le modèle 1/16 pourrait

trouver sa place dans l'étude de l'interaction entre les systèmes

hormonaux responsablesdu métabolismecalcique et le système

cardio-vasculaire.

A cet égard/ il est intéressantde noter que chez les

patientshypertendusà activité réninique plasmatiquebasse (donc

sujets âgés)/ le taux de vitamine D circulante est élevé (Resnik

1990) .
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10. ANNEXE

Tableau 3 : Poids corporel, taux de croissancedu jour 5 au jour 17 et

consommationen nourriture et eau de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrôles (n = 6 par groupe).

Jour 1 Jour 5 Jour 17 Taux de

croissance (g/jour)

Poids (g)

contrôle

1/16

204 ± 2

209 ± 3

220 ± 2

170 ± 2*

300 ± 2

216 ± 8*

6,2 ± 2,0

3,5 ± 2,1

Nourriture (g/kg/jour)

contrôle 117 ± 16 99 ± 24 101 ± 14

1/16 72 ± 13* 17 ± 18* 127 ± 24

Eau (g/kg/jour)

contrôle 147 ± 11 126 ± 14 113 ± 6

1/16 161 ± 17 111 ± 14 155 ± 16

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

* 0,05 contrôle.P < par rapport au groupe
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Tableau 5 (a) : Rapport du poids sec au poids frais (PS/PF, exprimé en % du

poids frais), taux de calcium total, de phosphateset de sodium �(�~�o�l�e�s�/�g de

poids sec) de tissus de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16)

et de rats contrôles.

PS/PF (%) Calcium O.tmoles/g)

Groupe contrôle 1/16 contrôle 1/16

n 60 60 60 60

Aorte thoracique 28,4 ± 0,4 34,0 ± 0,9* 10,4 ± 0,4 368,3 ± 41,5*

Aorte abdominale 32,1 ± 0,8 37,0 ± 0,9* 16,4 ± 0,7 340,1 ± 44,1*

Artère carotide 37, l ± 1,8 46,0 * ± 377,0 ± 50,3*± 2,9 28,6 2,3

Artère * *caudale 26,6 ± 1,3 34,8 ± 1,9 23,8 ± 1,5 73,9 ± 5,9

mésentérique *Lit 59,9 ± 2,0 53,6 ± 1,8 1,3 ± 0,2 5,1 ± 1,0

Myocarde 21,3 ± 1,3 20,2 ± 1,0 4,9 ± 0,1 41,2 ± 4, °*

Rein droit 21,3 ± 1,1 20,9 ± 1,1 6,2 ± 0,3 88,2 ± 9,5*

Rein gauche 21, 7 ± 1,1 20,8 ± 0,9 6, ° ± 0,2 94,4 ± 8,6*

Intestin 18,6 ± 0,8 19,9 ± 0,6 5,5 ± 0,1 14,9 ± 0,1*

Yeux 19,5 ± 0,8 19,8 ± 0,9 10,3 ± 0,3 10,9 ± 0,5

Foie 25,8 ± 1,6 25,5 ± 0,9 2,8 ± 0,2 2,7 ± 0,2

Cerveau 18,1 ± 1,1 18,8 ± 1,5 8,1 ± 1,8 9,7 ± 1,1

mmoles/g

Fémur (diaphyse) 61, 1 ± 1,8 59,0 ± 1,9 7,4 ± 0,4 6,6 ± 0,7*

Fémur (épiphyse) 54,1 ± 2,8 48,0 ± 1,9 6,1 ± 0,2 5,5 ± 0,3*

Les résultatssont exprimés en m ± esmi n : nombre d'animaux.

* 0,05 contrôle.P < par rapport au groupe
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Tableau 5 (b) : Taux de phosphates,de sodium, de magnésiumet de potassium

�(�~�o�l�e�s�/�g de poids sec) de tissus de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrôles.

Phosphates Sodium

-------------------------------------------------------------------
Groupe contrôle 1/16 contrôle 1/16

n 12 12 12 12

Aorte thoracique 94 ± 12 316 ± 43 * 222 ± 81 225 ± 24

Myocarde 180 ± 8 215 ± 12* 130 ± 81 125 ± 9

Rein droit 176 ± 9 278 ± 22 * 186 ± 16 183 ± 12

Rein ± *gauche 152 ± 4 211 11 186 ± 19 183 ± 18

Intestin 261 ± 63 250 ± 30 238 ± 60 167 ± 24

Foie 177 ± 24 166 ± 13 70 ± 16 74 ± 5

Cerveau 200 ± 22 167 ± 17 235 ± 44 196 ± 15

Magnésium Potassium

-------------------------------------------------------------------

Groupe contrôle 1/16 contrôle 1/16

n 60 60 12 12

Aorte thoracique 14,9 ± 0,9 16,3 ± 1,5 194 ± 12 225 ± 23

Aorte abdominale 12,8 ± 0,7 16,9 ± 3,0 ND ND

Artère carotide 37,1 ± 2,7 40,8 ± 5,0 ND ND

Artère caudale 26,5 ± 2,5 21,2 ± 2,7 ND ND

Lit mésentérique 3,6 ± 0,5 4,6 ± 0,5 ND ND

Myocarde 43,4 ± 0,7 47,0 ± 1,8 291 ± 13 267 ± 10

Rein droit 39,1 ± 1,5 37,1 ± 1,5 271 ± 32 239 ± 16

Rein gauche 39,1 ± 1,5 36,3 ± 1,2 251 ± 20 190 ± 19

Fémur (diaphyse) 181,0 ± 3,1 179,3 ± 6,4 ND ND

Fémur (épiphyse) 157,1 ± 2,7 129,5 ± 3,9 ND ND

Intestin 35,8 ± 1,5 36,5 ± 1,3 420 ± 108 556 ±126

Yeux 17,2 ± 0,2 15,6 ± 0,6 ND ND

Foie 34,1 ± 1,0 33,5 ± 1,2 271 ± 37 259 ± 14

Cerveau 36,0 ± 1,1 38,0 ± 1,7 509 ± 80 409 ± 46

Les résultatssont exprimés en m ± esmi n : nombre d'animaux.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

ND : non déterminé
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Tableau 6 : Seuil de sensibilité (CE10mmHg, nmoles), sensibilitémoyenne

(CESO%, nmoles) et réponsemaximale (RM, mm Hg) à la noradrénalineet à la

sérotoninedu lit mésentériqueisolé et perfusé, de rats traités par la

vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, en présence (+ E) ou en

absence (- E) d'endothélium (n = 12 par groupe).

NORADRENALINE SEROTONINE

Groupe contrôle 1/16 contrôle 1/16

CE10mmHg + E 2,0 ± 0,4 4,9 ± 1,Oa 1,3 ± 1,0 1,2 ± 0,7

CE10mmHg - E 0,7 ± 0,2b 2,1 ± 0,4b O,S ± 0,3 1,6 ± O,S

CESO% + E 6,S ± i . ° 13,7 ± 2,6a 6,3 ± 0,7 3,3 ± 1,S

CESO% E 3,S ± O,Sb S,l ± 1,3a,b 2,1 ± 0,7 1,7 ± 0,4

RM + E 143,0 ± S,l 69,S ± S,Oa SS,O ± 6,6 40,0 ± S,7a

RM - E lSS,O ± S,3 Sl,2 ± S,9a 90,0 ± 11, lb 70,0 ± 10,7a , 1::

Les résultats sont exprimés en m ± esm.

a P < O,OS par rapport au groupe contrôle.

b p < O,OS par rapport au groupe correspondantavec endothélium.
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Tableau 7 : Atténuation par le carbachol, l'histamine, la papavérineet le

nitroprussiatede sodium (NPS) des vasoconstrictionsinduites par la

noradrénalinesur le lit mésentériqueisolé de rats traités par la vitamine

D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, exprimée par la sensibilité (CI50%) et

la vasodilatationmaximale (= réponsevasoconstrictriceobservéeavec la plus

forte dose de vasodilatateur,exprimée en % de la réponseprovoquéepar la

CESO% de la noradrénalineen absencede vasodilatateur,avec (+ E) ou sans (­

E) endothélium (n = 12 par groupe).

Groupe

C1SO%

Carbachol

(urno l e s z I )

Histamine

q.ImoLe s Il)

Papavérine
q..lmolesll )

NPS

(nmoles/1)

contrôle

+ E

0,20 ± 0,10

4,2 ± 1,7

0,16±0,02

56,8 ± 7,6

contrôle

E

0,15 ± 0,02

22,0 ± 4,Ob

1/16

+ E

2,00 ± 0,60a

7,5 ± 1,1

0,17±0,09

51,4 ± 6,9

1/16

E

0,21 ±0,08

28,1 ±5,6b

Vasodilatation maximale

+ E E + E E

Carbachol

Histamine

Papavérine

NPS

10,5 ± 0,3

17,6 ± 2,1

5,0 ± 3,2

4,5 ± 0,4

32,2 ± 2,7a

33,0 ± 5,2a

10,1 ± 3,5

8,3 ± 2,8

10,4 ± 3,2

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a

b

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

P < 0,05 par rapport au groupe correspondantavec endothélium.
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Tableau 8 : Evolution pondérale (g) et taux de croissance(g/jour) du jour 5

au jour 17, de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou

contrôles, de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou

contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril à la dose de

0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Pl et P3), le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg

(C3 ou C10) et l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

Groupe Jour 1 Jour 5 Jour 17 Taux de

croissance

(Jours 5-17)

NaC1

contrôle 239 ± 6 261 ± 6 320 ± 5 4,9 ± 1,2

1116 229 ± 6 189 ± 4a 267 ± 6a 6,5 ± 2, °
PO,3

contrôle 231 ± 12 250 ± 12 315 ± 11 5,4 ± 1,4

1116 213 ± 12 177 ± 5a 228 ± 16a 4,3 ± 1,7

Pl

contrôle 242 ± 8 263 ± 8 319 ± 8 4,7 ± 1,4

1116 230 ± 7 193 ± 5a 270 ± 6a 6,4 ± 1,8

P3

contrôle 227 ± 9 245 ± 10 301 ± 7b 4,7 ± 1,5

1116 220 ± 6 173 ± 5a 233 ± 8a.b 5,0 ± 1,6

C3

contrôle 219 ± 7 237 ± 7 296 ± 7 4,9 ± 1,9

1116 230 ± 8 184 ± 10a 248 ± 15a 5,3 ± 2,0

C10

contrôle 251 ± 8 273 ± 8 319 ± 9 3,8 ± 2,1

1116 246 ± 14 196 ± 4a 241 ± 11a 3,8 ± 1,8

IS1

contrôle 244 ± 6 267 ± 7 329 ± 10 5,2 ± 1,7

1116 263 ± 29 219 ± 20a 286 ± 23a 5,6 ± 1,6

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a

b

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 9 (a) : Contenu en calcium total (j..unoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) ou le

perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO, 3, Pl ou P3) .

contrôle NaCl PO, 3 Pl P3

n 17 8 10 9

(/-lffi0les/g)

Aorte thoracique 9,9 ± 0,9 13,7 ± 1,5 13,5 ± 1,0 14,1 ± 1,2

Aorte abdominale 14,8 ± 0,8 13,2 ± 3,7 15,4 ± 1,6 12,3 ± 1, °
Artère carotide 41,3 ± 7,2 30,6 ± 4,3 38,° ± 6,3 28,7 ± 3,5

Artère caudale 26,9 ± 3,0 20,0 ± 3,8 25,6 ± 4,2 20,5 ± 3,9

Lit mésentérique 1,3 ± 0,2 1,8 ± 1,0 1,1 ± 0,1 2,3 ± 0,9

Myocarde 4,0 ± 0,1 3,6 ± 0,4 4,5 ± 0,1 3,9 ± 0,3

Rein droit 6,2 ± 0,9 5,6 ± 0,4 5,2 ± 0,5 5,2 ± 1,4

Rein gauche 6,0 ± 0,4 5,8 ± 0,3 5,4 ± 0,5 11,5 ± 0,8

Intestin 6,6 ± 0,4 5,8 ± 0,4 6,3 ± 0,5 5,8 ± 0,4

Cerveau 5,5 ± 0,9 6,2 ± 1,6 5,0 ± 0,6 5,3 ± 1,0

Foie 2,9 ± 0,2 2,4 ± 0,3 2,3 ± 0,2 3,1 ± 0,5

Yeux 9,3 ± 0,4 8,0 ± 0,5 8,5 ± 0,5 8,0 ± 0,2

(mmoles/g)

Fémur diaphyse 5,5 ± 0,2 4,9 ± 0,4 5,4 ± 0,2 5,7 ± 0,2

Fémur épiphyse 5,1 ± 0,1 5,2 ± 0,3 5,4 ± 0,2 5,8 ± 0,2

Les résultatssont exprimés en m ± esm.
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Tableau 9 lb) : Contenu en calcium total �(�~�o�l�e�s ou rnrnoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats traités par la vitamine 03 et la nicotine (1/16),

traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) ou le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3

mg/kg (PO,3, Plou P3).

1/16

n

NaCl

14

PO,3

4

Pl
7

P3

5

�(�~�o�l�e�s�/�g�)

Aorte thoracique 307 ± 77 * 383 ± 139* 416 ± 143* 192± 104*

Aorte abdominale 333 ± 43 * 443 ± 186* 232 ± 54 * 399 ± 135*

Artère carotide 543 ± 95* 1162 ± 467* 422 ± 98* 409 ± 141*

Artère caudale 67 ± 9* 138 ± 73* 87 ± 27* 163 ± 42*

Lit mésentérique 5,1 ± 1,0* 22,2 ± 9,3* 3,8 ± 0,7* 17,2 ± 3,0*

Myocarde 38,2 ± 6,3* 47,5 ± 29,7* 47,2 ±5, 3 * 38,4 ± 6,3*

Rein droit 105 ± 33* 140 ± 89* 104 ± 12* 113 ± 21*

Rein gauche 100 ± 18 * 128 ± 83 * 52 ± 18* 101 ± 18*

Intestin 9,0 ± 1,5* 10,3 ± 1,8* 10,9 ± 2,5* 7,6 ± 0,4*

Cerveau 5,1 ± 0,7 8,4 ± 2,8 4,7 ± 0,9 4,0 ± 0,5

Foie 2,6 ± 0,3 2,6 ± 0,1 2,3 ± 0,3 2,8 ± 0,3

Yeux 10,6 ± 0,3 8,5 ± 0,5 10,0 ± 0,3 8,5 ± 0,4

(rnrnoles/g)

Fémur diaphyse 4,7 ± 0,2* 4,5 ± 0,2 5,1 ± 0,3 5,0 ± 0,4

Fémur épiphyse 4,6 ± 0,2* 4,8 ± 0,4 5,1 ± 0,3 5,1 ± 0,4

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

* : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.
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Tableau 9 (c) : Contenu en calcium total (J.llTIoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats contrôles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) , le

captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou CIO) ou l'isradipine à la dose de

1 mg/kg (181) .

contrôle NaCl C3 CIO ISl

n 17 8 6 6

�(�~�o�l�e�s�/�g�)

Aorte thoracique 9,9 ± 0,9 14,2 ± 1,5 13,7 ± 1,7 13,5 ± 1,7

Aorte abdominale 14,8 ± 0,8 14,1 ± 1,8 11,2 ± 1,3 14,9 ± 1,7

Artère carotide 41,3 ± 7,2 44,6 ± 13,5 37,0 ± 10,8 26,6 ± 4,4

Artère caudale 26,9 ± 3,0 19,8 ± 3,6 23,6 ± 2,1 22,9 ± 2,3

Lit mésentérique1,3 ± 0,2 2,9 ± 1,2 2,4 ± 1,2 1,1 ± 1,4

Myocarde 4,0 ± 0,1 3,8 ± 0,6 4,4 ± 0,1 3,8 ± 0,3

Rein droit 6,2 ± 0,9 9,4 ± 0,8 8,4 ± 0,8 4,7 ± 0,2

Rein gauche 6,0 ± 0,4 9,6 ± 0,6 9,9 ± 0,7 7,5 ± 0,5

Intestin 6,6 ± 0,4 6,3 ± 0,3 7,0 ± 0,4 6,3 ± 0,5

Cerveau 5,5 ± 0,9 5,1 ± 1,0 4,7 ± 0,7 6,6 ± 3,4

Foie 2,9 ± 0,2 2,9 ± 0,2 2,4 ± 0,2 1,8 ± 0,2

Yeux 9,3 ± 0,4 7,6 ± 0,5 7,9 ± 0,1 9,3 ± 0,5

(mmoles/g)

Fémur diaphyse 5,5 ± 0,2 5,4 ± 0,3 4,4 ± 0,4 5,6 ± 0,1

Fémur épiphyse 5,1 ± 0,1 5,3 ± 0,3 5,5 ± 0,9 5,2 ± 0,3

Les résultatssont exprimés en m ± esm; n : nombre d'animaux.

* p < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.
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Tableau 9 (c) : Contenu en calcium total (Jlrnoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats traités par la vitamine °3 et la nicotine (1/16) ,

traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) , le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg

(C3 ou CIO) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (IS1) .

1/16 NaCl C3 CIO ISI

n 13 7 4 6

(Jlrnoles/g)

Aorte thoracique 307 ± 77* 411 ± 182* 373 ± 175* 491 ±115*

Aorte abdominale 333 ± 43 * 312 ± 106* 493 ± 81* 265 ± 69*

Artère carotide 543 ± 95* 679 ± 161* 415 ± 150* 394 ± 92*

Artère caudale 67 ± 9* 127 ± 28,2* 67 ± 49* 31 ± 13

Lit mésentérique 5,1 ± 1,0* 11,3 ± 2,8* 5,9 ± 2,2* 2,7 ± 0,9

Myocarde 38,2 ± 6,3* 51,3 ± 11,7* 95,1 ±38, 3 * 51,0 ± 20,1*

Rein droit 105 ± 33* 90 ± 22* 178 ± 36* 148 ± 26*

Rein gauche 100 ± 18* 113 ± 39* 132 ± 27* 149 ± 36*

Intestin 9,0 ± 1, S* 7,9 ± 1,3* 17,2 ± 5,7* 11,° ± 3,5*

Cerveau 5,1 ± 0,7 4,8 ± 0,8 4,9 ± 0,8 4,2 ± 0,9

Foie 2,6 ± 0,3 2,9 ± 0,3 2,9 ± 0,4 1,9 ± 0,4

Yeux 10,6 ± 0,3 7,7 ± 0,5 9,8 ± 0,7 9,0 ± 0,3

(mmoles/g)

Fémur diaphyse 4,7 ± 0,2* 4,7 ± 0,2* 4,4 ± 0,1 5,3 ± 0,1

Fémur épiphyse 4,6 ± 0,2* 4,6 ± 0,4 4,3 ± 0,4 4,6 ± 0,3

Les résultatssont exprimés en m ± esmi n : nombre d'animaux.

* p < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.
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Tableau 10 (a) : Paramètresplasmatiques(m ± esm) de rats traités par la

vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités par le NaCl 0,15 M

(NaCl) ou le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Plou P3).

6,2 ± 0,4 7,4 ± 0,6

82,0 ± 14,6 88,5 ± 5,3

10,3 ± 0,7 7,5 ± 0,6

1,3 ± 0,1 1,3 ± 0,5

contrôle

n

urée (mmoles/l)

créatinine (urno l esZl )

glucose (mmoles!l)

cholestérol (mmoles/I)

TG (mmoles!l)

protéines (g!l)

calcium (mmoles!l)

magnésium (mmoles!l)

phosphates(mmoles!l)

sodium (mmoles!l)

potassium (mmoles/I)

PAL (UI/l)

GOT (UI/I)

1/16

n

NaCl

17

0,4 ± 0,1

58,4 ± 2,8

2,5 ± 0,05

1,0 ± 0,03

1,8 ± 0,1

143,0±3,2

3,9 ± 0,1

304 ± 18

74 ± 5

NaCl

14

PO /3

8

0,3 ± 0,04

55,0 ± 2,9

2,5 ± 0,2

1,1 ± 0,04

1,4 ± 0,8

145,0±6,2

3,8 ±0,1

326 ± 20

88 ± 4

PO /3

4

Pl

10

6,9 ± 0,6

65,8 ± 6,3

8,9 ± 0,9

1,1 ± 0,1

0,4 ± 0,1

56,3 ± 1,7

2,4 ± 0,1

1,1 ± 0,1

1,8 ± 0,1

145,0±5,7

3,8 ± 0,1

271 ± 26

85 ± 9

Pl

7

P3

9

7,2 ± 0,5

86,7 ± 7,1

7,6 ± 1,0

1,3 ± 0,1

0,3 ± 0,1

52,9 ± 3,0

2,6 ± 0,1

1,0 ± 0,1

1,5 ± 0,1

144,0±11,2

3,9 ± 0,1

307 ± 18

85 ± 8

P3

5

urée (mmoles/l)

créatinine (urno l eszL)

glucose (mmoles/l)

cholestérol (mmoles!l)

TG (mmoles!l)

protéines (g/l)

calcium (mmoles!l)

magnésium (mmoles!l)

phosphates(mmoles!l)

sodium (mmoles/I)

potassium (mmoles!l)

PAL (UI!l)

GOT (UI!l)

6,4 ± 0,8 7,8 ± 0,9

64,8 ± 6,2* 90,7 ± Il,6

8,7 ± 0,5 Il,6 ± 1,7

1,4 ± 0,1 1,8 ± 0,1

0,3 ± 0,04 0,3 ± 0,1

53,4 ± 2,7 54,6 ± 4,1

2,5±0,1 2,5±0,1

1,1 ± 0,03 1,0 ± 0,04

1,4±0,1* 1,5±0,1

144,0±6,0 147,0 ± 6,5

3,8 ± 0,1 4,1 ± 0,1

279 ± 37 377 ± 128

92 ± 10 152 ± 65

6,7 ± 0,4

60,7 ± 3,4

8,7 ± 0,7

1,3 ± 0,1

0,3 ± 0,03

53,6 ± 3,0

2,4 ± 0,1

1,1 ± 0,04

1,7 ± 0,1

138,0±5, °
3,7 ± 0,1

354 ± 48

108 ± 7

7,1 ± 0,7

77,4 ± 9,8

11,1±4,0

1,5 ± 0,2

0,2 ± 0,04

56,7 ± 3,4

2,5 ± 0,1

1,1 ± 0,1

1,3 ± 0,1

139,0±10,8

3,9 ± 0,1

380 ± 19*

89 ± 9

TG = triglycérides, PAL = activité phosphatasealcaline, GOT activité

glutamateoxaloacétatetransaminase.

* : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.
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Tableau 10 (b) : Paramètresplasmatiques(m ± esm) de rats traités par la

vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités par le captopril à la

dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou C10) ou l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (I81).

contrôle

n

urée (mmoles/1)

créatinine (umo l e s z L)

glucose (mmoles/l)

cholestérol (mmoles/l)

TG (mmoles/l)

protéines (g/l)

calcium (mmoles/l)

magnésium (mmoles/l)

phosphates(mmoles/l)

sodium (mmoles/l)

potassium (mmoles/l)

PAL (VI/l)

GOT (VI/l)

1/16

n

urée (mmoles/l)

créatinine (umo Le s z L)

glucose (mmoles/l)

cholestérol (mmoles/l)

TG (mmoles/l)

protéines (g/1)

calcium (mmoles/l)

magnésium (mmoles/l)

phosphates(mmoles/l)

sodium (mmoles/l)

potassium (mmoles/l)

PAL (UI/l)

GOT (VI/l)

C3

6

6,4 ± 0,3

78,2 ± 5,3

6,8 ± 0,7

1,2 ± 0,15

0,2 ± 0,04

61,8 ± 2,0

2,4 ± 0,1

1,0 ± 0,1

1,6 ± 0,1

142,0 ± 11,0

4,0 ± 0,1

293 ± 26

79 ± 3

C3

5

7,5 ± 0,9

88,5 ± 5,6

8,7 ± 0,3

1,9 ± 0,5

0,2 ± 0,03

58,8 ± 2,8

2,3 ± 0,1

1,1 ± 0,04

1,5 ± 0,01

141,0 ± 4,6

4,0 ± 0,1

378 ± 36*

135 ± 19*

CIO

5

7,0 ± 0,5

81,1 ± 6,3

8,0 ± 0,9

1,2 ± 0,2

0,3 ± 0,04

63,1 ± 1,4

2,3 ± 0,1

1,1 ± 0,05

1,5 ± 0,1

145,0 ± 7,6

3,7 ± 0,2

296 ± 34

77 ± 6

CIO

3

6,5 ± 1,0

62,0 ± 10,2

6,7 ± 0,4

1,6 ± 0,3

0,2 ± 0,04

59,7 ± 1,6

2,3 ± 0,4

1,0 ± 0,04

1,7 ± 0,2

138,0 ± 9,0

3,8 ± 0,2

268 ± 39

82 ± 10

I81

6

9,1 ± 1,6

82,0 ± 4,6

11,0±l,5

1,2 ± 0,2

0,3 ± 0,04

56,3 ± 3,8

2,6 ± 0,05

1,2 ± 0,04

2,2 ± 0,1

144,0 ± 0,7

3,8 ± 0,1

292 ± 23

94 ± 5

I81

6

6,8 ± 0,5

65,3 ± 5,5

9,3 ± 1,3

1,4 ± 0,1

0,3 ± 0,02

54,2 ± 2,7

2,5 ± 0,1

1,1 ± 0,04

2,0 ± 0,2

144,0 ± 1,8

3,7 ± 0,2

328 ± 50

113 ± 13

TG = triglycérides, PAL = activité phosphatasealcaline, GOT = activité

glutamateoxaloacétatetransaminase.

* : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrôle correspondant.



144

Tableau Il Îa) : Seuil de sensibilité (CE10mmHg), sensibilité moyenne (CESO%)

et réponsemaximale à la noradrénaline,sur le lit mésentérique,isolé de

rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités

par le NaCl O,lS M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg

(PO,3, Pl et P3) (n = 12 par groupe).

CE10mmHg (nmoles) CESO% (nmoles) Réponse maximale (mm Hg)

+ E - E + E - E + E - E

-----------------------------------------------------------------------

NaCl

contrôle
2,0 ± 0,4 0,4 ± 0,2 6,S ± 1,4 3,8 ± 0,8 143,0 ± S,O lS8,0 ± 8,0

.l.L1.§.

4,0 ± O,Sa 4,1 ± 1,2a 13,7 ± 2,7a 8,0 ± 1,3a 69,8 ± S,Oa 81,3 ± 8,9a

PO,3

contrôle

2,1 ± O,S 0,8 ± O,la,b 9,1 ± 1,8 S,O ± 1,0 123,1 ± 7,1 137,° ± 7,S

1116

4,2 ± 0,8 2,0 ± 0,9 22,S ± 6,2a 11,3 ± 2,3 91,3 ± 11,2a 110,° ± 8,Sa

Pl

contrôle
1,S ± 0,4 0,7 ± 0,3 8,S ± 1,6 6,2 ± 1,3 127,0 ± 6,8 130,8 ± 8,6

.l.L1.§.

2,S ± i . ° 1,1 ± 0,3 11,°± 3,S S,O ± 1,2 l1S,8 ± 10,2b 136,S ± 9,Sb

P3

contrôle

1,6 ± 0,4 0,9 ± 0,2 10,0 ± 1,4 6,6 ± 1,4 13S,3 ± 6,7 139,° ± S,6

.l.L1.§.

3,0 ± 0,7 1,4 ± 0,4b 12,0 ± 2,3 8,0 ± 1,8 lIS, ° ± 10,Sb 125,0 ± 11, Ob

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 11 lb) : Seuil de sensibilité (CE10mmHg), sensibilité moyenne (CE50%)

et réponsemaximale à la noradrénaline,sur le lit mésentérique,isolé de

rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités

par le NaCl 0,15 M (NaCl), le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou

C10) et l'isradipine à la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

CEIOnunHg (nmoles) CESO% (nmoles) Réponse maximale (mm Hg)

+ E - E + E - E + E - E

-----------------------------------------------------------------------
NaCl

contrôle

2,0 ± 0,4 0,4 ± 0,2 6,5 ± 1,4 3,8 ± 0,8 143,0 ± 5,0 158,0 ± 8,0
.lL.lQ

4,0 ± 0,5a 4,1 ± 1,2a 13,7 ± 2,7a 8,0 ± 1,3a 69,8 ± 5,Oa 81,3 ± 8,9a

C3

contrôle
1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,8 11,° ± 3,1 4,2 ± 1,8 138,° ± 6,2 139,° ± 8,5
.lL.lQ

3,0 ± 1,3 1,9 ± 0,6 11,6 ± 2,5 6,9 ± 1,3 107,0 ± 16,9b 139,0 ± 10,6b

C10

contrôle

1,8 ± 0,4 0,8 ± 0,3 9,1 ± 1,6 4,5 ± 0,6 131,2 ± 14,4 130,0 ± 3,2

.lL.lQ

3,3 ± 1,6 3,5 ± 0,8 9,6 ± 2,2 7,2 ± 3,8 119,° ± 16,9b 128,3 ± 15,2b

I51

contrôle
1,9 ± 0,4 1,4 ± 0,7 9,0 ± 2,3 8,6 ± 3,1 129,8 ± 9,8 142,3 ± 8,1

.lL.lQ

3, ° ± 0,6 2,0 ± 0,4 17,3 ± 4,2 8,0 ± 3,2 85,2 ± 16,3a 99,7 ± 23,6a

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a

b

P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 12 : Atténuation par le carbachol et le nitroprussiatede sodium des

vasoconstrictionsinduites par la noradrénaline,exprimée par la sensibilité

(C1SO%) et la relaxation maximale (%), sur le lit mésentériqueisolé de rats

traités par la vitamine 03 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités par le

NaCl O,lS M (NaCl), le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Pl

et P3), le captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou C10) et l'isradipine à

la dose de 1 mg/kg (181) (n = 12 par groupe).

Groupe Carbachol Nitroprussiate de sodium

----------------------------------------------------------------

CISO% Relaxation CISO% Relaxation

(j..l.molesll) maximale ( %) (nmolesll) maximale (%)

NaCl
contrôle 0,27 ± 0,08 10,S ± 1,2 29,1 ± S,6 7,0 ± 1,1

1/16 l,OS ± O,34a 32,2 ± S,6a 33,7 ± 9,8 8,7 ± 2,3

PO,3

contrôle 0,4S ± 0,18 12,0 ± 1,3 37,6 ± 13,8 9,2 ± 1,9

1/16 0,43 ± O,12b 20,7 ± 4,4a 4S,2 ± 17,4 12,9 ± S,4

Pl

contrôle 0,24 ± O,OS 12,0 ± 1,3 24,8 ± 8,3 9, ° ± 2,2

1/16 0,46 ± O,lSb 9,7 ± l,7b 27,2 ± 11, S 9,6 ± 2,6

P3

contrôle 0,21 ± O,OS 11,3 ± 1,6 28,6 ± 12,2 9,9 ± 2,4

1/16 0,27 ± O,14b lS,l ± 4,9b 37,S ± 14,0 10,1 ± 3,3

C3

contrôle 0,18 ± 0,10 8,8 ± 2,6 46,0 ± 19,2 12,0 ± S,l

1/16 O,S6 ± O,22b 31,4 ± 3,6a 2S,2 ± 8,1 11,6 ± 4,8

CIO

contrôle 0,62 ± 0,30 11,2 ± 1,3 67,0 ± 17, Ob lS,7 ± 2,8b

1/16 2,7 ± l,8a,b 36,1 ± 8,3a 88,2 ± 28,4b 17,8 ± 2, Ob

I8l

contrôle 0,18 ± 0,03 8,3 ± 3,2 47,° ± 12,1 11,3 ± 3,2

1/16 0,28 ± O,ll a 12,1 ± 2,7b 34,8 ± 17,4 8,6 ± 3,8

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a

b

P < O,OS par rapport au groupe contrôle.

P < O,OS par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 13 : Seuil de sensibilité (CEO,lg), sensibilitémoyenne (CE50%) et

réponsemaximale à la noradrénaline,sur l'aorte isolée de rats traités par

la vitamine 03 et la nicotine (1/16) ou contrôles, traités par le NaCl 0,15 M

(NaCl), le perindopril à la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO,3, Pl et P3), le

captopril à la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou CI0) et l'isradipine à la dose de

1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

Noradrénaline

--------------------------------------------------------------------------

CEO,1g (nmoles/l) CESO% (nmoles/l) Réponse maximale (g)

contrôle 1/16 contrôle 1/16 contrôle 1/16

NaCl 4,6 ± 1,1 9,0 ± 2,la 24,9± 5,5 83,1 ± 20,la 0,92 ± 0,03 0,67

± O,10a

PO,3 5,8 ± 2,3 8,9 ± 3,2 33,3 ± 6,2 77,7 ± 21,la 0,85 ± 0,06 0,62
± 0,18

Pl 5,6 ± 1,0 9,0 ± 1,5 28/2 ± 3,7 89,0 ± 14,2a 0,85 ± 0,07 1,05

± 0,09

P3 5,4 ± 1,2 8,0 ± 2,1 24,3 ± 10,5 42,3 ± O,7b 0,77 ± 0,11 0,85

± 0,10

C3 4,5 ± 1,3 25,2 ± 7,2a,b 20,7 ± 3,5 68,2 ± 17,5a 0,88 ± 0,18 0,27 ±

0,09a,b

Cl0 4,6 ± 2,0 7,5 ± 1,8 31,7 ± 7,8 55,7 ± 23,3 1,07 ± 0,1 0,56

± O,16a

1S1 3,0 ± 0,9 5,1 ± l, Ob 20,7 ± 3,5 12,7 ± 6,9b 1,11 ± 0,09 0,55

± O,17a

Les résultatssont exprimés en m ± esm.

a P < 0,05 par rapport au groupe contrôle.

b P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.



RESUME

Parmi les modifications cardio-vasculairesengendrééspar

le vieillissement, la surchargecalcique vasculairerevêt une

importanceparticulière. Le taux de calcium total aortique

augmenteen effet de 150 fois entre les âges de la et 90 ans

chez l'Homme. Un modèle de surchargecalcique cardio-vasculaire
a été développéchez le rat adulte jeune. Un jour de traltement

par la vitamine D3 (1 x 300 000 UI/kg, par voie intramusculaire)

et la nicotine (2 x 25 mg/kg, per os), suivi de 16 jours de

repos (modèle 1/16), induit une surchargecalcique localisée au

coeur, aux artères, et aux organes "cibles" de la vitamine D

(reins et intestin). In vitro, dans l'aorte et le lit

mésentérique,la surchargecalcique provoque une baisseIde la \
réactivité à la noradrénalineet à la sérotonine;ainsi !qu'une

1

diminution de la fonction endothéliale.Ces modifications sont
1

provoquéespar la surchargecalcique, en présenced'un �~�r�o�f�i�l

lipidique plasmatiquenormal. L'isradipine (inhibiteur .de flux

calciques, IFC) prévient la surchargecalcique dans le lit

mésentériqueet l'artère caudale. Les inhibiteurs de l'enzyme de

conversionde l'angiotensinel (IEC : captopril et peripdopril)

et l'isradipine préviennent la perte de réactivité à la

noradrénalinedans le lit mésentériqueet l'aorte. Les TEC et
IFC rétablissentla fonction endothélialedans le lit
mésentériquealors que seuls les IEC la rétablissentdans

l'aorte. La réversibilité de la surchargecalcique dans les

artèresde résistanceainsi que la réversibilité des

modificatlons de réactivité vasculaireinduites par cette même

surcharge,permettentd'entrevoir une stratégiethérapeutique

des troubles cardio-vasculairesqu'elle engendrelors du
vieillissement et de l'hypertensionartérielle. Le modèle que
nous décrivons dans cette thèse constitueraun outil important

dans la recherchede nouvelles substancesmédicamenteuses.

Mots clés : Aorte - Artères - Calcium - Vieillissement ­

Artériosclérose- Endothélium - inhibiteur de flux calciques ­

inhibiteur de l'enzyme de conversionde l'angiotensinel
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