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Liste des abréviations utilisées

CE1ommHg : concentration efficace 10 mm Hg, concentration
d'agoniste nécessaire pour obtenir une réponse
vasoconstrictrice de 10 mm Hg.

CEg.1g : concentration efficace 0,1 g, concentration
d'agoniste nécessaire pour obtenir une réponse
vasoconstrictrice de 0,1 g.

CEs50g concentration efficace 50 %, concentration
d'agoniste nécessaire pour obtenir une réponse égale
a 50 % de 1l'effet maximum.

CIspsg concentration inhibitrice 50 %, concentration
d'antagoniste nécessaire pour obtenir une réponse

égale a 50 % de l'effet maximum,

Q

CV% coefficient de variation exprimé en %

EDCF : "endothelium derived contracting factor", facteur
contractant dérivé de 1'endothélium

EDRF : “endothelium derived relaxing factor", facteur
relaxant dérivé de 1'endothélium

esm : écart standard de la moyenne

IEC : inhibiteurs de l'enzyme de conversion de

l'angiotensine I

IFC : inhibiteurs de flux calciques

im intramusculaire

ip : intrapéritonéal

IP3 1,4,5-inositol triphosphate

m moyenne

min minute

PAD : pression artérielle diastolique

PAM : pression artérielle moyenne

PAS : pression artérielle systolique

ROC : "receptor operated channel", canaux calciques activés

par un récepteur
sec seconde
SHR : rat spontanément hypertendu
Ul : unités internationales
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voC "voltage operated channel", canaux calcigues activés
par une dépolarisation

Modele 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).

Cc10 : traitement par le captopril (10 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).

I8l traitement par 1l'isradipine (1 mg/kg).
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1. RESUME

Parmi les modifications cardio-vasculaires engendrées par le
vieillissement, la surcharge calcique vasculaire revét une
importance particulieére. Le taux de calcium total aortigue
augmente en effet de 150 fois entre les ages de 10 et 90 ans chez
1'Homme (Fleckenstein et coll., 1985).

Un modele de surcharge calcique cardio-vasculaire a été
développé chez le rat adulte jeune, dans lequel la surcharge
calcique est comparable, par son ampleur et ses effets, a celle
observée lors du vieillissement chez 1'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
(modele 1/16), induit une surcharge calcigque et une augmentation

de la pression artérielle différentielle.

La surcharge calcique est localisée au coeur et aux arteres,
ainsi gu'aux organes "cibles" de la vitamine D (reing et
intestin). La sélectivité cardio-vasculaire est la suivante

aorte et artére carotide > myocarde > vaisseaux de résistance.

In vitro, dang l'aorte et le lit mésentérique, la surcharge
calcique provoque une baisse de la réactivité a la noradrénaline
et a la sérotonine, ainsi gu'une diminution de la fonction
endothéliale.

Ce modéle se caractérise également par une pression
différentielle augmentée chez le rat anesthésié et une compliance
aortique abaissée. Ces modifications sont provoguées par la
surcharge calcique, en présence d'un profil lipidique plasmatique

normal.

L'isradipine (inhibiteur de flux calcigues, IFC) prévient la
surcharge calcique dans le lit mésentérique et l'artere caudale.

Les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine I
(IEC : captopril et perindopril) et l'isradipine préviennent la
perte de réactivité & la noradrénaline dans le lit mésentérique et

ltaorte.
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Les IEC et IFC rétablissent la fonction endothéliale dans 1le
lit mésentérique alors que seuls les IEC la rétablissent dans

ltaorte.

La réversibilité de la surcharge calcique dans les artéres de
résistance ainsi que la réversibilité des modifications de
réactivité vasculaire induites par cette méme surcharge,
permettent d'entrevoir une stratégie thérapeutique deg troubles
cardio-vasculaires qu'elle engendre lors du vieillissement et de
1'hypertension artérielle. Des résultats cliniques montrent que
les IEC et les IFC ont un effet bénéfique sur la compliance

artérielle de patients hypertendus.

Le modeéele que nous décrivons dans cette thése constituera un
outil important dans la recherche de nouveaux IEC et IFC efficaces

dans les cas de surcharge vasculaire de calcium.

Motg clés : Aorte - Artéres - Calcium - Vieillissement -
Artériosclérose - Endothélium - inhibiteur de flux calcigques -

inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine I



13
2, INTRODUCTION

Le contenu en calcium total desg artéres augmente avec 1'4ge
chez 1'Homme (Fleckenstein et coll., 1986). Afin d'étudier
l'influence de la surcharge calcique dans le vieillissement
artériel, nous avons développé un modéle de surcharge calcique
chez le rat adulte jeune. Un traitement court (1 jour) par la
vitamine D3 et la nicotine, suivi de 16 jours de repos, entraine
une surcharge calcique cardio-vasculaire, sans modification du

métabolisme lipidigue.

Dans ce chapitre, nous décrirons
1) les modifications cardio-vasculaires engendrées par le
vieillissement,
2) les travaux effectués sur la surcharge calcique artérielle, 3)
les différents modéles d'étude du vieillissement vasculaire, plus
particuliérement les modéles de surcharge calcigue et

4) les objectifs de notre étude et les méthodes utilisées.
2.1. vVieillissement artériel

La fréguence et la sévérité des pathologies cardio-
vasculaires augmentent avec 1'Age. Les pressions artérielles
systolique et diastoliqgue s'accroissent lors du vieillissement
(Kannel, 1987). Aprés 60 ans, la pression systolique continue a
augmenter et la pression diastolique tend a diminuer. Ceci est en
partie la cause de la mortalité plus importante des sujets

hypertendus qui "sortent" ainsi des statistiques.

Il en résulte une élévation de la pression artérielle
différentielle. Ces observations suggérent une baigse de la
compliance artérielle. Des atteintes du systéme cardio-vasculaire

a différents niveaux sont a l'origine de ces modifications

hémodynamiques.

EFn effet, le vieillissement entraine des altérations des
fonctions adrénergique, sérotoninergique et histaminergique, de la

transmission neuromusculaire, du systeme rénine-angiotensine et
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des fonctions réflexes (Docherty, 1990). Toutefois le systéme
cardio-vasculaire du sujet &gé fonctionne normalement au repos et

lors d'efforts modérés (Docherty, 1990).

Sur le plan expérimental, les études du vieillissement font
appel a des modéles présentant des pathologies dont la fréquence
augmente lors du vieillissement (lapin hypercholestérolémique et
rats hypertendus par exemple), ou a des animaux agés. La réponse
des tissus isolés aux agonistes a fait 1l'objet de nombreux travaux
et le vieillissement semble provoguer une atténuation de la

réactivité vasculaire.

2.1.1. Modifications hémodvynamigues associées au
vieillissement

La pression artérielle moyenne au repos augmente avec 1'age
chez 1'Homme (Kannel, 1987). La situation est moins évidente chez
l'animal : la pression artérielle 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 concentration de noradrénaline plasmatigue est pourtant
augmentée par le vieillissement, tant chez 1'animal que chez
1'Homme (paragraphe 2.1.1.4.). Ainsi, la relation entre la
pression artérielle et la noradrénaline circulante ne semble pas
directe. Ceci confirme le fait que la hausse du taux sanguin de
noradrénaline ne refléterait que la baisse de réactivité

adrénergique {paragraphe 2.1.1.4.).

Le rythme cardiaque, quant a lui, ne diminue pas chez 1'Homme
adgé, au repos et en l'absence de pathologie cardiaque (Simpson et
wicks, 1988).

Chez l'animal, malgré des observations parfois divergentes,
le rythme cardiaque ne semble pas non plus se modifier lors du
vieillissement (Fouda et Atkinson, 1986). Toutefoig, la
tachycardie induite par 1l'isoprénaline s'atténue avec 1'dge chez
1*Homme (Buhler et coll., 1980) et le rat (Simpking et coll.,

1983). La sensibilité des baroréflexes est elle aussl abaissée
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lors du vieillissement (Frolkis et coll., 1975).

Ainsi, au repos, la fonction cardiaque reste normale (en
l'absence de pathologie cardiague) chez le sujet &gé, mais lors
d'efforts ou de stimulationg, par 1l'isoprénaline par exemple, la
probabilité d'apparition de signes d'insuffisance cardiaque

augmente (Docherty, 1990).

Enfin, malgré des observations contradictoires et une
connaissance encore incompléte des effets du vieillissement sur le
systéme cardio-vasculaire, 1l est possible d'affirmer que le
vieillissement provogue une perte globale de réactivité.

Une cascade d'événements tend a compenser cette perte et 3
maintenir ainsi un état apparent de bon fonctionnement chez le
sujet agé. La rigidification des vaisseaux et la baisse de
filtration glomérulaire, associées a 1'dge, entralnent une
élévation progressive de la pression artérielle. L'augmentation de
la post-charge consécutive a celle du volume extracellulaire
qu'induit la baisse de filtration glomérulaire, provoque, quant a
elle, une hypertrophie ventriculaire gauche conduisant a un

remplissage inadéquat en systole.

La baisse de filtration glomérulaire déclenche une
hypersécrétion d'hormone natriurétique afin d'augmenter
l'excrétion rénale du sodium. Ceci se répercute au niveau
vasculaire par une hypertonicité qui va élever la pression
artérielle systolique. Il en résulte un accroissement de la
probabilité d'insuffisance cardiaque (figure 1). Malgré tout, au

repos, le systéme cardio-vasculaire agé fonctionne normalement.
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modification
du tonus
COEUR VAISSEAUX .
vasculaire
insuffisance cardiaque < rigidification, perte

de compliance

+
+
+
A post-charge —>* PAD $ PAS < h
ormone
A natriurétique
A Volume extracellulaire
+ +

diminution de Fg €—

REINS

Figure 1 : Modifications induites par la vieillissement sur le
fonctionnement du systéme cardio-vasculaire chez 1'Homme (d'aprés Blaustein
et Hamlyn, 1984 et Docherty, 1990).

PAS : pression artérielle systolique; PAD : pression artérielle diastolique;
FG : filtration glomérulaire.

+ : indique une activation.

2.1.2. Etude globale du vieillissement vasculaire in

vitro

2.1.2.1. vVasoconstriction

Dans les tissus isolés, la plupart des études montrent une
modification, avec l'age, des réponses induites par les agonistes

(noradrénaline, sérotonine et histamine, notamment).

La réactivité vasculaire a l'histamine baisse lors du

vieillissement (Toda et coll., 1986).

Le cas de la noradrénaline est plus controversé et les
conclusions varient en fonction du tissu utilisé. Selon les
auteurs, les réponses du systéme adrénergique sont, soit diminuées

(Tuttle, 1966; Fouda et Atkinson, 1986), soit inchangées par le
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vieillissement (Scott et Reid, 1982; Duckles et coll., 1985). Sur
l'aorte de rat, l'dge abaisse la réactivité aux agonistes
adrénergiques et la réserve de récepteurs alpha-adrénergiques
(Docherty, 1990).

Comme pour la noradrénaline, les effets du vieillissement sur
la réactivité a la sérotonine varient suivant les études.

La réactivité a la sérotonine baisse dans l'aorte du rat
(Cohen et Berkowitz, 1976; Wanstall et O'Donnell, 1989). Dans
d'autres vaisseaux, l'dge ne provoque pas de modification (artéres
mésentérique et carotide du rat : Emmick et Cohen, 1986; artéres
coronaires du chien : Toda et coll., 1987; veines de 1'avant-bras
chez 1'Homme : Blauw et coll., 1988).

A 1'opposé, une hausse de réactivité a la sérotonine est
observée dans l'aorte (Emmick et Cohen, 1986) et dans les artéres
coronaires du rat (augmentation de la réponse maximale et de la
sensibilité & la sérotonine et hausse de l'affinité des récepteurs

Nyborg, 1991).

Les plaquettes constituent le principal réservoir de
sérotonine dans le systéme cardio-vasculaire. Leur contenu en
sérotonine et leur capacité de recaptage de la sérotonine
diminuent avec l'dge : cecil a été associé a une hausse de
libération intravasculaire du neuromédiateur ainsi qu'a une
augmentation de la réactivité vasculaire a la sérotonine (Doyle,
1988) .

Cette hypothése est soutenue par des études cliniques
montrant que des patients hypertendus agés sont plus sensibles a
la kétansérine que de jeunes patients hypertendus (Doyle, 1988).
Néanmoins, dans une étude invasive menée chez 1'Homme, au niveau
de l'avant-bras ou la sérotonine se comporte comme un
vasodilatateur, il a été montré que l'dge n'induit pas de

modification (Blauw et coll., 1988).

Quant au fonctionnement du systéme rénine-angiotensine, il
diminue également lors du vieillissement (James et coll., 1986).

En fait, la baisse de l'activité réninique plasmatique et la
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baisse consécutive du taux d'angiotensine II participeraient a
l'hyporéactivité vasculaire décrite pour la noradrénaline.

Il est aussi important de noter que l'angiotensine n'agit pas
seulement directement par son effet vasoconstricteur pulssant,
mais également par potentialisation des vasoconstrictions induites
par la noradrénaline, en activant la protéine kinase C (Laher et
coll., 1990).

La diminution d'activité du systéme rénine-angiotensine
pourrait aussi expliquer la moindre efficacité des IEC a corriger
la pression artérielle chez les patients hypertendus dgés (Buhler
et coll., 1980). Cette derniere observation est toutefois

controversée (RBaker, 1988).

La réactivité vasculaire aux agonistes, hormis la sérotonine,
semble donc globalement diminuer avec l'dge. L'action des agents
vasoconstricteurs étant contrebalancée par des mécanismes
vasodilatateurs, 1l n'est pas inattendu que ces derniers subissent

eux aussi des modifications lors du vieillissement.

2.1.2.2. Vasodilatation

Les principaux mécanismes pouvant induire une vasodilatation

in vitro sont modifiés par le vieillissement.

Les réponses du systéme béta-adrénergique diminuent dés la
période de maturation, et cette baisse s'accentue avec 1'8ge dans
l'aorte, l'artére pulmonaire, les veines jugulaires et porte du
rat et du lapin et dans les artéres cérébrales et mésentériques du
chien (revue : Lakatta, 1987), les veines de la main (Hiremath et
coll., 1989) et la veine saphéne de 1'Homme (Ikezono et coll.,
1987) .

2.1.2.3. Endothélium vasculaire

L'endothélium vasculaire subit lui aussi une modification
fonctionnelle avec 1'dge. Furchgott et Zawadski (1981) ont
démontré le rdle indispensable de 1'endothélium dans la relaxation

de l'aorte du lapin par 1l'acétylcholine.
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L'endothélium, sous 1l'effet de l'acétylcholine, libére de
1'EDRF ("endothelium derived relaxing factor"), facteur relaxant,
sous la dépendance du calcium extracellulaire. Les propriétés de

1'EDRF sont globalement agsimilables a celles de 1lt'oxyde nitrique,

NO' (Furchgott, 1985; Palmer et coll., 1987; Kelm et coll., 1988)
gqui, au niveau de la cellule musculaire lisse, active la
guanylate-cyclase, entrainant un accroilssement de la concentration
intracellulaire de guanosine 3'-5'-monophosphate cyclique (GMPc)
(Holzmann, 1982; Rappoport et Murad, 1983; Furchgott et coll.,

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

Les vasodilatateurs nitrés (EDRF et nitroprussiate de sodium,
notamment) agissent directement sur la cellule musculaire lisse.
Ils mettent en jeu plusieurs mécanismes
1) hyperpolarisation de la membrane plasmique, a fortes doses, par
activation de la pompe électrogénique Nat/K*t ou par augmentation
de la perméabilité de la membrane au potassium, ou par les deux
simultanément,
2) inhibition de 1l'influx calcique transmembranalire et

3) augmentation de la production de GMPc, aboutigsant a

1l'inhibition de la mobilisation du calcium (Weiss et coll., 1990).

Le dernier mécanisme semble prédominant (Weiss et coll.,
1990). La vasorelaxation, liée a l'augmentation de la
concentration intracellulaire du GMPc, n'est pas encore

complétement expliquée.

I1 a toutefois été démontré que plusieurs mécanismes
complémentaires entrent en jeu.

La guanylate-cyclase est une enzyme présente dansg la cellule
sous deux formes : une forme soluble (cytoplasmique) et une forme
liée & la membrane plasmique, activée uniquement par les
atriopeptines dont les récepteurs sont proches du site de
l'enzyme.

Son activation aboutit a la formation de GMPc, lequel réduit
la concentration intracytoplasmique de calcium par augmentation du

flux calcique dans les vésicules microsomales, activation de
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l'efflux calcique horg de la cellule (activation des pompes
calcium-ATPasiques et de 1'échangeur Nat- Ca*t dans la membrane
plasmique), baisse de 1'influx calcique vers le cytoplasme et
diminution de la formation du 1,4,5-inositol triphosphate (IP3)
(d'out une baisse de la libération de calcium par le réticulum

sarcoplasmigque) (Weiss et coll., 1990).

A cbté de 1'EDRF, l'endothélium libeére d'autres "facteurs
relaxants", tels 1'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 1'endothélium pouvait
provogquer une vasoconstriction (Hickey et coll., 1985).

L'endothéline, isolée de cellules endothéliales porcines en
culture est un vasoconstricteur puissant de durée d'action longue,
dépendante du calcium extracellulaire (Yanagisawa et coll., 1988)

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

L'endothélium porte également a sa surface 1'enzyme de
conversion de l'angiotensine I (Bunning et coll., 1986) et peut

synthétiser la rénine et l'angiotensine I.

Ainsi, 1l'endothélium joue un réle important dans
1 'homéostasie vasculaire (Gryglewski et coll., 1988; Luscher,
1988). Il module les réponses des vaisseaux aux agents
constricteurs (Criscione et coll., 1990) et dilatateurs (Shirazaki
et coll., 1986).

De plus, 1l'endothélium est sensible aux variations de
pression et de flux sanguin. Il est le site de "mécanorécepteurs"
sensibles a la pression et de récepteurs sensibles aux forces de
cisaillement ("shear stress") ou récepteurs de flux (Rubanyi et
coll., 1990).

L'activation des récepteurs de flux susciterait la production
d'EDRF; 1'activation des "mécanorécepteurs" aboutirait a la
production d'EDCF ("endothelium derived contracting factor") et
ralentirait celle de 1'EDRF (Rubanyi et coll., 1990).
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L'endothélium n'est toutefois pas le seul site de
"mécanorécepteurs" et de récepteurs de flux. Ces deux types de
récepteurs ou "senseurs" ont été mis en évidence dans des
préparations vasculaires dépourvues d'endothélium (Bevan et Laher,
1991). Leur répartition entre l'endothélium et la membrane
cellulaire pourrait varier en fonction du lit vasculaire étudié

(Henrion et Bevan, résultats non publiés).

Avec l'dge, la relaxation dépendante de 1'endothélium
s'atténue, comme cela a été montré dans l'aorte et l'artere
fémorale (Soltis, 1988), l'artére mésentérigque du rat (Moritoki et
coll., 1986) et dans l'arteére mésentérique du chien (Shimizu et
Toda, 1986).

Cette atténuation de la vasorelaxation induite par
1'endothélium survient aussi dans des pathologies associées au
vieillissement, dans 1'hypertension artérielle (Hongo et coll.,
1988) et dans l'athérosclérose (Jayakody et coll., 1987). La
réactivité des vaisseaux aux vasodilatateurs nitrés, dont l'action
est similaire a celle de 1'EDRF, est soit abailssée (Karaki et
coll., 1985; Moritoki et coll., 1988), soit non modifiée avec
1'4ge (O'Donnell et Wanstall, 1986; Tsujimoto et coll., 1986).

Les modifications de réponse aux vasodilatateurs nitrés sont
équivoques et 1'hypofonctionnement de 1'endothélium vasculaire

prédomine lors du vieillissement.

Le systéme béta-adrénergique et 1'endothélium jouent un rdle
clé dans la modulation deg vasoconstrictions, tout comme le
systéme alpha-2-adrénergique, dont le fonctionnement est lui aussi
atténué par le vieillissement (Kelly et O'Malley, 1984).

A ce sujet, l'atténuation par la yohimbine (antagoniste alpha

2-adrénergique) des réponses a la stimulation électrique baisse

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

Les principaux mécanismes de vasodilatation sont donc
atténués lors du vieillissement, a 1l'instar des mécanismes

vasoconstricteurs. L'ensemble de ces mécanismes agissent de
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concert pour moduler la neurotransmission.

2.1.2.4. Neurotransmission

La concentration plasmatique de noradrénaline s'éléve avec
1'age, au repos (Lakatta, 1987; Vargas et coll., 1987) ou a la
suite d'un stress tel un changement de position (Saar et Gordon,
1979; Sowers et coll., 1983), l'ingestion de glucose (Young et
coll., 1980) ou un exercice musculaire (Fleg et coll., 1985;
Vargas et coll., 1987).

Par contre la concentration plasmatique d'adrénaline ne

change pas (Vargas et coll., 1987).

Le vieillissement provoque aussi une réduction du contenu
tissulaire artériel en noradrénaline chez le rat (Fouda et
Atkinson, 1986; Duckles, 1987) et dans d'autres especes (revue par
Roberts et Turner, 1987).

De plus, la densité des fibres sympathiques vasculaires
diminue, l'activité de la monoamine oxydase vasculailre augnente
(Handa et Duckles, 1987) et la libération de noradrénaline tritiée
provogquée par la stimulation nerveuse s'abaisse (Roberts et
Turner, 1987).

Cette baisse du contenu en noradrénaline des vaisseaux est
probablement liée en partie a celle du recaptage neuronal de la
noradrénaline (Docherty et Hyland, 1986; Duckles, 1987). La
diminution de la fonction alpha-2-adrénergique serait une cause de
cette atténuation (Kelly et O'Malley, 1984; Docherty et Hyland,
1986) .

La modification de ces différents mécanismes compense la
perte partielle de réactivité du systéme alpha-adrénergique
survenant lors du vieillissement et aurait pour conséguence

1l'augmentation de la concentration plasmatique en noradrénaline.

2.1.2.5. Matrice extra-cellulaire

Avec 1l'age, la paroi des vaisseaux s'épaissit chez le rat
(Tuttle, 1966; Wolinski, 1979; Kojimahara, 1985) et chez 1'Homme
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(Kawasaki et coll., 1987).

La rigidité vasculaire s'accroit de pair avec
l'épaississement pariétal (Wolinski, 1979; Kawasaki et coll.,

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

La synthése et la concentration pariétale de collageéne
augmentent par suite d'un accrcoissement de 1'activité de la
proline-hydroxylase (Newman et Langner, 1978) alors que le taux
d'élastine baisse, conséquence d'une hyperactivité élastasique
(Labat-Robert et Robert, 1988). Il s'en suit une inversion du
rapport élastine / collagéne (Cox, 1977). Cette inversion est liée
a la hausse du nombre de cellules myointimales responsables de la

synthése du collagéne, de la fibrine et des glycosamino-glycanes.

Enfin, les dépbdts lipidiques s'accroissent lors du
vieillissement (Labat-Robert et Robert, 1988) et les vaisseaux se
calcifient (Kojimahara, 1985).

La rigidification vasculaire engendrée aboutit a
l'artériosclérose. Cette rigidification se produit aussi bien en
absence qu'en présence d'athérosclérose, laguelle est toutefois un
facteur aggravant.

Quant a la surcharge de calcium des vailsseaux, elle est tres
probablement une cause majeure de la modification de la réactivité
vasculaire et son importance dans le vieillissement sera

développée dans le chapitre 2.2,

2.2. Surcharge calcique et vieillissement artériel

2.2.1. Historique

La paroi artérielle se sclérose par accumulation de lipides
(cholestérol surtout) et de calcium. L'attention des chercheurs
s'est portée sur les lipides, 1l'accumulation de calcium étant

négligée (Fleckenstein et coll., 1990).

Pourtant, les deux phénoménes ont été mis en évidence la méme

année.
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Anitschkow, en 1913 (d'aprés Fleckenstein et coll., 1990), a
reproduit des lésions athéromateuses chez le lapin par une
alimentation riche en cholestérol et Katase (1913) (d'apreés
Fleckenstein et coll., 1990) a montré que le calcium précipite
autour des fibres élastiques de la paroi vasculaire et provoqgue
leur fragmentation.

Les travaux de Katase furent toutefois éclipsés par ceux de
Anitschkow, malgré la publication, en 1939, des recherches de
Burger (d'apres Fleckenstein et coll., 1989) montrant
1'augmentation parallele des taux de calcium et de cholestérol
dans l'aorte humaine entre les dges de 10 et de 70 ans.
L'augmentation proportionnelle du calcium est toutefois supérieure

a celle du cholestérol.

Depuis 1970, Fleckenstein et ses collaborateurs ont mené des
travaux sur la surcharge vasculaire en calcium. La microsgcopie
électronique a permis de confirmer les obgservationg de Katase : le
calcium précipite dans la paroi artérielle et entraine la
calcification des fibres élastiques. Il en résulte une perte de
distensibilité et de compliance des vaisseaux. La méme équipe a
montré gue la surcharge calcique pouvait étre prévenue par les
inhibiteurs de flux calciques.

L'amplitude de cette surcharge calcique des vaigseaux est
telle qu'elle doit nécessairement influencer la réactivité

vasculaire, dont le calcium est 1'élément clé.

2.2.2, Calcium et réactivité vasculaire

Que la contraction d'une cellule musculaire lisse goit
induite par un agoniste ou par une dépolarisation, elle dépend
d'une augmentation de la concentration de calcium dans le milieu
intracellulaire (Khalil et coll., 1990).

Le calcium peut entrer dans la cellule musculaire lisse, a
partir du milieu extracellulaire, par différents types de canaux
des canaux dépendant de l'activation de récepteurs par 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 entrée passive de calcium,
s'effectuant constamment et dont 1l'effet est annihilé par stockage
dans le réticulum sarcoplasmigque et par expulsion hors de la
cellule (Khalil et van Breemen, 1988).

L'augmentation du taux de calcium intracellulaire lors de la
contraction musculaire fait également intervenir les stocks
intracellulaires, responsables de la phase transitoire de la
contraction (Cauvin et coll., 1983).

La libération du calcium de ces stocks intracellulaires
(réticulum sarcoplasmique surtout) est induite par 1'IP3 {(Berridge
et Irvine, 1984) et par le calcium lui-méme ("calcium-induced

calcium release") (Saida, 1981).

De plus, le réticulum sarcoplasmique superficiel joue un rdle
de tampon en absorbant une partie de 1l'influx calcique entrant
dans la cellule lors de la contraction (van Breemen et coll.,
1985). La contraction en elle méme est le produit de 1'interaction
de l'actine avec la myosine (Adelstein et Eisenberg, 1980).

Elle est déclenchée par le calcium libre qui, se liant a la
calmoduline, active la MLCK ('myosin light chain kinage"),
laguelle induit la phosphorylation des chaines légeéres de myosine
et génere ainsi la contraction (Adelstein et Sellers, 1987).

La sortie du calcium fait appel a la pompe a calcium
ATPasique (Casteels et van Breemen, 1975) et a 1'échangeur sodium-
calcium de la membrane plasmique (Reuter et coll., 1973) et a la
pompe a calcium ATPasique de la membrane du réticulum
sarcoplasmigque (Borlé, 1981). Ainsi, la concentration et les
mouvements du calcium dans la cellule musculaire lisse déterminent

son état de contraction ou de repos.

La modification de la réactivité vasculaire et l'accumulation
importante de calcium dans les vaisseaux de sujets agés sont elles
lides ? Des études de la surcharge calcique, ‘réalisées chez

1'Homme et chez 1l'animal montrent que l'accumulation de calcium
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atteint un niveau élevé, mails son rdle dans les modifications

observées lors du vieillissement reste encore & établir.

2.2.3. Surcharge calcigque : gobgervations chez 1'Homme

La surcharge calcique du systeme cardio-vasculaire est un
phénoméne commun a de nombreuses situations telles la sénescence
et l'hypertension artérielles.

Cette accumulation de calcium, toxique pour les cellules,
représente un facteur essentiel dans le développement de lésions
de la paroi artérielle (Fleckenstein et coll., 1983a,b). Elle
débute dés l'enfance et s'accrolt avec 1l'adge (Henry, 1985). Chez
1'Homme, entre les ages de 1-10 ans et de 81-90 ans, on observe
une augmentation du taux de calcium tissulaire de 100 fois dans
l'aorte, de 20 fois dans l'artére coronaire gauche, de 7 fois dans
l'artére mésentérique supérieure et de 10 fois dans l'artére
basilaire (Fleckenstein et coll., 1983a).

Dans ces mémes tissus, le taux de magnésium n'est pas

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

L'accumulation de calcium précéde l'apparition des lésions
athérosclérotiques dans l'aorte humaine (Blumenthal et coll.,
1944) et cette observation est confirmée par celles de 1'équipe de
Fleckenstein d'une augmentation du taux de calcium tissulaire dans
1'aorte dés l'enfance. De méme que le vieillissement,
l'hypertension artérielle s'accompagne d'un accroissement du
contenu en calcium des vaisseaux (Fleckenstein et coll., 1989).

L'hypertension artérielle, 1'athérosclérose, l'abus de
nicotine et le diabéte mal corrigé représentent deg facteurs de
risque importants et accroissent considérablement la surcharge
calcique observée lors du vieillissement (Fleckenstein et coll.,
1986). Des patients diabétiques, dgés de 60 ans, et qui présentent
des troubles circulatoires au niveau des jambes, ont un taux de
calcium artériel 12 fois plus élevé gue des sujets sains du méme
dge. Ce taux est multiplié par 4 chez les fumeurs (Fleckenstein et
coll., 1986).

Spécifiquement, la surcharge calcique atteint un niveau

critique entre les ages de 70 et 80 ans (Fleckenstein et coll.,
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1983a). La limite au dela de laquelle la surcharge calcique
devient cytotoxique est comprise entre 100 et 300 micromoles de
calcium total par gramme de tissu sec, limite franchie a 1'dge de
60 ans (Fleckenstein et coll., 1986).

2.2.4, Surcharge calcique : observations chez l'animal

Chez l'animal, l'accumulation de calcium n'atteint pas le
méme niveau gue chez 1'Homme, mals reste toutefols importante : le
taux est multiplié par 5 dans les artéres coronaires de chiensg
dgés de 13 a 16 ans par rapport a celui de chiens de 4 ans
(Fleckenstein et coll., 1983a).

Chez le rat, cette élévation est plus faible, de 2 & 3 fois
chez des rats Wistar, agés de 24 mois, ou des rats spontanément
hypertendus (Fleckenstein et coll., 1983).

La courte espérance de vie du rat pourrait expliquer cette
hausse moins importante (Skalicky et coll., 1990). Néanmoins, bien
que le rat ne développe pas d'athérosclérose (Armstrong'et
Heistad, 1990), l'augmentation de rigidité des vaisseaux et
1l'accumulation de calcium apparaissent a la méme vitesse que chez
1'Homme (Skalicky et coll., 1990).

Chez le rat spontanément hypertendu (SHR), 1'évolution de la
surcharge calcique aboutit a des valeurs de calcium vasculaire
plus élevées que chez le rat normotendu Wistar Kyoto (Fleckenstein
et coll., 1983a).

Elle atteint préférentiellement les vaisseaux de résistance
le contenu en calcium est multiplié par 2 dans l'artére
mésentérique supérieure proximale et par 20 lorsque le diamétre
diminue dans le 1lit vasculaire mésentérique (Fleckenstein et
coll., 1987).

Ainsi la différence entre le rat hypertendu et le rat agé est
une différence de localisation et d'intensité de la surcharge
calcique : les artéres de compliance sont trés surchargées chez le
rat 4gé et moins surchargées chez le rat hypertendu, les arteres
de résistance sont plus surchargées chez le rat hypertendu que
chez le rat agé.

Le myocarde, contrairement aux vaisseaux sanguins, n'est pas

affecté par la surcharge calcique lors du vieillissement, chez le
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chien, chez 1'Homme (Fleckenstein et coll., 1985) et chez le rat
(Henrion et coll., 1991).

2.2.5. Modifications hémodynamiques liées a la

surcharge calcigue vasculaire

Ces modifications du taux de calcium vasculaire ont des
répercussions hémodynamiques. Elles ont surtout été étudiées dans

un modéle de surcharge calcique vasculaire chez le rat.

Dans un modéle de surcharge vasculaire de calcium chez le
jeune rat adulte, traité par de la vitamine D3 et de la nicotine,
il se développe une accumulation de calcium qui présente la
sélectivité cardio-vasculaire suivante : arteres de conductance >
arteres de résistance > myocarde {(Oster et coll., 1989a,b).

In vivo, les réponses contractiles induites par la
noradrénaline endogéne et exogéne sont diminuées (Thorin et coll.,
1990). Dans ce modéle, si les rats sont laissés au repos pendant
13 jours & la suite du traitement, la surcharge calcique
s'amplifie et une hypertension systoligque isolée apparalt in vivo
(Thorin et coll., 1990).

Dans un modéle similaire ou la durée du traitement est plus
courte (modéle appelé 1/16, objet de notre étude), il a été montré
que la surcharge calcique vasculaire provogue une augmentation de
la pression artérielle différentielle (Henrion et coll., 1990a,
1991), une baisse de la compliance aortique (Henrion et coll.,
1990a) et une atténuation du baroréflexe cardiaque (Lartaud et
coll., 1991).

Enfin, une corrélation positive entre 1l'accumulation de
calcium avec 1'dge et l'augmentation de la vitesse de propagation
de l'onde aortigue pulsée a été mise en évidence chez 1'Homme,
indiquant une perte de compliance artérielle (Fleckenstein et
coll., 1990).

2.3. Modéles d'étude du vieillissement vasculaire

impligquant 1la surcharge calcique

Les animaux agés (rat agé de 24 a 30 mois, chien agé de 10
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ans et plus, etc.) sont deg modéles largement utilisés, ou de
nombreux paramétres interagissent.

L'utilisation de tissus humains présente un inconvénient
d'interprétation des résultats, 1ié aux maladies et traitements
intercurrents.

Des modéles ont été développés chez 1'animal adulte jeune
afin de permettre 1'étude isolée de certains aspects du
vieillissement. Les modéles peuvent se partager en modéles
d'athérosclérose, d'hypertension artérielle et de surcharge
calcique.

Le modele d'athérosclérose le plus fréquemment utilisé est le
lapin hypercholestérolémique; le rat ne développe pas
drathérosclérose, quelle que soit son alimentation, bien qu'on
puisse y provoquer une hyperlipidémie (Armstrong et Heistad, 1990

revue des modéles d'athérosclérose chez 1l'animal).

Les rats hypertendus constituent un autre groupe de modéles.
Tls présentent une calcification de la média associée a une
prolifération de cellules dans 1'espace sous-endothélial.

L'épaisseur de la paroi vasculaire augmente et, finalement,
des 1lésions endothéliales ainsi que des thrombi solides et
calcifiés apparaissent. De plus, dans l'artériosclérose des rats
Dahl sensibles au sel (alimentation enrichie en chlorure de
sodium), des plagques intimales contenant du calcium et des lipides
apparaissent.

Ce processus s'accompagne d'une desquamation des cellules
endothéliales avec par conséquent le recouvrement de la surface
interne des vaisseaux par de la fibrine (Fleckenstein et coll.,
1986) .

Le troisiéme modeéele d'étude du vieillissement vasculaire fait
appel au traitement d'animaux par la vitamine D, qui induit une
accunmulation de calcium dans les tissus vasculaires (Fleckenstein
et coll., 1985).

L'administration d'une dose de 300 000 UI de vitamine Dj
entralne l'apparition d'une surcharge calcique spécifique des
artéres coronalires et rénales de rat (Fleckenstein et coll.,
1985).
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Pour Mutoh et coll. (1988), l'administration au rat Fischer
344 de l-alpha-vitamine D pendant 2 semaines conduit a une
augmentation importante du taux de calcium tissulaire (voir

paragraphe 2.4).

La vitamine D3 (cholécalciférol) est généralement utilisée
dans ces modéles. Le cholécalciférol, hydroxylé au niveau
hépatique en 25-hydroxycholécalciférol (figure 2), subit dans le
rein une seconde hydroxylation en l-alpha. Le 1,25-
dihydroxycholécalciférol résultant est le métabolite actif de la
vitamine D. La synthése de ce dernier est régulée par la
parathormone, elle-méme modulée par la calcémie.

Dans le noyau des cellules cibles de la vitamine D, le 1,25-
alpha-dihydroxycholécalciférol stimule la synthése d'ARN messager
aboutigsant a la formation de protéines fixant le calcium, de
phosphatases alcalines et de calcium ATPases (figure 2).

Le rb&le de la vitamine D dans 1'homéostasie calcigue est
particuliérement crucial aux niveaux intestinal (absorption du
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'aprés Guyton, 1986)

Fleckenstein et coll. (1983a) ont proposé un modéle de
surcharge calcique des vaisseaux, induite par l'administration
simultanée de vitamine D3 et de nicotine, avancant gue 1'induction
rapide d'une surcharge calcique pouvait aboutir a un modéle
drartériosclérose.

Dans ce modéle, une injection unique de vitamine D3 (300 000
UI/kg) et 1l'administration per os de nicotine (25 mg/kg, 2 fois
par jour) entralnent chez le rat adulte jeune une importante
surcharge calcigue des tissus cardio-vasculaires et la mort des
animaux au bout de 6 jours. La surcharge calcique due a la
vitamine D3 est amplifiée par la nicotine qui agit par libération
de catécholamines (Su et Bevan, 1970). Les catécholamines ainsi
libérées provoquent une augmentation de 1'influx de calcium dans
les cellules musculaires lisses et, de pair avec la nicotine,
entrainent la libération du calcium contenu dans leur réticulum

sarcoplasmique {(Kahlil et coll., 1990).
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Noug avons retenu pour notre étude ce modéle de surcharge
vagculaire de calcium chez le rat (vitamine D3 et nicotine). Il
permet d'obtenir chez un animal jeune, sans autres pathologies,
une accumulation de calcium comparable a celle observée lors du

vieillissement humain.

Le modéle décrit par Fleckenstein a été modifié de sorte que
les rats ne meurent pas a l'issue du traitement. Le traitement
consiste ici en l'administration d'une dose unique de vitamine Dj
(300 000 UI/kg) associée & celle de la nicotine (25 mg/kg, 2 fois
par jour, pendant 4 jours), contrairement au modele décrit par
Fleckenstein, ol la nicotine est administrée pendant 6 jours au
moins. Il en résulte une surcharge de calcium dont la sélectivité
cardio-vasculaire est la suivante : arteres de conductance >
artéres de résistance > myocarde (Oster et coll., 1989a,b).

In vitro, la surcharge calcique augmente les temps de
vasorelaxation de l'artére caudale isolée (Thorin-Trescases et
coll., 1989%a,b,c) et, in vivo, les réponses tensionnelles induites
par la noradrénaline endogéne et exogéne sont diminuées (Thorin et
coll., 1990).

Dans une variante du modele, les rats sont laissés au repos
pendant 13 jours apres la fin du traitement. La surcharge calcique
ainsi que le temps de vasorelaxation in vitro sont alors
amplifiés, et une hypertension systolique isolée apparait in vivo
(Thorin et coll, 1990).

2.4. "Traitement"™ du vieillissement +wvasculaire

La surcharge de calcium vasculaire est & l'origine de
modificaticns hémodynamiques importantes. Il doit en é&tre tenu
compte dans 1'élaboration du traitement des troubles cardio-

vasculaires apparaissant lors du vieilligssement.

Les pathologies cardio-vasculaires sont plugs fréquentes avec
1'4ge et les facteurs de risque liés au mode de vie en accroissent

la fréquence et la sévérité.
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I1 devient alors important de corriger les dérapages des
mécanismes physiologiques menant a une issue pathologique. Par
exemple, l'hypertension artérielle est un facteur de risque
important pour l'athérosclérose et la fréquence de ces deux
phénoménes augmente avec 1'age.

Il est donc logigue de penser que le traitement de
l'hypertension artérielle pourrait prévenir les conséqguences de
l'athérosclérose, en partie du moins. Il y a toutefois peu
d'évidences de réduction des complications athérosclérotiques par

les traitements antihypertenseurs chez 1'Homme (Spence, 1989).

Parmi les substances étudiées, les IFC et les IEC semblent
les plus prometteurs, tant pour le traitement de 1'hypertension du
sujet agé que pour 1l'athérosclérose, et permettent un meilleur
maintien de la qualité de vie durant le traitement (Bursztyn et
coll., 1989).

Chez le lapin, les lésions athérosclérotiques entrainées par
une alimentation riche en cholestérol pourraient étre corrigées
par les IFC. Des revues et éditoriaux récents soulignent le fait
de résultats encore controversés et de mécanismes d'action peu
clairs (Henry, 1990; Overtuft, 1990).

L'isradipine (IFC), proposée par Overtuft (1990) comme
lragent le plus prometteur, serait antiathérogéne a une dose
inférieure aux doses antihypertensives.

Chez le rat, les IFC empéchent l'apparition de la surcharge
calcique se développant entre 2 et 10 mois (vérapamil 100 mg/kg
per os pendant 8 moig, Fleckenstein et coll., 1986). Des rats
traités pendant 2 semaines par la l-alpha-vitamine D3 développent
une surcharge calcique vasculailre gu'un traitement par les IFC
atténue (Mutoh et coll., 1988).

Dans l'aorte thoracigque, le taux de calcium tissulaire est de
13 pumoles/g de tissu sec dans le groupe contréle et de 325
Uumoles/g de tissu sec aprés traitement par la l-alpha-vitamine D3
(Mutoh et coll., 1988).

Plusieurs IFC ont été essayés a la dose de 100 mg/kg per os
durant les 2 semaines de traitement par la l-alpha-vitamine D3.

Les résultats suivants ont été obtenus
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IFC surcharge calcique
divisée par

Nilvadipine 13
Nifédipine 3

Nicardipine 10
Vérapamil

Diltiazem 1

La classe des IFC est hétérogéne dans son action contre la
surcharge calcique et dans le meilleur des cas (nilvadipine),

cette surcharge calcique demeure importante.

Dans un modéle proche, ou la surcharge calcique est induite
par la vitamine D3 et la nicotine (Fleckenstein et coll.,
1983a,b), ltaccumulation de calcium dans les vaisseaux de

compliance et de résistance est prévenue par plusieurs IFC &

fortes doses.

De méme, Fleckenstein et ses collaborateurs (1985) ont montré
que, chez les rats hypertendus SHR, rénovasculaires "Goldblatt" et
"Dahl-S sengibles au sel", la surcharge calcique est prévenue par

les IFC a fortes doses.

Tout comme les IFC, le captopril (IEC), en traitement
préventif pendant 20 mois, empéche la surcharge calcique chez le
rat SHR tout en abaissant sa pression artérielle (Fleckenstein et
coll., 1986).

Par contre, d'autres substances antihypertensives appartenant
a des classes différentes des IFC et des IEC {(dihydralazine,
pindolol, indapamide et chlorothiazide) se sont avéré inefficaces
contre l'accumulation de calcium, bien qu'elles corrigent la

pression artérielle (Fleckenstein et coll., 1986).

Par ailleurs, la perte de compliance accompagnant
l'hypertension artérielle chez le rat peut étre corrigée par un

traitement par le lisinopril (IEC). Ce dernier augmente toutefoils
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la compliance artérielle tant chez le rat hypertendu que
normotendu (Levy et coll., 1989).

Chez 1'Homme, cette compliance artérielle, réduite chez le
sujet hypertendu, est restaurée par un traitement pendant 6 mois
par l'énalapril (IEC), alors qu'elle ne l'est pas sous l'effet de
l'aténolol, dang les mémes conditionsg (par exemple, baisse de
pression artérielle similaire) (De Luca et coll., 1988).

London et coll. (1989) ont montré que la compliance
s'améliore aprés traitement par un IEC ou par un IFC. La
également, une substance antihypertensive appartenant a une classe
différente, la cadralazine, abaisse la pression de la méme facon
que les IEC et que les IFC, tout en restant inopérante sur la

compliance.

Les mécanismes impligués dans les effets observés sont
toutefois peu clairs, voire inexpliqués.

Néanmoins, la correction par les IEC et par les IFC de la
baisse de compliance induite par la surcharge calcique, ne dépend
pas de leur action antihypertensive et probablement pas non plus
de leur action "primitive", l'inhibition de flux calciques pour
les IFC et l'inhibition de l'enzyme de conversion de
l'angiotensine I pour les IEC.

Afin de mieux étudier la surcharge calcique et ses

conséquences, le développement de modéles s'impose.

2.5. Objectifs du travail

Nous avons étudié le modeéle décrit par Fleckenstein et coll.
(1983), en utilisant un traitement court et une période de repos
plus longue : injection d'une dose unigque de vitamine D3 (300 000
UI/kg) et administration de nicotine (25 mg/kg, 2 foisg par jour a
9 heures d'intervalle), suivis de 16 jours de repos.

Cette modalité de traitement a pour but d'en minimiser les
perturbations toxiques. En effet, dans les modeles précédents, des
perturbations de 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 rdle de la
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surcharge calcique dans les modifications cardio-vasculaires

observées lors du vieilllissement.

Nous en avons étudié la localisation et 1'intensité dans
différents tissus (coeur et valisseaux notamment) et les
conséquences sur la réactivité des vaisseaux de compliance (aorte)

et de résistance (lit artériel mésentérique).

Les valsseaux de compliance sont les plus touchés par la
surcharge calcique lors du vieillissement, et bien que les
vaisseaux de résistance le soient moins (Fleckenstein et coll.,
1989), leur r86le dans 1l'hypertension artérielle en rend 1'étude

aussi importante.

Dans ces deux types de vaisseaux, nous avons étudié les
propriétés les plus concernées par le vieillissement : réactivité
aux agonistes vasoconstricteurs (noradrénaline et sérotonine) et
fonction endothéliale.

Le rb8le de l'accumulation de calcium dans ces modifications
n'est pas clair. Il a toutefois été démontré, d'une part, que
l'athérosclérose diminue les capacités relaxantes de 1'endothélium
vasculaire (Jayakody et coll., 1987) et que, d'autre part, chez le
rat SHR (surcharge calcique vasculaire sans troubles lipidiques),
la fonction relaxante endothéliale est également atténuée (Hongo
et coll., 1988).

Dans notre modele de surcharge calcique induite par la
vitamine D3 et la nicotine, il n'y a ni hypertension artérielle
(pression artérielle moyenne inchangée), ni troubles du
métabolisme lipidique.

Ceci nous a permis de déterminer la part de la surcharge
calcique dans ces désordreg de la réactivité vasculaire. Le
dernier aspect de notre étude a été de rechercher l'efficacité des
IFC et des IEC dans la prévention de la surcharge calcigue et de

ges conséquences vasculairesg.

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

calcique du rat SHR (Fleckenstein et coll., 1986) et du rat traité
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par la vitamine D3, en association (Fleckenstein et coll., 1986)
ou non (Mutoh et coll., 1988) avec la nicotine.

De plus, les IFC et les IEC pouvant corriger la perte de
compliance occasionnée par 1'hypertension artérielle,
indépendamment de leur activité antihypertensive (London et coll.,
1989), il nous a semblé important d'étudier ces deux familles
médicamenteuses sur le modéle de surcharge calcique induite par la
vitamine D3 et la nicotine. Nous l'avons fait en utilisant de

faibles doses.

Afin de parvenir a ces objectifs, nous avons dosé les taux de
calcium, de magnésium, de sodium, de potassium et de phosphates
total dans les artéres, le coeur et dans différents tissus chez le
rat témoin et traité par l'association vitamine D3 et nicotine.

Les paramétres hémodynamiques de base (pression artérielle et
rythme cardiaque) ont été mesurés chez 1l'animal anesthésié
(travaux de J.M. Chillon, dont il sera question dans la
discussion).

Des paramétres plasmatiques (phospho-calciques, hépatiques,
rénaux et cardiaquesg) ont été mesurés afin d'apprécier

1'éventuelle toxicité du traitement.

L'étude des modifications de la réactivité vasculaire in
vitro a été menée sur le lit artériel mésentérique, isolé et
perfusé, et sur l'aorte de rat. Nous y avons étudié les réponses
vasoconstrictrices induites par la noradrénaline et la sérotonine

exogénes et les vasorelaxations consécutives.

L'étude de la relaxation provoquée par le carbachol,
l'histamine, le nitroprussiate de sodium et la papavérine, nous a
permis de connaitre le degré d'atteinte de 1'endothélium

vasculaire dans ce modeéle de surcharge calcique.

La relaxation suscitée par le carbachol ou 1l'histamine
s'effectue par l'intermédiaire de la libération d'EDRF par
1'endothélium. Le nitroprussiate de sodium active directement la
guanylate-cyclase (comme tous les vasodilatateurs nitrés), de la

méme facon que 1'EDRF; il agit donc indépendamment de la



38

libération d'EDRF.

La papavérine agit elle aussi directement sur la cellule
musculaire lisse vasculaire, mais par un mécanisme indépendant de
l'activation de la guanylate-cyclase; elle inhibe la
phosphodiestérase 1liée a 1'AMPc ou les mouvements calciques, 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 utiligés

Des rats Wistar mdles non consanguins (Ico:WI IOPS AF/Han)
(Iffa-Credo, L'Arbresle, France), agés de 2 mois, d'un poids moyen
de 180 a 200 g, sont nourris ad libitum (nourriture standard A04,
U.A.R., Villemoisson, France) et boivent une eau de composition
ionique contrdlée (Volvic®, société des eaux de Volvic, Volvic,
Puy-de-DOme, France; composition ionique en mmoles/l : calcium
0,26, magnésium 0,25, sodium 0,35, potassium 0,13, chlorures 0,20,
nitrates 0,06, sulfates 0,14). Les cycles jour-nuit sont fixés

by

comme sult : lumiére éteinte de 20h00 a 8h00.
3.1.2. Induction de la surcharge calcique

Les rats recgoivent a 8h00 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'administration de nicotine est répétée a 17h00 (jour 1).

Les rats témoins (groupe contrdle) sont traités a 8h00 par du
chlorure de sodium (NaCl 0,15 M, 1 ml/kg) par voie im et par de
l'eau distillée per os (5 ml/kg). L'administration d'eau distillée

est répétée a 17h00.
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b

Ltadministration biguotidienne de nicotine dure de 1 a 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 recu

- groupe contrdle : traitement im par le NaCl 0,15 M et per os par
l'eau distillée

- groupes sans période de repos aprées la fin du traitement;

expériences le lendemain du dernier jour de traitement
1/1 : traitement le jour 1, expérience le jour 2.
2/1 : traitement les jours 1 et 2, expérience le jour 3.
3/1 : traitement les jours 1, 2 et 3, expérience le jour 4.
4/1 : traitement les jours 1, 2, 3 et 4, expérience le jour
5.

- groupes avec une période de repos aprées la fin du traltement

4/13 : traitement les jours 1, 2, 3 et 4, expérience le
jour 17

4/180 : traitement les jours 1, 2, 3 et 4, expérience le
jour 184.

2/15 : traitement les jours 1 et 2, expérience le jour 17.

1/16 : traitement le jour 1, expérience le jour 17.

La dénomination du groupe référe au traitement et au jour de
1l'expérience. Par exemple, le groupe 1/16 est traité le jour 1, et
les expériences sont effectuées apreés 16 jours de repos, le jour
17 (17 = 16 + 1).

Dans une sgérie d'expériences comprenant des rats 1/16 et des
rats contrdles, la nourriture et la boisson ont été pesées
gquotidiennement, du jour 1 au jour 17. La différence de poids en

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

3.1.3. Contenu tissulaire en calcium, magnésium,
sodium, potassium et phosphates

Les différents dosages ont été effectués dans le service du
Profegseur M. Hoffman, Pharmacie, H8pital Central, Nancy, grice a
l'aide d'Isabelle Lartaud et de Jean-Marc Chillon.

Aprés chaque expérience, une autopsie est pratiquée, et les
tissus sulvants sont prélevés (environ 100 mg) : reins, foie,
intestin (partie distale du jéjunum), cortex cérébral, artere
caudale ventrale (20 & 30 mg), branche descendante de l'aorte
abdominale, aorte thoracique, artére carotide, lit mésentérigue (2
derniéres branches), fémur (épiphyse et diaphyse), yeux et

myocarde.

Les tissus sont pesés, puis déshydratés jusqgu'a poids
constant (24 heures a 110°C). Le poids sec des tissus est exprimé
en pourcentage par rapport au poids frais. Chague tissu sec est
dissous dans 1l'acide nitrique 14 N (Merck, Darmstadt, Allemagne)
et laissé 72 heures a température ambiante. L'échantillon est
ensuite dilué dans une solution de chlorure de lanthane 10-3
mole/l ("pour analyse", Merck, Darmstadt, Allemagne).

La solution est atomisée et les changements de densité
optigque aux longueurs d'onde de 422,7 nm {(calcium) et 285,2 nm
(magnésium) sont déterminés par spectrophotométrie d'absorption
atomique (spectrophotométre modele 2380, Perkin-Elmer, Norwalk,
Connecticut, USA).

Les phosphates forment un complexe phosphomolybdate avec
1 'hepta-molybdate d'ammonium en présence des agents réducteurs
sulfate de fer et acide sulfurique. La densité optigque mesurée a
700 nm est proportionnelle a la gquantité de phosphates présente
dans l‘'échantillon.

Sodium et potassium sont déterminés par photométrie
d'émission de flamme. Le sodium émet a la longueur d'onde de 589
nm et le potassium a celle de 767 nm. Le lithium est utilisé comme

standard interne.



40

comme étant la consommation du jour 1.

3.1.3. Contenu tigsulaire en calcium, magnésium,

sodium, potassium et phosphates

Les différents dosages ont été effectués dans le service du
Professeur M. Hoffman, Pharmacie, HO6pital Central, Nancy, gréce a
l'aide d'Isabelle Lartaud et de Jean-Marc Chillon.

Aprés chaque expérience, une autopsie est pratiquée, et les
tissus suivants sont prélevés (environ 100 mg) : reins, foie,
intestin (partie distale du jéjunum), cortex cérébral, artére
caudale ventrale (20 a 30 mg), branche descendante de l'aorte
abdominale, aorte thoracique, artére carotide, lit mésentérique (2
derniéres branches), fémur (épiphyse et diaphyse), yeux et

myocarde.

Les tissus sont pesés, puis déshydratés jusqu'a poids
constant (24 heures a 110°C). Le poids sec des tissus est exprimé
en pourcentage par rapport au poids frais. Chaque tissu sec est
dissous dans l'acide nitrique 14 N (Merck, Darmstadt, Allemagne)
et laissé 72 heures a température ambiante. L'échantillon est
ensuite dilué dans une solution de chlorure de lanthane 1073
mole/1 ("pour analyse", Merck, Darmstadt, Allemagne).

La solution est atomisée et les changements de densité
optigue aux longueurs d'onde de 422,7 nm (calcium) et 285,2 nm
(magnésium) sont déterminés par spectrophotométrie d'absorption
atomique (spectrophotométre modéle 2380, Perkin-Elmer, Norwalk,
Connecticut, USA).

Les phosphates forment un complexe phosphomolybdate avec
1l 'hepta-molybdate d'ammonium en présence des agents réducteurs
sulfate de fer et acide sulfurique. La densité optique mesurée a
700 nm est proportionnelle a la gquantité de phosphates présente
dans 1'échantillon.

Sodium et potassium sont déterminés par photométrie
d'émission de flamme. Le sodium émet a la longueur d'onde de 589
nm et le potassium a celle de 767 nm. Le lithium est utilisé comme

standard interne.
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3.1.4. Analyse plasmatiqgue

Les différents dosages ont été effectués dans le service du
Professeur J.P. Nicolas, INSERM U 308, CHRU Brabois, Nancy, a
l'aide d'Isabelle Lartaud et de Jean-Marc Chillon.

Le sang des rats est prélevé dans des tubes en polyéthyléne
de 5 ml héparinés (10 UI/ml), au niveau de l'aorte abdominale,
aprés anesthésie des animaux par administration intrapéritonéale
de pentobarbital.

Le sang est centrifugé pendant 10 minutes a 1000 g et & 4°c,

puis le plasma est collecté pour analyse.

La calcémie est déterminée par colorimétrie, a une longueur
d'onde de 610 nm. Le bleu de méthylthymol sert d'indicateur de
coloration a pH 11 (tampon éthanolamine) et les interférences dues

au magnésium sont éliminées par la 8-hydroxyguinone.

La phosphatémie est déterminée par colorimétrie a 700 nm. Les
ions phosphates forment un complexe phosphomolybdate avec 1'hepta-
molybdate d'ammonium en présence des agents réducteurs sulfate de

fer et acide sulfurique.

Le taux de magnésium plasmatique est déterminé par
colorimétrie a 546 nm. Le magnésium forme un complexe avec la
calmagite {(acide 3-hydroxy-4-{(2-hydroxy-5-méthylphénylazo)-1-
naphtaléne-sulfonique), a pH 11 (tampon éthanolamine) et en

présence d'EGTA qui élimine les interférences dues au calcium.

La créatininémie est déterminée par colorimétrie. La
créatinine forme avec un picrate un complexe coloré, en milieu
alcalin (pH 11, tampon éthanolamine). La vitesse d'augmentation de

densité optique a 520 nm et a 37°C est proportionnelle a la

concentration de créatinine de 1'échantillon.

L'urémie est déterminée enzymatiquement a 340 nm et a 30°C

par utilisation de l‘'uréase qui forme a partir d'urée et d'eau de
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l'anhydride carbonique et de 1l'ammoniaque. Ensuite, 1'ammoniaque,
le 2-alpha-cétoglutarate et le NADH sont transformés par la
glutamate déshydrogénase en glutamate, eau et NAD'. La vitesse de
diminution de 1l'absorbance a 340 nm (consommation de NADH) est

proportionnelle a la concentration en urée de 1'échantillon.

Le taux plasmatique d'agide urique est déterminé par

utilisation de 1'enzyme uricase
1) Acide urigue + H20 + 02 -(uricase)--> CO2 + allantoine + H203
2) H202 + tampon chromogeéne --(péroxydase)--> quinonimine

La densité optique maximale de la quinonimine se situe a 520
nm, et aprés 10 minutes a température ambiante, cette densité
optique est proportionnelle a la concentration d'acide urique de

l'échantillon.

L'activité de la glutamate pyruvate transaminase (GPT) est

déterminée comme suit
1) L-alanine + 2-oxo-glutarate ---(GPT)---> pyruvate + glutamate
2) Pyruvate + NADH + HT -(lactate déshydrogénase)--> lactate +
NAD*

La vitesse de diminution de 1'absorbance a 340 nm
(consommation de NADH dans la deuxiéme réaction) est

proportionnelle & la concentration de GPT de 1'échantillon.

L'activité de la glutamate oxalocacétate transaminase (GOT)

est déterminée comme suit

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

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

La vitesse de diminution de 1'absorbance a 340 nm
(consommation de NADH dans la deuxiéme réaction) est

proportionnelle a la concentration de GOT de l'échantillon.

L'activité de 1l'alpha-hvdroxybutyvrate déshvdrogénase (HBDH)

est déterminée comme suit
1) Alpha-céto-butyrate + NADH + H* --(HBDH)---> alpha-hydroxy-
butyrate + NAD?*
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La vitesse de diminution de 1'absorbance a 340 nm
(consommation de NADH) est proportionnelle a la concentration de

HBDH dans 1'échantillon.

L'activité de la créatine kinase (CK) est déterminée comme

suit

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

2) Glucose + ATP ----(hexokinase)----> glucose-6-phosphate + ADP
3) Glucose-6-phosphate + NADPT + Ht ----(glucose-6-phosphate
déshydrogénase) ----> gluconate-6-phosphate + NADPH

La vitesse d'augmentation de 1'absorbance a 340 nm
(production de NADPH dans la derniére réaction) est

proportionnelle a la concentration de CK de 1l'échantillon.

L'activité de la phosphatase alcaline (PAL) est déterminée
comme suit
1) Nitro-4-phényl-phosphate ---(PAL)---> nitro-4-phénol +
phosphate

La vitesse d'augmentation de 1l'absorbance a 405 nm (formation
de nitro-4-phénol), a 30°C, est proportionnelle & la concentration
de PAL de 1'échantillon.

La glycémie est déterminée comme suit

1) Glucose ---(glucose oxydase)---> H202 + acide gluconique
2) H202 + phénol + amino-4-antipyrine --(péroxydase)--->
quinonimine

Aprés 10 minutes a 37°C, la densité optigque a 505 nm
(formation de guinonimine) est proportionnelle & la concentration

de glucose de 1l'échantillon.

Les protéines sont dosées par la méthode de Biuret : Le
plasma est incubé en présence de réactif de Biuret, a température
ambiante et pendant 10 minutes, puils la densité optique mesurée a
546 nm est proportionnelle a la concentration de protéineg de

1'échantillon.

La cholestérolémie est déterminée comme suit

1) Cholestérol estérifié ---(cholestérol-estérase)---> cholestérol
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+ acide gras

2) Cholestérol non estérifié + cholestérol issu de 1) --~

{(cholestérol-oxydase)---> cholesténe-4, one-3 + H202
3) H202 + phénol + amino-4-antipyrine ---(péroxydase)---->
guinonimine

o

Apres 5 minutes a 37°C, la densité optique a 505 nm
(formation de guinonimine) est proportionnelle a la concentration

de cholestérol total de l'échantillon.

La triglyvcéridémie est déterminée comme suilt

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

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

3) Glycérol-3 phosphate ~----- (glycérol-3 phosphate oxydase)------ >

dihydroxyacétone - phosphate et H202
4) H202 + parachlorophénol + amino-4 antipyrine ----(péroxydase)--
---> guinonimine

Aprés 5 minutes a 37°C , la densité optique a 500 nm
(formation de guinonimine) est proportionnelle & la concentration

de triglycérides de 1'échantillon.

Sodium et potassium sont déterminés par photométrie
d'émission de flamme (photométre de flamme, modéle PHF 103, ISA
Biologie, Pouilly-en-Auxois, France). Le sodium émet & 589 nm et
le potassium & 767 nm; le lithium est utilisé comme gtandard

interne.

3.1.5, Expression des résultats et analyse statistique

Les résultats sont exprimés par leur moyenne {m) * écart
standard a la moyenne (esm). n représente le nombre d'animaux
étudiés dans chaque groupe.Le coefficient de variation est calculé
de la fagon suivante : CV% = (ES / m) x 100 ou ES est l'écart
standard et m est la moyenne.

La signification des différences entre groupes est déterminée
par le test t de Student pour sérieg appariées ou 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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également aux chapitres suivants.

3.2. Résultats

3.2.1. Analvyse plasmatique

Le tableau 1 rassemble les valeurs moyennes et les
coefficients de variation des taux plasmatiques et des activités
enzymatiques, mesurés au cours de ce travail, et les compare a
ceux obtenus aupres du fournisseur Iffa-Credo et a ceux donnés par
Waynforth (1980). Il est a noter que cette derniére référence

n'indigque pas les coefficients de variation.

Les valeurs moyennes ainsi que leurs coefficients de
variation, gue nous avons obtenus, sont comparables aux deux
références choisies.

De facgon globale, les coefficients de variation des
différents parametres se situent aux environs de 20 %, a
l'exception des activités enzymatiques dont les coefficients de
variation sont plus élevés.

La plus forte variabilité, observée au niveau des
coefficients de variation des déterminations d'activités
enzymatiques, pourrait provenir du fait que les dosages pratiqués
sont ceux mis au point pour 1'Homme. Les conditions biochimiques
ne sont éventuellement pas adaptées aux dosages plasmatiques chez

le rat.

Il est difficile de connaitre les modifications
"pathologiques" compte tenu de l'absence de données pour le rat
dans la littérature.

De plus, des extrapolations, basées sur les changements de
profil plasmatique observés lors de différentes pathologies chez

1'Homme (hypervitaminose D, par exemple), sont trop spéculatives.
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Analyse plasmatique de rats contrdéles Wistar non consanguins.

ce travail Iffa-Credo Waynforth (1980)
m CV% nm CvVs m
calcium (mmoles/1)
2,37 5 2,72 4 2,6
phosphates (mmoles/1)
2,06 25 - - 2,3
magnégium (mmoles/1)
0,96 7 - - 1,3
godium (mmoles/1)
139,00 1 143,8 10 135
potassgsium (mmoles/1)
4,23 17 3,9 10 4,9
cholestérol (mmoles/1l)
1,78 50 1,66 le6 1,9
triglycérides (mmoles/1)
0,97 59 1,42 38 -
glucoge (mmoles/1)
9,1 21 6,13 16 10,1
protéines (g/1)
55,2 19 - - -
acide urique (mmoles/1)
54,8 99 - - -
urée (mmoles/1l)
6,6 19 5,64 27 6,9
créatinine (Hmoles/1)
54,3 20 83 25 44,5
Activités enzymatigques (UI/1)
HBDH
49,2 65 - - 71
CK
250, 0 64 - - 368
GOT
66,9 129 105 18 -
GPT
54,2 89 27 26 -
PAL
133,90 48 132 25 410
m : moyenne; CV% coefficient de variation en %.
HBDH hydroxybutyrate déshydrogénase; CK créatine-kinase; GOT glutamate
oxaloacétate transaminase; GPT glutamate pyruvate transaminase; PAL

phosphatase alcaline




Iffa-Credo =
L'Arbresle,

Dans les groupes de rats contrdles 4/1,

France.

"Données Biologiques Rat Wistar",

les parametres suivants ont été mesurés

et créatinine

La calcémie,

regpectivement de 1,6,

Dans les groupes 4/13,
abaissée de 10
1/16 et 2/15,

respectivement.

%, 20 %,

(tableau 2).

respectivement.

Octobre 1988,

4/13,

l'urémie est elle aussi abaissée de 23
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Iffa-Credo S.A.,

1/16 et 2/15,

calcium, magnésium, urée

l'urémie et la créatininémie augmentent

de 2,1 et de 1,4 fois dans le groupe 4/1.
1/16 et 2/15,
et 23 %

la créatininémie est

Dans les groupes

et de 29 %

La calcémie et le taux plasmatique de magnésium, dans les

groupes 4/13,

1/16 et 2/15,

contrbles correspondantes.

ne different pas des valeurs des

P < 0,05 par rapport au

groupe contrdle.

Tableau 2 : Taux plasmatiques (m * esm) d'urée (mmoles/l), de créatinine
)(umoles/l), de calcium (mmoles/l) et de magnésium (mmoles/l) des rats traités

par la vitamine D3 et la nicotine (4/1, 4/13, 1/16 et 2/15) et des rats
contrdles.
Groupe contrdle 4/1 4/13 1/16 2/15
n 26 4 4 32 5
Urée 6,9 14,7 7,1 5,3 4,9

+ 0,1 + 2,8" + 0,2 £0,2° +0,5%
Créatinine 54,3 76,7 48,9 43,6 47,4

+ 0,3 + 10,5" +1,7" + 2,3" £1,77
Calcium 2,4 3,9 2,6 2,40 2,4

+ 0,1 +0,1" £ 0,1 + 0,04 £ 0,1
Magnésium 0,96 1,05 1,05 0,98 0,93

+ 0,30 + 0,40 + 0,40 + 0,20 + 0,30
n : nombre 4d'animaux
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3.2.2. Taux de calcium tissulaire total dans les modeles

de gurcharge calcique 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 4/13, 4/180,
2/15 et 1/16

Le taux de calcium total aortique augmente dans tous les
groupes de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine, par
rapport au groupe contrdle (figure 3). L'augmentation est
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 présente un taux de calcium aortique inférieur
a celui du groupe 3/1. Cela s'explique par la mort des animaux les
plus "surchargés" en calcium au troisiéme jour de traitement et
qui ainsi n'apparaissent pas dans le groupe 4/1. Dans les groupes
2/15 et 1/16, la surcharge calcigque atteint son maximum et ne
differe pas entre ces deux groupes. La surcharge calcique aortique
du groupe 4/180 ( x 6,9) est inférieure a celle du groupe 4/13 (x

10, 5), bien gue toujours supérieure au groupe contrdle.

5007 umoles/g

* *
400 T _r. T
300 T
200 " _f_ .
*
100 1 . * - * L

O T T L) L] LJ T T L] 1
contrdle 1/1 2/1 3/1 4/1 4/13 4/180 2/15 1/16

Figure 3 : Contenu en calcium total (Umoles/g de poids sec; m * esm) de
l'aorte thoracique de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/1,
2/1, 3/1, 4/1, 4/13, 4/180, 2/15 et 1/16) et de rats contrdles (n = 12 par
groupe) .

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
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3.2.3. Modéle de gurcharge calcique retenu : 1/16

Le modéle 1/16 présente les avantages suivants : surcharge
calcique cardio-vasculaire importante chez des rats en "bonne

santé", apres un tralitement court.

3.2.3.1. Evolution pondérale

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

différent pas significativement de ceux des rats contrdles

Les rats 1/16 perdent du poids entre les jours 2 et 5 (- 18
%) aprés le traitement par la vitamine D3 et la nicotine, puis en
reprennent Jjusqgu'au jour 17 (tableau 3, en annexe).

Le taux de croissance journalier des rats, entre les jours 5
et 17 est similaire dans les deux groupes (1/16 : 6,2 £ 2,0 g/jour
et contrdéle : 3,5 *x 2,1 g/jour, n = 6 par groupe).

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

faible et correspond & 72 % de celui des rats contrdles.

Du jour 2 au jour 5, la consommation de nourriture baisse de

76 % dans le groupe 1/16, puis reprend jusqu‘'au jour 17.

La consommation d'eau n'est pas modifiée par le traitement

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

Dans le groupe contrdle, les consommations d'eau et de
nourriture ne varient pas entre les jours 1 et 17 et le poids

corporel augmente progressivement.

3.2.3.2. Analyse plasmatique

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine, suivi de 16
jours de repos, abaisse les taux plasmatiques de 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).
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Ceg modifications sont statistiquement significatives, mais
n'ont pas de signification physiopathologigque si 1l'on se référe
aux différents coefficients de variation précisés dans le tableau
1.

Tableau 4 : Analyse plasmatique de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrdles.

Groupe contrdle 1/16

n 41 33

Calcium (mmoles/1) 2,37 £ 0,02 2,40 £ 0,03
Cholestérol (mmoles/1) 1,78 + 0,14 1,89 + 0,12
Phosphates (mmoles/1) 2,06 £ 0,08 1,84 * 0,08*
Triglycérides (mmoles/l) 0,97 £ 0,09 1,14 = 0,18
Magnésium (mmoles/1) 0,96 + 0,01 0,98 + 0,01%
Glucose (mmoles/1) 9,1 + 0,3 9,2 £ 0,3
Sodium (mmoles/1) 139,00 + 0,06 137,00 £ 0,10*
Protéines (g/1) 55,2 £ 1,6 60,4 + 4,8
Potassium (mmoles/1) 4,23 £ 0,11 3,99 £ 0,14
Acide urique (mmoles/1) 54,8 £ 8,5 51,7 £ 6,2
Urée (mmoles/1) 6,6 + 0,2 5,3+ 0,27
Créatinine (pmoles/1) 54,3 + 1,7 48,9 £ 0,3"
Activités enzymatigues tUI/l)

HBDH 49,2 + 5,0 56,2 £ 5,5
CK 250,0 + 25,0 190,0 + 22,77
GOT 66,9 + 13,5 52,4 £ 2,0
GPT 54,2 + 7,5 . 50,4 £ 2,3
PAL 133,0 + 9,9 142,0 + 18,7
Les valeurs sont exprimées par m * esm; n : nombre d'animaux.

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

HBDH : alpha-hydroxybutyrate déshydrogénase; CK : créatine-kinase; GOT
glutamate oxaloacétate transaminase; GPT : glutamate pyruvate transaminase;

PAL : phosphatase alcaline

L'évolution de la calcémie, entre le jour 1 et le jour 17, se




caractérise par une augmentation,

entre les jours 3 et 5,

(figure 4).

En paralléle,

l'urémie s'éleéve,
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dont le maximum est atteint

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

Entre les jours 1 et 17,

La calcémie se normalise ensuite le jour 9

atteint un maximum le jour 5,

la surcharge calcique de l'aorte

augmente progressivement jusqgu'au jour 13 et se stabilise & une

valeur trés supérieure a la valeur de départ (jour 1)

(figure 4).

Le contenu tissulaire en calcium total de 1l'aorte est supérieur a

la valeur du jour 1 a partir du jour 5.

—8— cCalcium aortique
- 500 —AN— calcémie 2,6
~
0
)
'8 —
400 —
! P
= 0]
v ~2,5 ?
2 300" =
.,..{ ~—
£
& 9
. 2007 g
5 "2,4 5
.,—{ ﬂs
O
e @)
@ 100"
Q
0 - T T T T T T T T T T T 2,3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 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

représentent m *

*

P < 0,05 par

laissés au repos jusqu'au jour 17. Les valeurs montrées

esm.

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 laissés au repos jusqu'au jour 17. Les valeurs montrées
représentent m t esm.

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

3.2.3.3. Taux tissulaire de calcium, magnésium,

sodium, potassium et phosphates

Le contenu en calcium total des tissus cardio-vasculaires
augmente considérablement dans le groupe 1/16 (figure 5; tableau
5, en annexe).

Il est a noter gue, dans le groupe contrdle, les wvaleurs
moyennes ainsi que leurs coefficients de variation sont gsimilaireg
a ceux donnés par Fleckenstein et coll. (1983a,b).

Ainsi, pour l'aorte descendante, Fleckenstein et
coll. (1983a,b) donnent une valeur moyenne de 20 umoles/g de poids
sec, assortie d'un coefficient de variation de 54 % (n = 8).

Nos propres résultats montrent des valeurs similaires, c'est
a dire une valeur moyenne de 16 pmoles/g de poids sec avec un

Q

coefficient de variation de 33 % (n = 60).
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Dans le cas de l'aorte descendante, le dépassement d'une
valeur de 25 umoles/g de poids sec pour le taux de calcium total

indiquera une augmentation physiologiquement significative.

Dans le groupe 1/16, 1'élévation relative des teneurs
tigssulaires en calcium du systéme cardio-vasculaire est la
guivante : aorte thoracique (35 fois) > aorte abdominale (20 fois)
> artére carotide commune (13 fois) > myocarde (9 fois) > 1lit

mésentérique (3,7 fois) > artére caudale (3,1 foisg).

umoles/g
*
450 1 * %
B contrdle
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l O 1/16
3507
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Figure 5 : Taux tissulaire de calcium total (Hmoles/g de poids sec; m t esm)

de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) et de rats contr8les
(n = 60 par groupe).

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

En appliquant l'argumentation développée dans le pénultieme
paragraphe, ces élévations relévent d'une importante signification

physiologique.
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De plus, le contenu en calcium total s'éléve dans les reins
(15 fois) et l'intestin (3 fois),organes cibles de la vitamine D3,
et s'abaisse dans le fémur (- 10 %). Il n'est pas

significativement modifié dans le cerveau, le foile et les vyeux.

= Magnésium (umoles/g)
contrdle

50 7
: [J 1/16
40 7
30 7
20 7
Q- —
AT CER
400 7 * Phosphates (umoles/g)
3007 *
200 7 |
100 1
O- T 12 s |
AT MYO CER
3507 Sodium (Umoles/qg)
3007
2507
2007
1501
1001
50 7
O— —
AT MYO 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 umoles/g de poids sec.

Les tissus proviennent de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine

(1/16) et de rats contrdles. Les valeurs sont exprimées par m * esm.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
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Parallelement au contenu tissulaire en calcium, le
contenu tissulaire en phosphates s'éléve dans les tissus cardio-
vasculaires : aorte thoracique (3,4 fois) > artére caudale (1,6
fois) > myocarde (1,2 fois); il augmente également dans les reins
(1,5 folisgs) et n'est pas significativement modifié dans les autres
tissus (figure 6; tableau 5, en annexe)Les contenus tissulaires en
nagnésium, sodium et potassium ne sont pas modifiés par le

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

Ce traitement entraine une hausse du rapport poids sec/poids

Q

frais (exprimé en % par rapport au poids frais) dans l'aorte
abdominale (16 %), l'aorte thoracique (20 %), l'artére carotide

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

Potassium (umoles/g) B contrdle
n

6007 0O 1/16
500
400
300 7
200 T
100

AT MYO CER

40 * PS/PEF (

oe

)

30 1

20 7

10 1

AT MYO CER

Figure 6 (b): Taux tissulaire (aorte thoracique : AT, artére caudale : AC
et myocarde : MYO) de potassium (Mmoles/g de poids sec) et rapport poids
sec/poids frais (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 contrdles.

Les valeurs sont exprimées par m f esm.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
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4. CONTRACTILITE IN VITRO (1) : LIT MESENTERIQUE ISOLE ET
PERFUSE

4.1. Matériel et méthodes

Les animaux utilisés sont des rats Wistar (définis dans le
paragraphe 3.1.1.) et la surcharge calcique est induite par un
traitement par la vitamine D3 et la nicotine (modéle 1/16,
paragraphe 3.1.2.)

Apres anesthésie du rat par administration ip de
pentobarbital, l'arteéere mésentérigque supérieure est isolée et
cathétérisée (diamétres interne : 0,58 mm et externe : 0,96 mm;

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

Ce cathéter est insgséré sur une distance de 20 mm dans
lrartére mésentérique supérieure. Le lit mésentérique est ensuite
séparé des intestins (McGregor, 1965) et perfusé par l'artéere
mésentérique supérieure a un débit de 4 ml/minute (pompe

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

La solution de perfusion a la composition suivante (mmoles/1)
NaCl 118, KC1 4,7, MgCly.6H20 1,2, NaHpPO4 1,0, CaCly.2H0 2,6,

NaHCO3 25, glucose 11,1. Elle est maintenue a 37°C et oxygénée par
un mélange gazeux formé d'0Op (95%) et de COp (5%). Son pH est de
7,4 £ 0,1.

Un systéme de débullage est inséré dans le circuit de
perfusion (pompe Minipuls®, Ismatec, Zurich, Suisse, 0,2
ml/minute) afin d'éviter toute altération de 1'endothélium

vasculaire par des bulles de gaz.

La vasoconstriction artérielle (mm Hg) est estimée a partir
des augmentations de pression de perfusion (capteur de pression,
Statham, Ato-Rey, Porto-Rico, relié a un enregistreur

Polygraphique Beckman, Palo-Alto, Californie, USA).
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pompe 3
1 ml/minute

bolus de
noradrénaline
pompe 2
0,2 ml/minute —— 1/-\1
J YT
pompe 1 1 2

4 ml/minute

capteur de

: solution solution de
pression
de Krebs Krebs
(37°C) + antagoniste
05 95%
Lit mésentérique (37°C) co, 5%
Figure 7 : Schéma du systéme de perfusion du lit mésentérique isolé de rat.

La pompe principale (pompe 1) assure la perfusion de la préparation par un
liquide de Krebs contenant (2) ou non (1) l'un des vasodilatateurs utilisés
(carbachol, nitroprussiate de sodium, papavérine ou 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 1l'endothélium. La

pompe 3 permet 1'injection de bolus de noradrénaline ou de sérotonine.

Aprés une période de stabilisation de 15 minutes, une
vasoconstriction est indulte par injection d'un bolus de
noradrénaline (CEsgg moles, dans 0,33 ml, injecté en 20 secondes).

Cette injection est répétée toutes les 5 minutes jusqu'a
stabilisation de la réponse obtenue (environ 25 minutes). Apreés
cette périocde de stabilisation, une courbe "concentration"-réponse
est réalisée par injection de "concentrations" croissantes de

noradrénaline (3 x 10710 3 3 x 107 mole) toutes les 5 minutes.
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Dans une série gséparée d'expériences, la sérotonine remplace
la noradrénaline et le méme protocole est appliqué. Aprés 15
minutes de stabilisation, la sérotonine est injectée en bolus
(0,33 ml en 20 secondes, 3 x 1072 mole) toutes les 5 minutes
pendant 25 minutes environ, puls une courbe "concentration®-
réponse est réalisée par injection de "concentrations" croissantes
de sérotonine (3 x 10710 3 10-7 mole).

Les "concentrations®" de noradrénaline et de sérotonine
n'étant pas déterminées au niveau du lit mésentérique, les

quantités de chaque agent vasoconstricteur sont exprimées en mole.

Les réponses vasoconstrictrices induites par la noradrénaline
et la sérotonine sont exprimées par les parametres suivants
- la réponse maximale (mm Hg),
- le seuil de réponse, CEijommHg, "concentration" nécessaire
{nmoles) pour obtenir une réponse de 10 mm Hg,
- la sensibilité moyenne, CEsggg, "concentration" nécessaire
(nmoles) pour obtenir une réponse égale a la moitié de la réponse

maximale.

La vasorelaxation est exprimée par le rapport temps de demi-
vasorelaxation (temps nécessaire pour que la pression de perfusion
retrouve une valeur égale & la moitié de la valeur du pic de
vasoconstriction ou maximum) / hauteur du pic de vasoconstriction

(sec/mm Hg)

Aprés établissement de la courbe "concentration"-réponse, des
bolus de noradrénaline (3 x 1072 mole) sont injectés toutes les 5
minutes jusqu'a stabilisation.

Le lit mésentérique est ensuite perfusé par une solution
contenant du carbachol (1072 mole/l) pendant 5 minutes.

A la fin de cette période de 5 minutes, un bolus de
noradrénaline (3 x 107° mole, dans 0,33 ml, en 20 secondes) est
injecté, en présence de carbachol. Le méme protocole est répété
avec des concentrations croissantes de carbachol jusqu'a 1074
mole/1.

Dans des séries différentes d'expériences, ce protocole est

répété avec l'histamine (1079 & 1075 mole/l), le nitroprussiate de
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A

sodium (1079 & 1075 mole/l) et la papavérine (102 & 107> mole/l).

L'atténuation de la vasoconstriction induilte par le
carbachol, l'histamine, le nitroprussiate de sodium ou la
papavérine, est exprimée par la vasoconstriction, exprimée en % de
la réponse provogquée par la CEggg de la noradrénaline en absence
de toute gubstance vasodilatatrice, obtenue en présence de
carbachol, d'histamine, de papavérine ou de nitroprussiate de

sodiumen.

Les paramétres suivants sont mesurés
- la réponse maximale (%),
- la sensibilité, CIsgs, concentration nécessaire (Umoles/l) pour

obtenir une réponse égale a la moitié de la réponse maximale.

Le protocole complet a été réalisé sur des séries séparées de
lits mésentériques, privés de leur endothélium vasculaire par
passage de bulles d'air (Story et zZiogas, 1986), par inversion du

systéme de débullage pendant 5 minutes.

A la fin de chaque expérience, le 1lit mésentérique est enlevé
du circuit de perfusion et la pression de perfusion générée par
les tubulures seulesg enregistrée. Cette derniere est soustraite de

la pression mesurée durant 1'expérience.

L'analyse statistigue des résultats est réalisée comme décrit

dans le paragraphe 3.1.5.
4.2. Résultats

En début de perfusion, la résistance du lit mésentérique est
inférieure dans le groupe 1/16. Sa valeur egt de 10,0 = 1,0 mm
Hg/ml/min (n = 12) alors que celle du groupe contrble est de 15,7
+ 1,6 mm Hg/ml/min (n = 11, P < 0,05).

Aprés 15 minutes de stabilisation, elle est similaire dans
les deux groupes 1/16 (4,5 * 0,2 mm Hg/ml/min, n = 12) et contrdle
(4,7 £ 0,3 mm Hg/ml/min, n = 11).
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La suppression de 1'endothélium augmente non
significativement la résistance du lit mésentérique dans les
groupes 1/16 et contrble (1/16 : 4,7 £ 0,3, n = 12, et contrdle
5,7 % 0,5 mm Hg/ml/min, n = 11).

4.2.1. Courbes concentration-répongse a la

noradrénaline

La noradrénaline éléve, de facon "concentration"-dépendante,
la pression de perfusion dans les groupes contrble et 1/16 (figure
8).

Dans le groupe 1/16, la réponse maximale (- 51%), le seuil de
sensibilité (CEigmmug X 2.,5) et la sensibilité moyenne (CEsgg x
2,1) a la noradrénaline sont abaissés par rapport aux mémes

paramétres mesurés dans le groupe contrdle (tableau 6, en annexe).

Le retrait de 1'endothélium augmente le seuil de sensibilité
et la sensibilité moyenne dans les groupes 1/16 (CEiommHg X 0,42 et
CEsgoz X 0,59) et contrble (CEi1ommug X 0,35 et CEsps x 0,58), alors
que la réponse maximale n'augmente que dans le groupe 1/16 (+
16%) .

Le rapport "vasoconstriction avec endothélium /
vasoconstriction sans endothélium" ne differe pas entre les
groupes 1/16 et contrble pour les fortes "concentrations” de
noradrénaline.

Il est abaissé par le traitement 1/16 aux faibles
"concentrationsg" : pour la "concentration® 0,3 nmole de
noradrénaline, les valeurs obtenues sont de 5,8 * 0,3 dans le
groupe contrdle 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 obtenues sont de 4,9 * 0,2 dans le
groupe contrble et de 3,0 £ 0,2 dans le groupe 1/16 (n = lZ'par
groupe, P < 0,05). (figure 8).
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Figure 8 : Courbes "concentration"-réponse a la noradrénaline, rapport
"vasoconstriction avec endothélium / vasoconstriction sans endothélium" (VC +
E/VC - E) et rapport vasorelaxation / vasoconstriction dans le 1lit
mésentérique de rats 1/16 et contrdles, avec (+ E) ou sans (- E) endothélium
(n = 12 par groupe). Les valeurs représentées correspondent a m + esm.
P < 0,05 groupe (- E) par rapport au groupe (+ E) correspondant.
b

P < 0,05 par rapport aux groupe contrdle correspondant.
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Le rapport "vasorelaxation / vasoconstriction" est multiplié
par 1,9 pour la concentration 1 nmole de noradrénaline et par 2,9
pour la concentration 100 nmolesgs dans le groupe 1/16, indiguant

une vasorelaxation plus longue (figure 8).

Ce rapport est abaissé aprés suppression de 1'endothélium,
pour les faibles "concentrations" de noradrénaline : dans le
groupe 1/16, il diminue de 40 % & la "concentration" 1 nmole et de
33 % dans le groupe contrdle.

Il augmente (x 1,8) pour les fortes "concentrations" dans le
groupe contrdle uniquement (figure 8).

Mais, ce rapport "vasorelaxation / vasoconstriction" demeure
plus élevé dans le groupe 1/16 (1,1 * 0,1) gue dans le groupe
contrdle (0,8 £ 0,1) pour la "concentration" 100 nmoles de

noradrénaline

4.2.2. Courbeg concentration-réponse a la gérotonine

La sérotonine éléve, de facon "concentration"-dépendante, la
pression de perfusion dans les groupes 1/16 et contrdle (figure
9).

La réponse maximale est abaissée de 31 % dans le groupe 1/16

par comparaison avec le groupe contrbdle (tableau 6, en annexe).

Par contre, le seuil de sensibilité et la sensibilité moyenne
ne changent pas d'un groupe a l'autre (tableau 6, en annexe).

En 1'absence d'endothélium, la réponse maximale augmente dans
les groupes 1/16 (+ 75%) et contrble (+ 55%), contrairement au
seuil de sensibilité et a la sensibilité moyenne (tableau 6, en
annexe) .

En l'absence d'endothélium, la réponse maximale induite par
la sérotonine reste plus faible dans le groupe 1/16 que celle du
groupe contrbdle (- 22%); le seuil de sensibilité et la sensibilité

moyenne demeurent similaires dang les deux groupes.

Le rapport "vasoconstriction sans endothélium /

vasoconstriction avec endothélium" n'est pas modifié pour les
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"concentrations" de sérotonine supérieures a 3 nmoles (figure 9).
1207 mm Hg Courbeg concentration-réponge
1007
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Figure 9 : Courbes "concentration"-réponse a la sérotonine, rapport

"vasoconstriction avec endothélium / vasoconstriction sans endothélium" (VC +

E/VC - E) et rapport vasorelaxation / vasoconstriction dans le lit

mésentérique isolé de rats 1/16 et contrdles, avec (+ E) ou sans (- E)
endothélium (n = 12 par groupe). Les valeurs représentées correspondent a m *
esm. @ : P < 0,05 groupe (- E) par rapport au groupe (+ E) correspondant.

b . p< 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.
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I1 est abaissé par le traitement 1/16 pour les faibles

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

op

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

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

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

4.2.3. Vasorelaxations dépendantes ou non de

1l'endothélium vagculaire

4.2.3.1. Carbachol

Le carbachol inhibe les vasoconstrictions induiltesgs par 1la
noradrénaline dans le lit mésentérique de rats 1/16 et contrbles
(figure 10).

L'inhibition obtenue est réduite par le traitement 1/16
l'amplitude de la réponse maximale est divisée par 3 et la
sensibilité au carbachol diminuéee (CIsges x 10) (tableau 7, en

annexe) .

En absence d'endothélium, les effets du carbachol sont abolis
dans les groupes 1/16 et contrdle.

La vasoconstriction induite par la noradrénaline, avant la
premiére concentration de carbachol, est plus faible dans le
groupe 1/16, avec (35 £ 4 mm Hg, groupe contrdle : 57 + 4 mm Hg, P
< 0,05) ou sans endothélium (46 * 4 mm Hg, groupe contrdle : 76 £
4 mm Hg, P < 0,05).

4,2.3.2. Histamine

L'histamine inhibe les vasoconstrictions induites par la
noradrénaline dans le lit mésentérique de rats 1/16 et contrdles
(figure 10).

L'inhibition est réduite par le traitement 1/16 : 1'amplitude
de la réponse maximale est divisée par 2, sans modification de la

by

sensibilité a 1'histamine (tableau 7, en annexe).

En 1'absence d'endothélium, les effets de 1l'histamine sont
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abolis dans les groupes 1/16 et contrdle.

La vasocongtriction induite par la noradrénaline, avant la
premiere concentration d'histamine, est plus faible dans le groupe
1/16 avec (38 £ 3 mm Hg, groupe contrdle: 70 £ 3 mm Hg, P < 0,05)
ou sang endothélium (42 = 2 mm Hg, groupe contrdle: 80 + 4 mm Hg,
P < 0,05).

4.2.3.3. Papavérine

La papavérine inhibe les vasoconstrictions induites par la
noradrénaline dans le lit mésentérique isolé de rats 1/16 et
contrble (figure 10).

L'inhibition obtenue n'est modifiée, ni par le traitement
1/16, ni par 1l'absence d'endothélium (tableau 7, en annexe).

La vasoconsgtriction induite par la noradrénaline, avant la
premiére concentration de papavérine, est plus faible dans le

groupe 1/16 avec (31 = 3 mm Hg, groupe contrdle : 60 £ 5 mm Hg, P

H

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

4.2.3.4. Nitroprussiate de sodium

Le nitroprussiate de sodium inhibe les vasoconstrictions
induites par la noradrénaline dans le lit mésentérique isolé de
rats 1/16 et contrdles (figure 10; tableau 7, en annexe). Le

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

L'absence d'endothélium provogque une augmentation de la
sensibilité, sans modification de la réponse maximale, dans les
groupes 1/16 et contrdle : en présence d'endothélium, la valeur de
la CIggy est respectivement multipliée par 1,8 et par 2,6 par

rapport a celle obtenue sans endothélium dans ces groupes.

La vasoconstriction induite par la noradrénaline, avant la
premiere concentration de nitroprussiate de sodium, est plus
faible dans le groupe 1/16 avec (43 * 5 mm Hg, groupe contrdle
80 £ 5 mm Hg, P < 0,05) ou sans endothélium (60 * 3 mm Hg, groupe
contrble : 92 £ 5 mm Hg, P < 0,05).
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Figure 10 : Vasoconstriction, exprimée en % de la réponse provoguée par la

CE5pg de la noradrénaline en absence de toute substance vasodilatatrice,
obtenue en présence de carbachol, d'histamine, de papavérine ou de
nitroprussiate de sodium sur le lit mésentérique isolé de rats 1/16 ou
contrdles, avec (+ E) ou sans (- E) endothélium (n = 12 par groupe). Les
valeurs représentées correspondent & m £ esm. & : P < 0,05 groupe (- E) par
rapport au groupe (+ E) correspondant. b . p < 0,05 groupe 1/16 par rapport

au groupe contrdle correspondant.
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5. CONTRACTILITE IN VITRO (2) : AORTE ISOLEE (MODELE 1/16)

5.1. Matériel et méthodes

les animaux utilisés sont des rats Wistar (définis dans le
paragraphe 3.1.1.) et la surcharge calcique est induite par un
traitement par la vitamine D3 et la nicotine selon le modeéle 1/16,

défini dans le paragraphe 3.1.2.

Aprés anesthésie par le pentobarbital sodique (50 mg/kg, ip),
l'aorte thoracique est isolée et débarrassée des tissus adhérents.

Un anneau de 3 mm de largeur est prélevé dans la zone proche
de la crosse aortique et installé entre deux tiges métalligues
dont l'une est fixe et l'autre reliée a un capteur isométrigue
(Apelex, Ugo Basile, Comesio, Italie). L'anneau d'aorte est alors
soumlis a une tension de 0,8 g.

Il est plongé dans une solution physiclogique, dont la
composition egt la suivante, en mmoles/1l : NaCl 118; KC1 4,7;
MgCl,.6H20 1,2; NaHpPO4 1,0; CaCly.2H20 2,6; NaHCO3 25; glucose
11,1. Elle est maintenue a 37°C et oxygénée par bullage d'un
mélange de 02 (95 %) et CO02 (5 %). Le pH est de 7,4 £ 0,1 (figure
11).

capteur isométrique

AN

02 95%
C02 5%
amplificateur
enregistreur
ollo '} anneau §
d'aorte
0|l o
(o]
o © support
O fixe

solution physioclogique

Figure 11 : Schéma du montage de l'anneau d'aorte isolée de rat.
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Aprés 90 minutes d'équilibration, des concentrations de
noradrénaline sont ajoutées au bain cumulativement, afin de
provoquer une contraction de 0,5 g environ.

Au plateau de la contraction, des concentrations croissantes
de carbachol (1072 & 10-¢ mole/l) sont ajoutées de facon cumulative
au bain.

Aprés plusieurs lavages avec la solution physiologique et une
période de 30 minutes de repos, une courbe concentration-réponse a
la noradrénaline est construite par ajouts de concentrations
croissantes de noradrénaline dans le bain (3 x 1072 & 3 x 10-%
mole/1).

Les réponses vasoconstrictrices induites par la noradrénaline
sont exprimées par
- la tension maximale (g),
- le seuil de sensibilité, CEp,1g, concentration requise pour
obtenir une réponse de 0,1 g,
- la sensibilité moyenne, CEsgs, concentration requise pour obtenir

une réponse égale a la moitié de la tension maximale.

La relaxation spontanée, aprés la courbe concentration-
réponse, est estimée par le temps de demi-vasorelaxation, temps
nécessaire pour que la tension maximale (plateau) diminue de
moitié. Elle est exprimée par le rapport du temps de demi-

vasorelaxation a la valeur du maximum (min/g).

Aprés plusieurs lavages avec la solution physiologique et une
période de 30 minutes de repos, des concentrations croissantes de
noradrénaline sont additionnées au bain afin d'obtenir une tension
de 0,5 g environ.

Lorsque le plateau est atteint, le nitroprussiate de sodium
est ajouté en concentrations croissantes (10710 & 10-5 mole/l) de

facon cumulative dans le bain.

La relaxation par le carbachol ou le nitroprussiate de sodium

de l'anneau d'aorte précontracté par la noradrénaline est exprimée

- en pourcentage (%) par rapport a la contraction induite par la



69

noradrénaline avant ajout de la premiére concentration de
carbachol ou de nitroprussiate de sodium,
- par la sensibilité moyenne, CIsgg, concentration nécessaire pour

obtenir une relaxation de 50 %.

L'analyge statistique des résultats est réalisée comme décrit

dans le paragraphe 3.1.5.

5.2. Résultats

5.2.1. Courbes concentration-réponse a la
noradrénaline

La noradrénaline augmente de facon concentration-dépendante

la tension de l'anneau d'aorte dans les groupes 1/16 et contrdle

(figure 12).
1,07 g
0,81
0,6
0,4-
—f— contrdle

0,27 —4h— 1/16
0,0 T X T T TrIrTyg T T T rITry T LENR ER SR SR RS | T TrTvTrIrm

10° 10° 102 10° 10*

Noradrénaline [nmoles/1]

Figure 12 : Courbes concentration-réponse a la noradrénaline obtenues sur
des anneaux d'aorte isolée de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine
(1/16) ou de rats contrdles (n = 7 par groupe).

Les valeurs représentées correspondent a m * esm.

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

Dans le groupe 1/16, la tension maximale et la sensibilité
moyenne sont abaissées par rapport a celles du groupe contrdle.
La réponse maximale, 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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contrdle (n = 7 par groupe, P < 0,05).
De méme, la CEgge du groupe 1/16 est de 53 + 14 nmoles/1,
celle du groupe contr8le n'étant que de 25 * 6 nmoles/l (n = 7 par

groupe, P < 0,05).

Le seull de sensibilité, quant & lui, ne change pas
significativement puisque les valeurs de CEp,1g Obtenues sont
respectivement de 9,1 % 4,1 nmoles/1l et de 4,6 * 1,4 nmoles/1 dans

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

La relaxation consécutive a la vasoconstriction induite par
la noradrénaline est abaissée par 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 contrdle (n = 7 par groupe, P < 0,05).

5.2.2. Vasorelaxations dépendantes ou non de
1'endothélium vasculaire

5.2.2.1. Carbachol

Le carbachol relaxe de facgon concentration-dépendante
l'anneau d'aorte de rat précontracté par la noradrénaline dans les

groupes 1/16 et contrdle(figure 13).

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine diminue la
réponse maximale et la sensibilité au carbachol. Les valeurs
maximales atteintes sont respectivement de 39 * 5% et de 10 * 2%
dans les groupes 1/16 et contrdle (n = 7 par groupe, P < 0,05).

La CIsgy, dans le groupe 1/16 (4,0 * 2,1 umoles/l), est
effectivement supérieure a celle du groupe contrdle (0,25 + 0,01

umole/l) (n = 7 par groupe, P < 0,05).
5.2.2.2. Nitroprussiate de sodium

Le nitroprussiate de sodium relaxe de fagon concentration-
dépendante 1'anneau d'aorte de rat précontracté par la

noradrénaline dans les groupes 1/16 et contrdle (figure 13).
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Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine (groupe 1/16)
n‘altéere pas significativement cette relaxation. L'effet maximal
(4 £ 3 %) est similaire & celui du groupe contrdle (1 * 1%). Il en
est de méme des CIsge dont les valeurs respectives sont de 4,3 *
1,7 nmoles/1l et de 2,3 # 1,1 nmoles/1l dans les groupes 1/16 et

contrble (n = 7 par groupe).

1207 %

100 —O0— contrdle

—4h— 1/156

80 7
60 7
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20 7
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7
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Nitroprussiate de sodium [pmoles/1]
Figure 13 : Vasoconstriction, exprimée en % de la réponse provoguée par la

CE5ge de la noradrénaline en absence de toute substance vasodilatatrice,

obtenue en présence de carbachol ou de nitroprussiate de sodium sur des
anneaux d'aorte précontractés par la noradrénaline, provenant de rats traités

par la vitamine D3 et la nicotine (1/16), ou de rats contrdles (n = 7 par

groupe) . Les résultats sont exprimés en m * esm.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
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6. TRAITEMENT PAR DES INHIBITEURS DE L'ENZYME DE
CONVERSION ET PAR UN INHIBITEUR DE FLUX CALCIQUES (MODELE
1/716)

6.1. Matériel et méthodes

Les deux groupes de rats contrdles et 1/16 (définis dans les
paragraphes 3.1.1. et 3.1.2.) sont traités par un inhibiteur de
1'enzyme de conversion de l'angiotensine I (perindopril ou
captopril), par un inhibiteur de flux calciques (isradipine) ou
par du soluté physiologique (Nacl 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 NaCl 0,15 M débute le jour 2 et finit le jour 16. Les

expériences se déroulent le jour 17.

Du jour 2 au jour 16, les rats des groupes contrdle et 1/16,
recoivent une injection ip a 9h00, de perindopril, de captopril,
d'isradipine ou de NaCl 0,15 M, sous un volume de 0,5 ml/kg.

Ainsi, 7 groupes sont définis

NacCl : 1 injection gquotidienne de NaCl 0,15 M (groupe
contrdle)

PO, 3 1 injection quotidienne de perindopril, 0,3 mg/kg
Pl 1 injection quotidienne de perindopril, 1 mg/kg
P3 1 injection quotidienne de perindopril, 3 mg/kg
Cc3 1 injection quotidienne de captopril, 3 mg/kg

clo 1 injection quotidienne de captopril, 10 mg/kg
Isl 1 injection quotidienne d'isradipine, 1 mg/kg

Le jour 17 (& partir de 13h00, le traitement étant arrété
depuis la veille, soit depuis 28h00), les expériences suivantes

sont réalisées

1. Analyse plasmatique (paragraphe 3.1.4.)
2. Prélévement de tissus pour le dosage du taux tissulaire de

calcium total (paragraphe 3.1.3.).
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3. Réactivité vasculaire in vitro sur le lit mésentérigue isolé

(paragraphe 4.1.) et sur l'aorte isolée (paragraphe 5.1.)

L'analyse statistique deg résultats est réalisée comme décrit dans

le paragraphe 3.1.5.

6.2. Résultats

6.2.1. Evolution pondérale

L'évolution pondérale des rats (tableau 8, en annexe) n'est
pas modifiée par le traitement NaCl 0,15 M, dans les groupes 1/16
et contrdle, par rapport aux groupes correspondants sans
traitement par le NaCl 0,15 M, décrits dans les chapitres
précédents (paragraphe 3.2.3.1.).

Le perindopril, a la dose de 3 mg/kg, provoque une perte
significative de poids le jour 17, dans les groupes contrdle (-
6%) et 1/16 (- 13 %) en comparaison des groupes 1/16 et contrdle

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

Le captopril et 1l'isradipine ne modifient pas
significativement 1'évolution pondérale des rats 1/16 et
contrdles, par rapport aux groupes 1/16 et contrdle NaCl

correspondants.

Le taux de croissance (jours 5 a 17) des rats 1/16 et
contrbles, n'est modifié par aucun des traitements (perindopril,
captopril et isradipine), par rapport aux groupes NaCl
correspondants. De plus, les taux de croissance ne diffeérent pas
entre groupes 1/16 et contrbles, guel que soit le traitement (NacCl

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

contrbles traités par le NaCl 0,15 M ne differe pas de celuil des

rats correspondants, non traités par le NaCl 0,15 M (chapitres
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précédents), a l'exception du contenu en calcium de l'artére
carotide, plus élevé de 44 % dans les groupes contrdle NaCl et
1/16 NaCl et du cerveau, moins élevé de 32 % dans le groupe
contrdle 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 contr6le demeure
toutefois similaire. Les tissus cardio-vasculaires de rats 1/16,
traités par le NaCl 0,15 M, présentent une surcharge calcique dont
la gélectivité est la suivante : aorte thoracique (x 31) > aorte
abdominale (x 23) > artéere carotide {x 13) > myocarde (x 9,5) >

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

La surcharge calcique atteint également les 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 touchés par

l'accumulation de 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 contrdle ou 1/16. Ainsi, 1ils n'empéchent pas 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) protége les vaisseaux de résistance de
la surcharge calcigue engendrée par le traitement vitamine D3 et
nicotine. Dans le groupe 1/16, traité par l'isradipine, l'artere
caudale et le lit mésentérique possédent un contenu tigssulaire en
calcium total similaire a celui des vaisseaux correspondants dans
le groupe contrdle recevant 1l'isradipine, mais non traités par la
vitamine D3 et la nicotine (figure 14 et tableau 9, en annexe).

L'isradipine n'empéche pas la surcharge calcique des
vaisseaux de compliance (aorte, artére carotide), du myocarde, des

reins et de l'intestin (tableau 9, en annexe).
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Figure 14 Contenu tissulaire (umoles/g de poids sec; m * esm) en calcium

total de l'aorte thoracique,

rats 1/16 et contrdles,
la dose de 0,3 (P0,3),
(C3) ou 10 mg/kg (C10)

ip.

de l'arteére caudale et du lit mésentérique de

traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a

1 (P1) ou 3 mg/kg (P3), le captopril a la dose de 3

ou l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l) par voie

P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

6.2.3. Analvse plasmatique

Les rats 1/16 NaCl présentent une baisse de la créatininémie

et de la phosphatémie, par rapport au groupe contrdle NaCl

(tableau 10, en annexe).



76

Le traitement par le perindopril, quelle que soit la dose,
des rats contrdles ne modifie significativement aucun des
paramétres mesurés, par rapport aux contrdles NaCl.

Chez les rats 1/16 les modificationg de la créatininémie et
de la phosphatémie ne sont pas significatives. Il en est de méme
pour les autres paramétres mesurés, a l'exception de la PAL gui
est augmentée dans le groupe 1/16 traité par le perindopril a la
dose de 3 mg/kg, par rapport aux rats contrbles P3 (tableau 10, en

annexe) .

Le traitement par le captopril, quelle gue soit la dose
employée, des rats contrdles ne modifie significativement aucun
des paramétres mesurés, par rapport aux contrdles NacCl.

Chez les rats 1/16 traités par le captopril a la dose de 3
mg/kg, seules les activités de la GOT et de la PAL sont
augmentées, par rapport a celles mesurées dans les groupes
contrdle et 1/16 traités par le NaCl 0,15 M (tableau 10, en

annexe) .

Le traitement par l'isradipine, a la dose de 1 mg/kg, des
rats contrdles et 1/16 ne modifie significativement que 1l'activité
de la GOT : celle-ci est augmentée dans les groupes contrdle et
1/16, par rapport aux contrbles NaCl correspondantg (tableau 10,

en annexe).

Les variations observées sont "minimes" gsi 1'on considere les
coefficients de variations des paramétres mesurés (tableau 1 et
remargues sur les techniques de dosages employées, chapitre
3.2.1.)

6.2.4. Lit mésentérigue isolé et perfusé

6.2.4.1. Traitement par le NaCl 0,15 M

Le traitement des rats 1/16 et contrdles par le NaCl 0,15 M
ne modifie ni la pression de perfusion de base, ni la réactivité a
la noradrénaline, au carbachol et au nitroprussiate de sodium par

rapport aux groupes correspondants sans traitement par le NaCl
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0,15 M, étudiés dans les chapitres précédents.

Aucune différence significative n'apparait entre les groupes
contrbles PO,3, P1, P3, C3, Cl0, ISl et NaCl, gquant & la pression
de perfusion de base du lit mésentérique isolé et perfusé (figure
15), & la réactivité a la noradrénaline (figures 15, 16, 17 et
18), que ce soit dans les groupes 1/16 ou contrdles, avec ou sans

endothélium.

L'administration de NaCl 0,15 M ne modifie pas les effets du
traitement des rats par la vitamine D3 et la nicotine. Les
différences entre les groupes contrdles et 1/16 sont les mémes que
dans les chapitres précédents, ou les rats n'étalent pas traités
par le NaCl 0,15 M.
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Figure 15 : Pression de perfusion de base (m * esm) de lits mésentériques
isolés de rats 1/16 et contrdles, avec ou sans endothélium, traités par le
Nacl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg
(P3), le captopril a la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (Cl0) ou l'isradipine a 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 change pas la pression de
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perfusion de base des lits mésentériques isolés de rats 1/16 ou

contrbdles, que 1l'endothélium soit présent ou absent (figure 15).

La baisse de réactivité a la noradrénaline entralinée par le

traitement des rats par la vitamine D3 et la nicotine (groupe
1/16), est prévenue par le perindopril aux doses de 1 et 3 mg/kg,

mais non a la dose de 0,3 mg/kg.

Le seuil de sensibilité (CEigmmHg) est amélioré dans les
groupes 1/16 Pl et P3, avec ou sans endothélium : les groupes 1/16
Pl et P3 ne sont pas significativement différents des groupes
contrdles Pl et P3 (figure 16; tableau 11, en annexe). Dans les
groupes 1/16 P0,3 et NaCl, le seuil de sensibilité est plus élevé

(CE10mmHg Supérieure) que celui des groupes contrdles P0,3 et NaCl.

En absence d'endothélium, le seuil de sensibilité est abaissé
(CE10mmHg Plus faible) dans les groupes contrdles NaCl, P0,3, P1,
et P3. Dang le groupe 1/16 NaCl, l'absence d'endothélium ne
modifie pas significativement la CEigmmig, a@lors que dans les
groupes 1/16 Pl et P3, elle augmente le seuil de sensibilité a la
noradrénaline : les valeurs de CEiommug des groupes 1/16 Pl et P3
ne sont pas différentes de celles des groupes contrbles Pl et P3

correspondants.

La gsengibilité movenne (CEsgs) a la noradrénaline est elle

aussi améliorée dans les groupes 1/16 Pl et P3 par rapport au
groupe 1/16 NaCl, avec ou sans endothélium : les groupes 1/16 P1
et P3 sont similaires aux groupes contrbles Pl et P3 (figure 16;
tableau 11, en annexe). Dans les groupes 1/16 NaCl et P0O,3, 1la
sensibilité moyenne a la noradrénaline est augmentée par rapport
aux contrdles NaCl et P0,3, avec ou sans endothélium.

L'absence d'endothélium abaisse la CEggg, traduilisant une
augmentation de sensibilité moyenne dans tous les groupes, et les
différences ou similarités entre contrdles et 1/16 sont les mémes

qu'en présence d'endothélium.

La réponse maximale a la noradrénaline (figure 16; tableau
11, en annexe) est améliorée dans les groupes 1/16 Pl et P3 par
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rappert au groupe 1/16 NaCl, avec ou sans endothélium. En effet,
la réponse maximale des groupes 1/16 Pl et P3 est gimilaire a
celle des groupes contrdles Pl et P3 et gignificativement plus

élevée que celle du groupe 1/16 NacCl.

(a) AVEC ENDOTHELIUM SANS ENDOTHEL IUM
61 nmoles CE 67 nmoles
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a
. 59
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NaClP0,3 Pl P3 c3 clo Isl NaClP0,3 Pl P3 Cc3 Cl10 181
(b)
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Figure 16 (a, b) : Valeurs (m * esm) du seuil de sensibilité (CE10mmHg a)

et de la sensibilité moyenne (CEggg; b) & la noradrénaline de lits
mésentériques, avec ou sans endothélium, de rats 1/16 et contrdles, traités
par le NacCcl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou
3 mg/kg (P3), le captopril a la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (Cl0) ou
l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

a . p < 0,05 par rapport au groupe contrdle correspondant.

b . p<o,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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(c) AVEC ENDOTHELIUM SANS ENDOTHELIUM
Réponse
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Figure 16 (¢): Réponse maximale (m * esm) & la noradrénaline de lits
mésentériques, avec ou sans endothélium, de rats 1/16 et contrdles, traités
par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou
3 mg/kg (P3), le captopril a la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (C1l0) ou
lt'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par groupe).

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

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

Dans les groupes 1/16 NaCl et P0,3, la réponse maximale a la
noradrénaline est abaissée par rapport a celle évaluée chez les

animaux contrdles NaCl et P0,3, avec ou sans endothélium.

L'absence d'endothélium ne modifie pas la réponse maximale a
la noradrénaline et les différences ou similarités entre groupes
contrdles et 1/16 sont les mémes qu'en présence d'endothélium.

Le rapport "vasoconstriction avec endothélium / vasoconstriction

sans endothélium" (rapport VC + E/VC - E) a une valeur de 5,05 %

0,23 dans le groupe contrdle NaCl pour une "concentration" de
noradrénaline de 1 nmole (figure 17). Il baisse progressivement
pour des "concentrations" croissantes de noradrénaline jusqu'a une
valeur proche de 1 (0,88 £ 0,12 dans le groupe contr&le NaCl) pour

les "concentrations" les plus élevées, proches du maximumn.
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Figure 17 : Rapport "vasoconstriction avec endothélium / vasoconstriction

sans endothélium” (m * esm) d'aprés les courbes "concentration"-réponse a la
noradrénaline (1 & 100 nmoles) obtenues sur le lit mésentérique isolé de rats
1/16 et contrbles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la
dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3), le captopril a la dose de 3 (C3)
ou 10 mg/kg (Cl0) ou l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par
groupe) .

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

b . p< 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Ceci montre que le rdle modulateur de 1'endothélium
vagculaire s'exerce puissamment sur les vasoconstrictions induites
par de faibles "concentrations* de noradrénaline et gqu'il baisse
progressivement quand les vasoconstrictions induites sont plus
fortes.

Le traitement par la vitamine D3 et la nicotine abaisse le
rapport VC + E/VC - E pour les faibles "concentrations" de
noradrénaline (significativement pour 1 nmole), ce qui indique une

atteinte endothéliale dans le groupe 1/16 (figure 17).

Pour de plus fortes "concentrations" de noradrénaline, les
groupes 1/16 et contrbles ne sont plus différents. Le perindopril
(groupes P0,3, 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 contrble, par rapport au NaCl 0,15 M.

Le rapport “vasorelaxation/vasocongtriction®* (VR/VC), calculé
a partir des courbes "concentration"-réponse & la noradrénaline, a
une valeur comprise entre 0,5 et 1 sec/mm Hg dans les groupes
contrbles, quelle que soit la "concentration" de noradrénaline (3

et 30 nmoles représentées sur la figure 18).

La suppression de 1l'endothélium s'accompagne d'une baisse du
rapport VR/VC, dans tous les groupes, pour la "concentration"

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

“concentration" (30 nmoles) ce rapport s'éleve.

Dans le groupe NaCl, le traitement des rats par la vitamine
D3 et la nicotine augmente significativement le rapport VR/VC, en

présence ou en absence d'endothélium.
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Figure 18 : Rapport asorelaxation / vasoconstriction (sec/mm Hg; m * esm),

d'aprés les courbes "concentration"-réponse a la noradrénaline obtenues sur
le 1lit mésentérique isolé de rats 1/16 et contrdles, traités par le NaCl 0,15
M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3), le
captopril a la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (Cl0) ou l'isradipine a la dose de
1 mg/kg (ISl) (n = 12 par dgroupe).

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

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

Le traitement des rats 1/16 par le perindopril améliore la
vasorelaxation du lit mésentérigque contracté par la noradrénaline
a la "concentration" de 3 nmoles (groupe Pl uniguement), en
présence ou en absence d'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

sensibilité movenne (CIgps) et le maximum de relaxation (%) au

carbachol sur le lit mésentérigue isolé, dans les groupes
contrbles PO,3, Pl et P3, par rapport au groupe contrdle NaCl
(figure 19; tableau 12, en annexe).

La sensibilité moyenne et la relaxation maximale sont
abaissées par le traitement des rats par la vitamine D3 et la
nicotine : la CIsge et le % maximal de relaxation sont augmentés

(figure 19).

Aprés traitement des rats 1/16 par le perindopril, la
sensibilité moyenne (groupes P0,3, Pl et P3) et le maximum de
relaxation {(groupes Pl et P3, mais non P0O,3) sont identiques aux
valeurs contrdles correspondantes, et sont améliorés par rapport
au groupe 1/16 NaCl.

La fonction endothéliale est donc préservée par le

perindopril dans le lit mésentérique des rats 1/16.

La sensibilité movenne au nitroprussiate de sodium et le
maximum de relaxation qu'il entraine dans le lit mésentérique
isolé, ne sont pas modifiés par le traitement des rats par la
vitamine D3 et la nicotine : la CIsgs et le % maximal de relaxation
sont augmentés (figure 20; tableau 12, en annexe).

Aprés traitement des rats 1/16 et contrbles par le
perindopril, aucun de ces deux paramétres n'est significativement

modifiés.
6.2.4.3. Traitement par le captopril
Le traitement par le captopril ne modifie pas la presgsion de
base du lit mésentérique isclé de rats 1/16 ou contrdles, que

1'endothélium soit présent ou absent (figure 15).

Le seuil de sengibilité a la noradrénaline est amélioré par

le traitement par le captopril : les groupes 1/16 C3 et C1l0 ne
sont pas significativement différents des groupes contrdles C3 et

C10 (CEiommHg, figure 16; tableau 11, en annexe).
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En absence d'endothélium, le seuil de sensibilité a la
noradrénaline n'est amélioré que dans le groupe 1/16 C3 : le seuil
de sensibilité de ce groupe n'est pas significativement différent
de celul du groupe contrdle C3, mais est abaissé par rapport a

celui du groupe 1/16 NacCl.

La sensibilité moyvenne (CEsge) est également améliorée par le

traitement par le captopril : les groupes 1/16 C3 et Cl1l0 ne sont
pas significativement différents des groupes contrbles C3 et C10,
en présence ou en absence d'endothélium (figure 16; tableau 11, en

annexe) .

La réponse maximale & la noradrénaline est améliorée dans les
groupes 1/16 C3 et C1l0, avec ou sans endothélium : le maximum

atteint dans les groupes 1/16 C3 et Cl10 n'est pas
significativement différent de celui des groupes contrbles C3 et
C10, mais 1l est significativement supérieur a celui du groupe

1/16 NacCl (figure 16; tableau 11, en annexe).

Le captopril (C3 et C1l0) abaisse significativement, et de

facon dose-dépendante, le rapport VC + E/VC - E correspondant a la

"concentration" 1 nmole de noradrénaline (figure 17), aussi bien
dans le groupe 1/16 que dans le groupe contrdle, par rapport au
traitement par le NaCl 0,15 M.

Contrairement au 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 Cl0 et les groupes contrdles C3 et
Cl0.

Le rapport VR/VC est amélioré par le traitement des rats 1/16

par le captopril; 11 n'y a pas de différence significative entre
les groupes contrdles (C3 et Cl0) et 1/16 (C3 et C1l0), en présence
ou en absence d'endothélium, dans les lits mésentériques

contractés par la noradrénaline aux “concentrations® de 3 et 30

nmoles.

Le captopril ne modifie pas significativement la gensibilité
movenne (CIsge) au carbachol et le maximum de relaxation (%) qu'il
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entraine sur le lit mésentérique isolé, dans les groupes contrdles
C3 et C1l0, par rapport au groupe contrdle NaCl (figure 19; tableau
12, en annexe).

La gensibilité moyenne et la relaxation maximale sont
abaissées par le traitement des rats par la vitamine D3 et la
nicotine (groupe NaCl). Le traitement des rats 1/16 par le
captopril C3 et C1l0 est sans effet sur ces deux parametres. La
fonction endothéliale n'est pas préservée par le captopril dans le

lit mésentérique de rat 1/16.

, [GRN
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2,57 B contréle
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b b b
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NaCl PO, 3 Pl P3 C3 c1l0 ISl

Figure 19 : Atténuation par le carbachol des contractions induites par la
noradrénaline (sensibilité moyenne Clsge et vasoconstriction, exprimée en % de
la réponse provoquée par la CEgpy de la noradrénaline en absence de carbachol;
m * esm) sur le lit mésentérique isolé de rats 1/16 et contrdles, traités par
le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (PO0,3,

Pl ou P3), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou C10) ou
l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (ISl) (n = 12 par groupe).

a : p < 0,05 par rapport au groupe contréle correspondant.

b . p< 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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La sengibilité moyenne au nitroprussiate de sodium (Cl0) et

le maximum de relaxation qu'il entralne (C3 et C10) dans le lit
mésentérique isolé, sont abaissés par le traitement des rats 1/16
et contrbles par le captopril, par rapport au groupe NaCl

correspondant (figure 19; tableau 12, en annexe).
6.2.4.4. Traitement par 1l'isradipine
Le traitement par l'isradipine (1 mg/kg) ne modifie pas la
pression de perfusion de base des lits mésentériques isolés de

rats 1/16 ou contrbéles, avec ou sans endothélium (figure 15).

Le geuil de sensibilité (CEiommng) &.la noradrénaline est

amélioré par le traitement par l'isradipine (figure 16; tableau
11, en annexe) : le groupe 1/16 IS1 n'est pas significativement

différent du groupe contrdle IS1, avec ou sans endothélium.

La sengibilité movenne (CEspy) est également améliorée par le
traitement par 1l'isradipine (figure 16; tableau 11, en annexe)
le groupe 1/16 IS1 n'est pas significativement différent du groupe
contrble IS1l, avec ou sans endothélium.

En présence d'endothélium, la valeur de la CEggg du groupe
1/16 IS1 n'est pas différente de celle du groupe 1/16 Nacl.

La réponse maximale a la noradrénaline (figure 16; tableau
11, en annexe) n'est pas améliorée par le traitement par
l'isradipine, avec ou sans endothélium : le maximum, dans le
groupe 1/16 IS1, est significativement abaissé par rapport a celui
du groupe contrdle ISl et n'est pas significativement différent de

celui du groupe 1/16 NaCl.

L'isradipine abaisse gsignificativement le rapport VC + E/VC -
E correspondant & la "concentration" de 1 nmole de noradrénaline
(figure 17), dans le groupe contréle, mais non dans le groupe
1/16, par rapport au traitement par le NaCl 0,15 M.

L'absence de différence significative entre le groupe 1/16
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IS1 et le groupe contrdle ISl montre une amélioration de la

fonction endothéliale par 1l'isradipine.

L'isradipine n'a pas d'effet significatif sur le rapport
VR/VC dans les groupes 1/16, en présence ou en absence
d'endothélium, sur les lits mésentérigues contractés par la

noradrénaline aux "concentrations®" de 3 et 30 nmoles.

L'isradipine ne modifie pas significativement la sensibilité

movenne (CIsgg) au carbachol et le maximum de relaxation (%) qu'il

entraine dans le lit mésentérique isolé, dans le groupe contrdle
IS1,par rapport au groupe contréle NaCl (figure 19; tableau 12, en

annexe) .

La gengibilité moyenne et la relaxation maximale sont
abaissées par le traitement des rats par la vitamine D3 et la

nicotine : la CIsge et le % maximal de relaxation sont augmentés

(figure 19).

Apres traitement des rats 1/16 par 1l'isradipine, la

sensibilité movenne et la relaxation maximale sont identiques aux

valeurs contrdles et significativement différentes des valeurs
correspondantes dans le groupe NacCl.
La fonction endothéliale est donc préservée par 1'isradipine

dans le lit mésentérique des rats 1/16.

La gengibilité moyenne (CIspge) au nitroprussiate de sodium et

la relaxation maximale (%) qu'il entraine dans 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 contrbles par l'isradipine (figure 20;

tableau 12, en annexe).
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Figure 20 : Atténuation par le nitroprussiate de sodium des contractions

induites par la noradrénaline

(sensibilité moyenne Clgpy et vasoconstriction,

exprimée en % de la réponse provoquée par la CEggy de la noradrénaline en

absence de nitroprussiate de sodium; m t esm)

de rats 1/16 et contrbles,

a la dose de 0,3,

1 ou 3 mg/kg (PO,3,

Pl ou P3),

sur le lit mésentérique isolé
traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril

le captopril a la dose de 3

ou 10 mg/kg (C3 ou C10) ou 1l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (ISl) (n = 12
par groupe) .
4 . P < 0,05 par rapport au groupe contrdle correspondant.

b . p<o,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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6.2.5 Aorte igolée

6.2.5.1. Traitement par le NaCl 0,15 M

Les groupes contrbdles P0,3, PL, P3, C3, Cl0 et ISl ne
different pas du groupe contrdle NaCl quant aux parametres mesurés
sur les anneaux d'aorte isolée de rats pour l'étude de la
réactivité a la noradrénaline : la contraction maximale, le seuil
de sensibilité, la sensibilité moyenne et la vasorelaxation. Il en‘
est de méme pour la relaxation induite par le carbachol et le

nitroprussiate de sodium : % maximum de relaxation et sensibilité.

Le traitement des rats 1/16 et contrdles par le NaCl 0,15 M
ne modifie pas les paramétres mesurés sur les anneaux d'aorte
isolée de rats, par rapport a ceux des groupes 1/16 et contrdles,
non traités par le NaCl 0,15 M (chapitres précédents).

Les anneaux d'aorte isolée de rats 1/16 NaCl sont moins
réactifs & la noradrénaline que ceux des rats contrdles NaCl : la
contraction maximale, le seuil de sensibilité et la sensibilité
moyenne sont abailssés et la vasorelaxation plus longue (figures 22

et 23 et tableau 13, en annexe).

De méme, 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 nitroprussiate de sodium n'est
pas significativement modifiée dans le groupe 1/16 NaCl, par
rapport au groupe contrdle NaCl (figure 24 et tableau 14, en

annexe) .
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Figure 21 : Réponse maximale, seuil de sensibilité (CEg,1g) et sensibilité

N

moyenne (CEs(gg) & la noradrénaline de 1l'aorte isolée de rats 1/16 et
contrdles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de
0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl ou P3), le captopril & la dose de 3 ou 10 mg/kg
(C3 ou C10) ou 1l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par groupe).
Les résultats sont exprimés en m + esm.

& . P < 0,05 par rapport au groupe contrdle 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 a la noradrénaline est améliorée par le

traitement des rats 1/16 par le perindopril (figure 21 et tableau
13, en annexe).

I1 n'y a pas de différence significative entre les groupes
1/16 et les groupesgs contrdles correspondants, quant aux parametres
mesurés : CEsge (groupe P3 uniquement), contraction maximale

(groupes P0,3, Pl et P3), et CEp,1g (groupes PO,3 et P3).

Toutefois, la vasorelaxation n'est pas modifiée par le
traitement des rats 1/16 par le perindopril : les temps de
relaxation sont supérieurs dans les groupes 1/16 P0,3, Pl et P3 a

ceux des groupes contrdles P0O,3, Pl et P3 (figure 22).

La relaxation par le carbachol des anneaux d'aorte
précontractés par la noradrénaline est améliorée dans les groupes
1/16 PO,3, Pl et P3 : la CIsgy (groupes PO,3, Pl et P3) et le %
maximal de relaxation (groupes Pl et P3, mais non P0O,3) ne sont
pas différents des valeurs correspondantes dans les groupes
contrdles P0O,3, Pl et P3, mais sont significativement abaissés par
rapport au groupe 1/16 NaCl (figure 23 et tableau 14, en annexe).

Q

La sensibilité au nitroprussiate de sodium et le % maximal de

relaxation sont inchangés dans les groupes 1/16 P0O,3, Pl et P3,
par rapport aux groupes contrdles P0,3, Pl et P3, et par rapport
aux groupes 1/16 et contrble NaCl (figure 24 et tableau 14, en

annexe) .

6.2.5.3. Traitement par le captopril

Contrairement au perindopril, le captopril n'améliore pas la

réactivité & la noradrénaline des anneaux d'aorte isolée de rat

1/16 C3 ou C1l0, par rapport aux groupes contrdles correspondants
(figure 21 et tableau 13, en annexe). Les CEspg sont augmentées
(significativement dans le groupe C3 uniquement), la g¢ontraction
maximale abaissée (groupes C3 et C10), et la CEg,ig augmentée

(significativement dans le groupe C3 uniquement).
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Figure 22 : Vasorelaxation (min/g; m * esm), consécutive au retrait de la
noradrénaline, de l'aorte isolée de rats 1/16 et contrdles, traités par le
NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril a la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, P1
ou P3), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou Cl0) ou l'isradipine a
la dose de 1 mg/kg (ISl) (n = 12 par groupe).

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

Groupe PO0,3, P1l, P3, C3, C10 ou ISl par rapport au groupe NaCl correspondant

non significatif.

De méme, le temps de relaxation est plus long dans les

groupes 1/16 C3 et Cl0 que dans les groupes contrdles C3 et C10
(figure 22).

La relaxation par le carbachol des anneaux d'aortes
précontractés par la noradrénaline n'est pas améliorée dans les
groupes 1/16 C3 et Cl0 par rapport aux contrdles C3 et C10 : la
CIsge et le % maximal de relaxation sont augmentés dans les groupes
1/16 C3 et C1l0, par rapport aux groupes contrdles Pl et P3 (figure

23 et tableau 14, en annexe).

La sensibilité au nitroprussiate de sodium et le % maximal de

relaxation sont abaissés dans les groupes 1/16 Cl0 et contrdle Cl1l0
la CIsge et le % maximal de relaxation sont augmentés par rapport
aux valeurs des groupes contrdles et 1/16 NaCl (figure 24 et

tableau 14, en annexe).



94

6.2.5.4. Traitement par l'isradipine

Le traitement des rats 1/16 par l'isradipine améliore le
seull de gengibilité et la sensibilité movenne a la noradrénaline
par rapport aux contrdles correspondants et par rapport au groupe
1/16 NaCl (figure 21 et tableau 13, en annexe).

Les CEg,1g et CEsgoy ne sont pas différentes des valeurs
contrdles IS1 correspondantes, malis elles sont abaissées par
rapport & celles du groupe 1/16 NaCl.

Toutefois, la contraction maximale reste moindre dans le
groupe 1/16 ISl par rapport au contrdle IS1, malgré le traitement
par l'isradipine. Le temps de relaxation est plus long dans les
groupes 1/16 IS1 que chez les contrbdles IS1 (figure 22 et tableau

13, en annexe).

La relaxation par le carbachol des anneaux d'aorte
précontractés par la noradrénaline est améliorée dans le groupe
1/16 ISl par rapport au contrdle ISl et par rapport au groupe 1/16
NaCl. La CIsgy et le % maximal de relaxation sont inchangés dans
les groupes 1/16 IS1l, par rapport au groupe contrble IS1l, et sont
abaissés par rapport au groupe 1/16 NaCl (figure 23 et tableau 14,

en annexe).
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Figure 23 : Relaxation (vasoconstriction, exprimée en % de la réponse

provoquée par la CEggy de la noradrénaline en absence de carbachol et
sensibilité moyenne CIggg; m * esm) induite par le carbachol sur l'aorte,
précontractée par la noradrénaline, isolée de rats 1/16 et contrdles, traités
par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril & la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg
(P0,3, Pl ou P3), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg {C3 ou C10) ou
l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par groupe).
& : P < 0,05 par rapport au groupe contréle correspondant.
b . p<o0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.

La sensibilité et le % maximal de relaxation au

nitroprussiate de sodium ne sont pas modifiés dans les groupes

1/16 et contrdle ISl par rapport aux groupes 1/16 et contrdle NacCl

(figure 24 et tableau 14, en annexe).
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Figure 24 : Relaxation (vasoconstriction, exprimée en % de la réponse

provogquée par la CEgpy de la noradrénaline en absence de nitroprussiate de

sodium et sensibilité moyenne CIlggg; m + esm)

S

de sodium sur 1'aorte, précontractée par la

1/16 et contrdles, traités par le NaCl 0,15

dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl ou P3),

mg/kg (C3 ou Cl0) ou l'isradipine & la dose
groupe)
a : P < 0,05 par rapport au groupe contrdle

induite par le nitroprussiate

noradrénaline, isolée de rats

M (NacCl), le perindopril a la
le captopril a la dose de 3 ou 10
de 1 mg/kg (IS1)

(n = 12 par

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 résultats de l'effet du traitement des rats 1/16 par
le perindopril & la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl ou P3), le captopril
a la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou C1l0) ou l'isradipine a la dose de 1 mg/kg

(IS1l) et le NaCl 0,15 M. Les groupes 1/16 sont comparés aux groupes contrdles

correspondants
- : paramétre détérioré; = : inchangé; + : amélioré par le traitement.
Groupe Nacl pPO,3 P1l P3 c3 ci0 1Is1l

poids corporel = = = - = = =

analyse plasmatique = = = = = = =

contenu tissulaire en calcium total
arteres de compliance = = = = = = =

artéres de résistance = = = = = = +

LIT MESENTERIQUE ISOLE
ligne de base = = = = = = =

réactivité a la noradrénaline

seuil de sensibilité = = + + + + +
sensibilité moyenne = = + + + + +
réponse maximale = = + + + + =
rapport VC + E /VC - E = = = = = = +
rapport VR/VC = = + + + = +
réactivité au carbachol
sensibilité moyenne = + + + + = +
% maximal de réponse = = + + = =
réactivité au nitroprussiate de sodium
sensibilité moyenne = = = = = - =
% maximal de réponse = = = = = = =
AORTE ISOLEE :
réactivité a la noradrénaline
seuil de sensibilité = + + + - = +
sensibilité moyenne = = = + = + +
réponse maximale = + + + - = =
vasorelaxation = = = = = = =
réactivité au carbachol
sensibilité moyenne = + + + = =
% maximal de réponse = = + + = =

réactivité au nitroprussiate de sodium
sensibilité moyenne = = = = = - =

% 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 entrailne
l'apparition de signes plasmatiques d'intoxication ;
hypercalcémie, hyperurémie et hypercréatininémie. La cinétique de
1 hypercalcémie est comparable a celle observée par Mutoh et coll.
(1988), Cannon et Williams (1989) et Bukoski et coll. (1990) apreés

une administration de vitamine D..

Parmi les différents modeles étudiés dans la premiére partie
de ce travail (1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 4,13, 1/16, 2/15 et 4/180), les
modéles "sans période de repos* (1/1, 2/1, 3/1, 4/1) sont
difficiles & utiliser, du fait des signes d'intoxication qu'ils

présentent au moment ou des expériences doivent &tre menées.

Si le traltement est suivi d'une période de repos (modéles
4/13, 2/15 et 1/16), ces signes d'intoxication disparailssent.
Plusieurs paramétres (sodium, phosphates, acide urique, urée et
créatine-kinase) ont des valeurs abaissées dang le modéle 1/16,
mais restent physiologiques; ils sont en effet compris dans les
intervalles de référence donnés pour ces parametres (voir tableau
1).

Dans les modéles "avec période de repos" (4/13, 1/16, 2/15 et
4/180), les signes d'intoxication ont disparu a la fin de la
période de repos et les rats retrouvent un taux de croissance
similaire a celuli des rats contrdles. De surcrolt, dans ces
modéles "avec période de repos", l'intensité de la surcharge
calcique est supérieure a celle mesurée que dans les modéles "sans
période de repos".

Parmi les modéles "avec période de repos", le modéle 1/16
présente une surcharge calcique maximale, aprés un traitement plus
court que celui des modeles 4/13, 2/15 et 4/180. De plus, ce
modéle 1/16 permet 1'étude de la surcharge calcique aprés deux

semalines seulement.
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Dans ce modéle 1/16, l'urémie, la créatininémie et la
calcémie augmentent immédiatement apreés le traltement par la
vitamine D3 et la nicotine et sont trés rapidement maximales
(entre les jours 3 et 5).

L'installation de la surcharge calcique aortique évolue
nettement moins vite et atteint seg valeurs maximales a partir du
jour 13 : c'est a dire aprés la phase "toxique" du modéle 1/16. En
effet, l'urémie, la créatininémie et la calcémie sont de nouveau

by

normales & partir du jour 9.

La perte pondérale initiale qu'occasionne le traitement des
rats par la vitamine D3 et la nicotine constitue un autre signe de
toxicité précoce. A partir du cinguiéme jour, les rats du groupe
1/16 ont un taux de croissance gsimilaire a celui du groupe
contrble et ce jusqu'au jour 17.

Enfin, a l'opposé des modéles incluant des administrations
répétées de nicotine, tels que celui de Fleckenstein et coll.
(1986) et le modéle 4/1 (Thorin et coll., 1990), nous n'observons
aucune mortalité. En effet, dans le modéle 4/1, la mortalité

apparalit au troisiéme jour de traitement par la nicotine.

Nous pouvons donc émettre 1'hypothése que les altérations de
réactivité vasculaire, obtenues dans le modéle 1/16, sont
attribuables principalement & la surcharge calcigue et non pas a
une pathologie associée telle qu'une insuffisance rénale, une
hypercalcémie ou un désordre lipidique. Il est intéressant de
noter que d'autres modeles d'étude du dysfonctionnement

endothélial, 1ié a 1'athérosclérose, ont comme point commun une

hypercholestérolémie, ce qui n'est pas le cas dans le modele 1/16.

Cependant, seule une analyse des constituants lipidiques
pariétaux nous permettra d'écarter l'implication d'une

perturbation du métabolisme du cholestérol dans ce modele.
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7.2. Sélectivité idonique et tissulaire de 1la

surcharge calcique

Le trailtement par la vitamine D3 et la nicotine éléve le
contenu tissulaire en calcium total des artéres, des reins, du

myocarde et de 1'intestin.

Cette surcharge semble spécifiquement calcique puisque les
taux tissulaires de magnésium, cation divalent d'un métal
alcalino-terreux comme le calcium, sont en effet inchangés.
L'absence de variation de la concentration de magnésium, liée a
une surcharge calcique vasculaire, est une situation rencontrée
lors du vieillissement chez 1'Homme, le chien et le rat
(Fleckenstein et coll., 1983a,b).

Le modeéle 1/16 ne montre pas non plus d'élévation des taux
des ions monovalents, tels que le sodium et le potassium. Il faut
noter cependant que la méthode employée pour la détermination de
la concentration de sodium ne nous permet pas de conclure
définitivement, quant a l'absence de variation de la concentration

cellulaire de sodium.

La surcharge calcique, présente au niveau du myocarde, est
d'intensité intermédiaire (x 8) entre celle des arteres de
résistance et de compliance. Ceci confirme les résultats obtenus
par Fleckenstein et coll. (1983a,b) et par nous mémes (Oster et
coll., 1989a,b; Thorin et coll., 1990) dans des modeéles différents
1/1, 2/1, 3/1, 4/1 et 4/13. Toutefois, durant le vieillissement,
le myocarde n'est pas affecté par le phénoméne de surcharge

calcique (Fleckenstein et coll., 1983a,b).

Un niveau similaire a celui du myocarde est atteint dans les
reins (x 15) et un niveau plus faible, mais significativement
différent de celui des animaux témoins, dans l'intestin (x 3).
Reins et intestin sont les organes "cibles" de la vitamine D. La
surcharge calcique, dans ces organes, refléte l'intoxication
gqu'ont subie les rats, sans qu'il en découle de conséquences
fonctionnelles, comme le montre l'analyse plasmatique (absence

d'hyperurémie et d'hypercréatininémie).
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Par ailleurs, les tigsus tels le foie et le cerveau ne sont
pas touchés par l'accumulation de calcium. Ces observations
concordent avec des travaux antérieurs : Swierczynski et coll.
(1987) ont montré gu'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 éleéeve 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 cerveau et le foie, aucune

variaticn n'est détectée.

La surcharge calcique semble sélective des artéres de
compliance (aorte et artére carotide) dans lequel le contenu
tissulaire en calcium total augmente de facon plus prononcée qgue
dans les arteres de résistance (artére caudale et 1lit
mésentérigue) .

Cette sélectivité tissulaire de la surcharge calcique se
retrouve dans le vieillissement vasculaire (Fleckenstein et coll.,
1983a) et semble dépendre dans les deux cas de la localisation

relative de l1l'élastine vide infra.

La surcharge calcique observée dans le modéle 1/16 differe de
celle rencontrée dans 1l'hypertension artérielle chez 1'Homme ou
chez le rat SHR. Chez ceg derniers, l'accumulation de calcium
touche préférentiellement les artéres de faible diamétre et lesg
artérioles (Grun et Fleckenstein, 1972; Fleckenstein et coll.,
1985). Cette accumulation de calcium, dans les vaigseaux

résistifs, est a relier éventuellement a 1l'augmentation

tensionnelle observée chez les sujets hypertendus.

Dans notre modeéle, ainsi que dans le vieillissement,
l'accumulation de calcium au niveau des gros troncs artériels est
& rapprocher de 1'abaissement de compliance aboutissant a une
hypertension systolique isolée observée dans le groupe 1/16 (Makki
et coll., résultats personnels) et chez 1'Homme dgé (Vokonas et
coll., 1988).

Des études paralleles ont mis en évidence de nombreux signes
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d'une rigidification aortique dans le modéle 1/16 tels gu'une
augmentation importante de la pression artérielle différentielle,
mesurée au niveau de l'artere fémorale, et une accélération de la
vitesse de transmission de 1'onde pulsative aortique (Chillon,
1991). Des altérations hémodynamiques similaires sont observées

chez 1'Homme &4gé (Milnor, 1989).

7.3. Evolution et étiologie éventuelle de 1la

surcharge calcique

Dans les modeles 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 modele 4/1, une baisse du contenu en calcium de 1l'aorte
apparalt. Cette observaticn refléte éventuellement la mortalité
importante de rats "hypersensibles" au traitement, le troisiéme

jour.

Leg ratgs du groupe 1/16 développent une surcharge calcigue
gsignificative a partir du jour 5, surcharge gui atteint un plateau
a partir du jour 13. Cette évolution lente de 1l'accumulation
tissulaire de calcium a également été observée par Mutoh et coll.
(1988) et sgouligne 1'importance de 1l'hypervitaminose D dans ce

modéle.

Cependant, bien que la vitamine D seule (Mutoh et coll.,
1988; Cannon et Williams, 1989) suscite une surcharge calcique,
les résultats de Fleckenstein et coll. (1983a,b) montrent que
l'addition de nicotine a ce type de traitement amplifie la
surcharge.

L'origine de cet effet amplificateur de la nicotine a 1'égard
de la vitamine D reste encore a déterminer. La nicotine seule
provogue une surcharge vasculaire de calcium (Hass et coll.,
1966), éventuellement par mobilisation de calcium intracellulaire
(Nayler, 1963) et par libération de catécholamines, consécutive a
une stimulation ganglionnaire (Su et Bevan, 1970). Les
catécholamines faciliteraient 1'entrée de calcium dans les
cellules musculaires lisses par stimulation de 1'ouverture des

canaux calciqgues couplés aux récepteurs (ROC, "receptor operated
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channels") .

L'amplification par la nicotine suggére l'existence d'une
étape,ne serait ce que transitoire, d'accumulation intracellulaire
de calcium. Le fait gu'un inhibiteur de flux calciques,
l'isradipine, diminue l'accumulation calcigue dans certains
vailsseaux vient renforcer cette hypotheése.

Enfin, cette accumulation intracellulaire de calcium pourrait
résulter d'une action propre de la vitamine D gui augmente le
captage du calcium par les cellules musculaires lisses en culture
(Inoue et Kawashima, 1988). Des récepteurs spécifiques a la
vitamine D ont été mis en évidence dans les cellules musculaires
lisses (Kawashima, 1987; Merke et coll., 1987), sans que ait été
démontrée 1l'existence d'un systéme de couplage entre ces

récepteurs et la production d'ARN messager de "calciprotéines".

Nous pouvons proposer 1'étiologie suivante. Dans une phase
initiale, l'hypervitaminose D provogue une hypercalcémie. La
nicotine favorise la pénétration de calcium a partir des taux

sanguins élevés dans les cellules.

Le métabolite actif de la vitamine D, le 1,25-
dihydroxycholécalciférol, est responsable de 1l'hypercalcémie par
une stimulation de l'activité calcium-ATPasique et de l'activité
phosphatase alcaline liées & la réabsorption du calcium dang les
organes cibles de la vitamine D, a savoir l'intestin et les
reins.. De surcroit, l'hypervitaminose D entralne la résorption du
calcium osseux, par un mécanisme similaire qui implique une
augmentation du transport trans-membranaire du calcium (Guyton,
1986). A cet égard, 1l est intéressant de noter que, dans le

modéle 1/16, le contenu en calcium du fémur est abaissé.

Cette hypercalcémie serait suivie d'une étape d'accumulation
intracellulaire de calcium sous le contrbéle de la nicotine vide
supra.

Grice & l'utilisation de 1'indicateur fluorescent de calcium
intracellulaire, le fura-2 (Thorin-Trescases et coll. 1990), Oster

(1991) a montré une augnmentation de 85 % du taux de calcium
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intracellulaire libre basal dans l'artére caudale de rats du
groupe 1/16. Cette étude, effectuée sur des arteres
déendothélialisées, n'exclut pas que le traitement vitamine D3 et

nicotine ne provogue aucune surcharge calcique endothéliale.

L'accumulation intracellulaire de calcium dans les tissus
cardio-vasculaires constitue cependant un processus toxigue
(Farber,1981). Ce processus déborderait les mécanismes
physiologiques de protection a 1'égard des dépdts calciques dans
les tissus non osseux (Orimo et coll., 1985; Guyton, 1986).

Les cellules musculaires lisses sont un élément de ce
processus protecteur (Seydewitz et Staubesand, 1983, 1988). Aprés
administration de vitamine D, les cellules passent d'une forme "k
a une forme "m", en produisant des vésicules lysosomiales qui
précipitent le calcium (Seydewitz et Staubesand, 1983, 1988) sur
les membranes élastiques (Hass et coll., 1958). La forme chimique
de ces précipités n'a pas encore été déterminée, mais il pourrait
s'agir de phosphates de calcium, aussi bien dans le vieillissement
vasculaire gue dans 1'hypervitaminose D du modeéle 1/16.

Dans le modele 1/16, l‘'accumulation de calcium se fait, en
partie au moins, sous forme de phosphates de calcium puisgue les
taux tissulaires de phosphates sont élevés dans les tissus ou le

calcium augmente.

Aingi, l'accumulation extracellulaire de calcium
constituerait une protection visant a réduire le taux de calcium
intracellulaire. Par ce mécanisme, une calcification de la matrice
intercellulaire, et de 1'élastine en particulier, aboutirait a la
rigidification des vaisseaux (Seydewitz et Staubesand, 1983,
1988) .

Par la méthode de von Kossa (technigue histologique
spécifigue du calcium), Fleckenstein et coll. (1986) et nos études
(Henrion et coll., 1991) ont montré que dans 1l'aorte de rat, la
surcharge calcique se localise sur la matrice élastique, entre les
fibres musculaires lisses.

Les sections d'aorte montrent qu'il existe six ou sept
anneaux concentriques d'élastine. Dans le groupe 1/16, des dépdts

de calcium apparaissent sur les trois ou quatre premiers anneaux
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adluminaux. L'épaisseur de la média augmente et les cellules
musculaires lisses semblent normales. Aucun dépdt de calcium n'a

été observé dans le groupe contrdle (Henrion et coll. 1991).

En conclusion, il faut noter que la transition de
1 'hypercalcémie a la calcification des fibres d'élastine n'exige
pas l'existence d'une phase intracellulaire, car il a été rapporté
que la vitamine D modifie la structure moléculaire des fibres
élastiques (Rucker et coll., 1974) de facon & promouvolr leur

affinité pour le calcium (Sandberg et coll., 1981).

7.4. Conséquences fonctionnelles

Bien que des phénomenes tels que l'hypercalcémie et
l'insuffisance rénale puissent influencer le systéme cardio-
vasculaire des modeles "sans repos", de telles influences sont en

toute probabilité d'importance minime dans le modéle 1/16.

Nous pouvons également écarter un effet vasculaire direct de
l'hypervitaminose D, car, chez le rat, la vitamine D augmente les
réponses a la sérotonine et a la noradrénaline (Bukoski et coll.,
1990). Or, dans la modéle 1/16, la réactivité vasculaire a la
sérotonine et a la noradrénaline est abaissée par la surcharge

calcique.

Une élévation de la concentration de calcium cytosoligue,
(comme celle observée dans le modeéle 1/16, voir ci-dessus), est
souvent citée comme 1'un des facteurs de développement de
l'hypertension artérielle. Elle stimulerait au moins deux
processus conduisant a l'hypertension : une augmentation de la
contractilité des cellules musculaires lisses et une action

trophique sur la paroi vasculaire (Baudoin-Legros et Meyer, 1990).

Bien que cet effet trophique semble présent dans le groupe
1/16 {(voir ci-dessus), les réponses vasoconstrictrices induites
par la noradrénaline et la sérotonine diminuent. Cette baisse de
la vasocontractilité pourrait trouver son origine dans un

dysfonctionnement deg mécanismes de mobilisation et de métabolisme
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calcique pariétal. Il est intéressant de noter que la
concentration de calcium intracellulaire libre représente 1/100000

de celle du calcium cellulaire total (Atkinson, 1991).

Dans l'aorte des rats du groupe 1/16, la réactivité et la

sensibilité a la noradrénaline sont diminuées et la fonction de

1'endothélium vasculaire atténuée par la surcharge calcique.

Dans le 1lit mésentérique isolé et perfusé, la réactivité a la
noradrénaline et a la sérotonine est diminuée, la résistance

initiale a la perfusion et le temps de relaxation sont augmentés.

De plus, dans le groupe 1/16, la réponse maximale a la
noradrénaline, le seuil de sensibilité et la sensibilité moyenne
sont abaissés. Par comparaison, la réponse maximale a la
sérotonine est faiblement diminuée, quoique significativement,
sans changement du seuil de sensibilité, ni de la sensibilité
moyenne.

Cela suggeére que la surcharge calcique modifierait la
capacité de mobilisation du calcium. En effet, la contraction des
vaisseaux de résistance de rat, par les agonistes alpha-
adrénergiques, dépend plus d'un influx de calcium extracellulaire
gue la contraction suscitée par 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 couplage du

calcium aux protéines contractiles.

Les effets observés ne semblent pas provenir d'une action
ganglioplégique de la nicotine dont la demi-vie chez le rat est de
quelques heures (Bowman et Rand, 1980).

Enfin, dans nos expériences, nous n'avons utilisé ni
blogueurs de recaptage neuronal et extraneuronal, ni inhibiteurs
métaboliques. Nous ne pouvonsg donc pas exclure 1l'implication de
modification de recaptage et/ou de métabolisme des autacoides dans
les différences observées entre les réponses des groupes témoins
et 1/16.
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Le modéle 1/16 n'est pas un modéle d'hypertension artérielle
(voir tableau 16). Sous anesthésie barbiturique, la pression
artérielle systolique et la pression artérielle moyenne ne varient
pas, alors que la pression artérielle diastolique et le rythme
cardiaque diminuent chez les rats traités par la vitamine D3 et la
nicotine.

La pression différentielle, quant a elle, augmente (tableau
16 et Henrion et coll., 1990a,b, 1991). L'amplification de la
pression différentielle dans le modéle 1/16, est en accord avec
les précédents travaux menés sur ce modeéle (Oster et coll.,
1989a,b; Thorin et coll., 1990), suggérant une rigidification
vagculaire. Dans le modele 1/16, la vitesse de relaxation
vasculaire in vitro est diminuée (résultats de nos travaux dans
l'aorte et le lit mésentérique et Thorin-Trescases et coll.,
1989a,b,c). Il faut noter cependant que la viscoélasticité n'est

que l'un des facteurs déterminants de la vasorelaxation.

Chez 1'Homme, le vieillissement entralne 1l'apparition d'une
hypertension artérielle systolique isolée. Apreés 1'dge de 60 ans,
s'y rajoute une baisse de la pression diastolique (Kannel, 1987).
Cette augmentation de pression différentielle peut se rattacher a
la perte d'élasticité des vaisseaux agés.

En effet, il a été établi gue le vieillissement provoque une
augmentation du diamétre et de la rigidité des vaisseaux telles
l'aorte et les artéres fémorale et brachiale chez 1'Homme
(Kawazaki et coll., 1987) et telle l'aorte chez le rat (Tuttle,
1966; Wolinski et coll., 1979).

Cette rigidification des vaisseaux de compliance est

directement liée a l'apparition de 1l'hypertension artérielle

systolique avec 1l'&ge (Lakatta, 1987).

Dans l'artére caudale de rats traités par la vitamine D3 et
la nicotine (Thorin-Trescases et coll., 198%9a,b,c), nous avons
montré une diminution des résistances passives in vitro. Il en est
de méme dans le lit mésentérique in vitro, ou la résistance
passive est augmentée. Ces modifications suggeérent la perte

d'élasticité des valsseaux, tout comme l'augmentation des temps de
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relaxation apreés induction de vasocontractions dans le lit
mésentérique, l'aorte et l'artére caudale (ce travail et Thorin-

Trescases et coll., 1989%9a,b,c).

Tableau 16 : Valeurs (m * esm) de pression artérielle (mm Hg) et de rythme
cardiaque (battements par minute) de rats 1/16 et contrdles, sous anesthésie

au pentobarbital (d'aprés Chillon, 1991).

contrdle 1/16 rapport 1l/1le /
contrdle
n 27 32

Pression artérielle

diastolique 97 + 3 82 + 4~ 0,84
systolique 134 + 3 142 * 6 1,06
moyenne 110 = 3 102 * 4 0,93
différentielle 37 + 3 60 + 47 1,62

Rythme cardiaque

407 + 7 375 + 9~ 0,92

n : nombre d'animaux.

P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

La fonction vasorelaxante de 1l'endothélium, dans le lit
mésentérique et l'aorte de rat, est stimulée par le carbachol et
par l'histamine. L'utilisation de ceg deux substances permet
d'exclure une action spécifique, non EDRF-dépendante de 1l'une ou
de l'autre. Par contre, l'action du nitroprussiate de sodium et de
la papavérine est indépendante de 1'état de 1l'endothélium, méme si
ce dernier peut en moduler l'activité (Shirazaki et coll., 1986;

McDonald et coll., 1989).

La fonction endothéliale est gélectivement diminuée par la
surcharge calcigque dans le groupe 1/16. L'effet vasodilatateur
provoqué par le carbachol et l'histamine a 1'égard des
vasoconstrictions induites par la noradrénaline est en effet
abaissé. Dans les mémes conditions, l'activité du nitroprussiate

de sodium et de la papavérine est inchangée.
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La diminution de l'effet du carbachol et de 1l'histamine
gemble trouver son origine au niveau de la cellule endothéliale
elle-méme. .

Plugieurs possibilités peuvent &tre envisagées
1) baisse de la sensibilité et/ou du nombre des récepteurs
muscariniques et/ou histaminergiques endothéliaux,

2) diminution des capacités de synthése et/ou de libération
d'EDRF,

3) atténuation de la sensibilité des cellules musculaires lisses a
1'EDRF,

4) proportionnalité d'un effet vasodilatateur a 1l'amplitude

initiale de la vasoconstriction.

Le point 1 est exclu, car le rapport vasoconstriction sans
endothélium / vasoconstriction avec endothélium, dans le lit
mésentérique isolé, est abaissé dans le groupe 1/16. De plus, la
vitesse de vasorelaxation spontanée aprés les vasoconstrictions
induites par la sérotonine ou la noradrénaline sur l'aorte et le
lit mésentérigque est diminuée. Ces résultats indigquent une baisse

d'activité endothéliale indépendante de l'agent stimulant.

Le point 3 est exclu, car l'activité du nitroprussiate de
sodium, donneur de NO, n'est pas modifiée par le traitement
vitamine Diz.et nicotine. Cependant, l'activité des vasodilatateurs
nitrés n'est pas totalement indépendante de 1'endothélium. En
effet, le retrait de 1l'endothélium augmente leur activité de
relaxation & 1'égard des vasoconstrictionsg induites par la
noradrénaline (Shirazaki et coll., 1986).

Nous avons fait une observation identique, dang le lit
mésentérique de rat, ou la CIsgy du nitroprussiate de sodium
s'abalsse apreés destruction de l'endothélium dans les groupes 1/16

aussi bien que dans les groupes témoins.

Ceci démontre que l'endothélium atténue les vasorelaxations
(dont les vasorelaxations non-endothélium-dépendantes) par
libération d'EDCF, 1'endothéline apparaissant comme un candidat

gérieux 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
proportionnalité d'un effet vasodilatateur & l'amplitude initiale
de la réponse provoquée par la noradrénaline, prédirait une

augnmentation des réponses vasodilatatrices dans le groupe 1/16.

Seul le point 2 peut expliquer les résultats obtenus : la
fonction endothéliale (synthése et/ou libération d'EDRF) est
abaissée par la surcharge calcique. Bien qu'a l'heure actuelle, le
mécanisme a l'origine de cette diminution soit obscur, on peut
noter que la libération d'EDRF est précédée d'une mobilisation de
calcium (de Feudis, 1990). Un dysfonctionnement endothélial est un
phénomeéene commun & de nombreux aspects physiologiques et

pathologiques vasculaires.

Des travaux antérieurs ont montré que la fonction
endothéliale baigse lors du vieillissement chez le rat, dans
l'artere carcotide (Lee et coll., 1987; Hongo et coll., 1988) et
dans l'aorte et l'artere fémorale (Soltis, 1988); chez le chien,
dans l'artére mésentérique (Shimizu et coll., 1986). Des
altérations histologigues de 1'endothélium apparaissent également

avec 1'age (Hynes et Duckles, 1987).

La fonction endothéliale diminue également avec
l'hypertension artérielle (Hongo et coll. 1988) et
l'athérosclérose (Jayakody et coll., 1987).

Bien que de nombreux facteurs soient impligués dans toute
cette phénoménologie vasculaire, le dysfonctionnement endothélial
semble se situer a un stade précoce. Le traitement par la vitamine
D3 et la nicotine pourrait représenter un modele de ce stade
précoce. Le modéle 1/16 est le seul modele de diminution de la

fonction endothéliale provogquée par une surcharge calcique.

Des travaux ultérieurs devraient nous permettre d'approfondir
de nombreux aspects intéressants tels que la relation éventuelle

entre 1'atténuation de la fonction endothéliale et la baisse de
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compliance observée (Henrion et coll., 1990a).

7.5. Traitement préventif par lesg inhibiteurs de
flux calciques et par 1les inhibiteurs de 1'enzyme de

conversion de 1l'angiotensine 1I.

Le traltement préventif par les IEC ou les IFC s'est avéré
efficace, a des doses dépourvues d'effet sur la pression
artérielle moyenne, sur les conséqguences de la surcharge calcique
dans le 1lit mésentérique isolé et dans 1l'aorte de rats
(restauration de la réactivité vasculaire & la noradrénaline et a

la sérotonine, et restauration de la fonction endothéliale).

La surcharge calcique est prévenue par l'isradipine dans le
lit mésentérique et l'artére caudale, vaisseaux de résistance.

Ceci nous permet de déduire que la surcharge calcique a
probablement pour premiére étape une augmentation de calcium

intracellulaire.

A des doses plus fortes, les IEC et les IFC préviennent la
surcharge calcique dans les vaisseaux de compliance et de
régistance chez le rat SHR (Fleckenstein et coll., 1985, 1989) et
chez le rat traité par la vitamine D (Mutoh et coll., 1988) ou par
l'association vitamine D et nicotine (Fleckenstein et coll., 1985,
1989).

Les troubles fonctionnels provogqués par la surcharge calcique
sont de magnitude comparable dans l'aorte et dans le lit
mésentérique, mais sont liés a une surcharge calcique 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 gue l'action des IFC et des IEC sur leg
conséquences fonctionnelles de la surcharge calcique est
indépendante de leur action primitive (action sur les canaux
calciques pour les IFC et sur l'enzyme de conversion de
1l'angiotensine I pour les IEC). Il a été constaté, de plus, que
leg IEC et les IFC améliorent la compliance artérielle de patients
hypertendus (De Luca et coll., 1988; London et coll., 1989),
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montrant une fois encore une communauté d'action de cesg deux
clagsses différentes de médicaments. Cependant, & 1l'intérieur de la
classe des IEC, leg effets du perindopril et du captopril
different dans le sens d'une moindre protection par le captopril
de la vasodilatation cholinergique.Cet effet pourrait provenir
d'une action du captopril sur les cellules musculaires lisses
puisque la relaxation induite par le nitroprussiate de sodium est

également diminuée.

Une différence entre les effets tensionnels de ces deux IEC
semble peu probable. En effet, les doses de captopril, de
perindopril et d'isradipine employées ne modifient pas la pression

artérielle moyenne (tableau 17).

Tableau 17 : Valeurs (m * esm) de pression artérielle moyenne (PAM, mm Hg) et
de rythme cardiaque (RC, battements par minute) de rats 1/16 et contrdles,
traités par le perindopril & la dose de 0,3 (P0,3), 1 (Pl) ou 3 mg/kg (P3),
le captopril a la dose de 3 (C3) ou 10 mg/kg (C10) ou l'isradipine a la dose

de 1 mg/kg (IS1l) sous anesthésie au pentobarbital (d'aprés Chillon, 1991).

PAM (mm Hg) RC (bpm)

contrdle 1/16 contrdle 1/16
NacCl

115 £ 4 (16) 113 + 6 (14) 363 + 8 (14) 365 = 10 (14)
PO, 3

106 = 4 (7) 100 £ 7 (5) 364 £ 11 (7) 337 £ 17 (5)
P1

113 + 3 (10) 116 + 6 (7) 385 + 7 (10) 356 + 13 (7)
P3

105 £ 3 (7) 103 + 4 (5) 360 £ 14 (7) 342 £ 10 (5)
c3

116 £ 2 (7) 109 = 4 (6) 356 £ 12 (7) 340 £ 21 (6)
clo0

116 £ 3 (6) 113 £ 11 (5) 373+ 12 (7) 338 £ 23 (5)
Is1

110 + 3 (6) 100 £ 7 (6) 368 + 6 (6) 315 £ 9 (6)*

( ): nombre d'animaux. : P < 0,05 par rapport au groupe NacCl.
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Il en est de méme pour le rythme cardiaque, a 1l'exception de
l'isradipine qui l'abaisse (tableau.l7). Cependant, le fait que
ces mesures soient effectuées 24 heures apres la derniere
administration des substances ne permet pas d'exclure que, dans
les heures suivant l'injection quotidienne de captopril, de
perindopril ou d'isradipine, la pression artérielle moyenne soit

modifiée de facon différentielle.

La différence entre les degrés de protection endothéliale que
procurent ces deux IEC pourrait provenir de leur différence
structurale. Le captopril, contrairement au perindopril, possede
un groupement SH. Ainsi, dans nos conditions expérimentales, le
captopril aurait pu exercer un effet inhibiteur sur la relaxation
induite par le nitroprussiate de sodium et par 1'EDRF libéré aprés
la stimulation cholinergique par une séquestration de NO, radical
libre.

D'autres possibilités, telles qu'une altération
différentielle du métabolisme des prostancides, semblent exclues a
la lumiére des observations de Clozel et coll. (1990) d'une action
endothéliale protectrice du captopril, indépendante de la présence

ou de 1l'absence d'indométacine.

8. CONCLUSION

Le modéle de surcharge calcique développé chez 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 (modéle 1/16) se caractérise par
une surcharge calciqgque, associée a un dysfonctionnement

endothélial chez le rat jeune (2 mois).

La surcharge, spécifiquement calcique, est localisée aux
artéres et au coeur (aorte et carotide > coeur > vaisseaux de
résistance) ainsi qu'aux organes "cibles" de la vitamine D (reins

et 1intestin).

In vitro, la surcharge calcique provogque une baisse de 1la
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contractilité vasculaire et un dysfonctionnement endothélial.

A notre connaigsance, ce modéle est le seul modéle dans
lequel la fonction endothéliale atténuée, en 1'absence de
modification du profil lipidique.

Il semble donc adapté a la recherche de nouvelles
thérapeutiques du vieilligssement vasculaire et des pathologies qui

lui sont associées.

Nos résultats montrent que les IEC et les IFC préviennent la
perte de réactivité vasculaire a la noradrénaline et a la
gsérotonine in vitro et qu'ils rétablissent la fonction

endothéliale diminuée par la surcharge calcique.

Le développement de nouvelles molécules agissant sur la
surcharge calciqgues était rendu difficile par 1l'absence de modéle
fiable. Les rats SHR et les rats vieux développent une surcharge
calcique faible et d'apparition lente, comparés a 1'Homme. Le
modéle 1/16 nous a permis de différencier les effets des IFC et
des IEC et de deux IEC entre eux.

Ce modeéle pourrait également s'avérer utile pour 1'étude de
substances nouvelles tels les inhibiteurs non peptidigues de
l'angiotensine II et des antagonistes intracellulaires du calcium.

Au dela de son exploitation pharmacologique, ce modeéle 1/16
pourrait étre utilisé dans 1'investigation de nombreux aspects de
la physiologie du vieillissement vasculaire tels que les
interrelations existant dans la triade dysfonctionnement
endothélial, rigidification vasculaire et hypertrophie cardiaque.

Enfin, bien que son étiologie paraisse différente de celle
des pathologies vasculaires humaines, le modele 1/16 pourrait
trouver sa place dans 1'étude de l'interaction entre les gystémes
hormonaux responsables du métabolisme calcique et le systéme
cardio-vasculaire.

A cet égard, il est intéressant de noter que chez les
patients hypertendus a activité réninique plasmatique basse (donc
sujets agés), le taux de vitamine D circulante est élevé (Resnik

1990) .
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10. ANNEXE

Tableau 3 : Poids corporel, taux de croissance du jour 5 au jour 17 et

consommation en nourriture et eau de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrdles (n = 6 par groupe).

Jour 1 Jour 5 Jour 17 Taux de
croissance (g/jour)

Poids (g)

contrdle 204 * 2 220 * 2 300 + 2 6,2 2,0
1/16 209 + 3 170 + 2% 216 + 8* 3,5 + 2,1
Nourriture (g/kg/jour)

contrédle 117 + 16 99 + 24 101 + 14

1/16 72 + 137 17 + 18~ 127 + 24

Eau (g/kg/jour)

contrdle 147 + 11 126 + 14 113 + 6

1/16 161 + 17 111 + 14 155 + 16

Les résultats sont exprimés en m * esm.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdéle.
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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 phosphates et de sodium (Umoles/g de

poids sec) de tissus de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16)

et de rats contrdles.

PS/PF (%) Calcium (umoles/g)
Groupe contrdle 1/16 contrdle 1716
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"
Artére carotide 37,1+ 1,8 46,0 + 2,97 28,6 + 2,3 377,0 + 50,37
Artére caudale 26,6 £ 1,3 34,8 % 1,9* 23,8 + 1,5 73,9 £ 5,9*
Lit mésentérique 59,9 £ 2,0 53,6 + 1,8 1,3 20,2 5,1 % 1,0*
Myocarde 21,3 £1,3 20,2+ 1,0 4,9 £ 0,1 41,2 % 4,0
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 £ 0,2 94,4 % 8,6*
Intestin 18,6 + 0,8 19,9 £ 0,6 5,5+ 0,1 14,9 % O,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 résultats sont exprimés en m * esm; n : nombre d'animaux.

* P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
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Tableau 5 (b) : Taux de phosphates, de sodium, de magnésium et de potassium

(Mmoles/g de poids sec) de tissus de rats traités par la vitamine D3 et la

nicotine (1/16) et de rats contrdles.

Phosphates Sodium
Groupe contréle 1/1g ___________ ;;;;;gle _1/16 - -
n 12 12 12 12
Aorte thoracique 94 + 12 316 + 437 222 + 81 225 + 24
Myocarde 180 £ 8 215 * 12* 130 + 81 125 £ 9
Rein droit 176 + 9 278 + 227 186 + 16 183 # 12
Rein gauche 152 + 4 211 * ll* 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 contrdle 1/16 contrdle 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
Artére carotide 37,1 + 2,7 40,8 =+ 5,0 ND ND
Artére 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 1126
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 résultats sont exprimés en m * esm; n : nombre d'animaux.

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

ND : non déterminé
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Tableau 6 : Seuil de sensibilité (CE10mmHg, nmoles), sensibilité moyenne

(CEgpg, nmoles) et réponse maximale

sérotonine du lit mésentérique isolé et perfusé,

vitamine D3 et la nicotine (1/16) o

(RM, mm Hg)

u contrdles,

en présence

de rats traités par la

(+ E) ou en

a la noradrénaline et a la

absence (-~ E) d'endothélium (n = 12 par groupe).

NORADRENALINE SEROTONINE
Groupe contrdle 1/16 contrdle 1/16
CE] OmmHg + E 2,0 0,4 4,9 + 1,02 1,3 £+ 1,0 1,2 £ 0,7
CE1 OmmHg - E 0,7%0,2b 2,1 % 0,40 0,8 £0,3 1,6 £ 0,5
CEs50g + E 6,5% 1,0 13,7 £ 2,69 6,3 £ 0,7 3,3 £1,8
CEg5gg - E 3,8%0,8P 8,1 + 1,3a/b 2,1 +£0,7 1,7 £ 0,4
RM + E 143,0 £ 5,1 69,8 5,09 58,0 x 6,6 40,0 £ 5,72
RM - E 158,0 =+ 8,3 81,2 + 8,94 90,0 * 11,1b 70,0 10,7a'h
Les résultats sont exprimés en m * esm.
a4 . P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

b . p< 0,05 par rapport au groupe

correspondant avec endothélium.




Tableau 7 : Atténuation par le carbachol,

nitroprussiate de sodium (NPS)

l'histamine,
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la papavérine et le

des vasoconstrictions induites par la

noradrénaline sur le lit mésentérique isolé de rats traités par la vitamine

D3 et la nicotine

(1/16) ou contrdles,

exprimée par la sensibilité (CIsgg) et

la vasodilatation maximale (= réponse vasoconstrictrice observée avec la plus

forte dose de vasodilatateur,

CEg5pg de la noradrénaline en absence de vasodilatateur,

E) endothélium (n = 12 par groupe).

exprimée en

de la réponse provoquée par la

avec (+ E) ou sans (-

Groupe contrdle contréble 1/16 1/16
CIso%

+ E - E + E - E
Carbachol 0,20 £ 0,10 - 2,00 + 0,604 -
(moles/1)
Histamine 4,2 + 1,7 - 7,5 1,1 -
(Mmoles/1)
Papavérine 0,16 £ 0,02 0,15 = 0,02 0,17 £ 0,09 0,21 *0,08
(Mmoles/1)
NPS 56,8 £ 7,6 22,0 % 4,0b 51,4 £ 6,9 28,1 i5,6b
(nmoles/1)
Vasodilatation maximale

+ E - E + E - E
Carbachol 10,5 + 0,3 - 32,2 £ 2,74 -
Histamine 17,6 £ 2,1 - 33,0 + 5,22 -
Papavérine 5,6 x 3,1 5,0 £ 3,2 10,1 £ 3,5 10,4 = 3,2
NPS 6,5+ 0,5 4,5 £ 0,4 8,3 2,8 6,5 + 1,3

Les résultats sont exprimés

a4 . p < 0,05 par rapport au groupe

b . p< 0,05 par rapport au groupe

en m *+ esm.

contrdle.

correspondant avec 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
contrdles, de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou
contrdles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le perindopril & la dose de
0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl et P3), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg

(C3 ou C10) et 1l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1) (n = 12 par groupe).

Groupe Jour 1 Jour 5 Jour 17 Taux de
croissance
(Jours 5-17)

NacCcl

contrdle 239 + 6 261 * 6 320 £ 5 4,9 £+ 1,2

1/16 229 £ 6 189 + 4@ 267 + 62 6,5 £ 2,

PO,3

contrdle 231 + 12 250 + 12 315 + 11 5,4 £ 1,4

1/16 213 + 12 177 + 52 228 + 164 4,3 £ 1,

Pl

contrdle 242 + 8 263 * 8 319 + 8 4,7 £ 1,4

1/16 230 £ 7 193 + 52 270 + 62 6,4 £+ 1,8

P3

contrdéle 227 £ 9 245 *+ 10 301 £ 7b 4,7 £ 1

1/16 220 * 6 173 + 54 233 + ga.b 5,0 £ 1,6

c3

contrdble 219 * 7 237 + 7 296 + 7 4,9 + 1,9

1/16 230 £ 8 184 + 10@ 248 + 152 5,3 £ 2,0

c10

contrdle 251 = 8 273 * 8 319 + 9 3,8 + 2,1

1/16 246 + 14 196 + 4@ 241 + 11@ 3,8 1,8

Is1l

contrdle 244 + 6 267 & 7 329 + 10 5,2 £ 1,7

1/16 263 = 29 219 + 20@ 286 + 23a 5,6 1,6

Les résultats sont exprimés enm I esmn.
& ;. P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

b . p< 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 9 (a) : Contenu en calcium total (pumoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats contrdles, traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) ou le

A

perindopril a la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl ou P3).

contréble Nacl PO, 3 P1 P3

n 17 8 10 9
(Umoles/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 £ 1,0
Artere carotide 41,3 £ 7,2 30,6 £ 4,3 38,0 £ 6,3 28,7 + 3,5
Artére 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 58=%x0,4 6,3+%£0,5 5,8=x0,4
Cerveau 5,5+ 0,9 6,2 £ 1,6 5,0 £ 0,6 53 1,0
Foie 2,9 +t0,2 2,4zx0,3 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 55+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 résultats sont exprimés enm + esm.
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Tableau 9 (b) : Contenu en calcium total (umoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16),
traités par le NaCl 0,15 M (NaCl) ou le perindopril & la dose de 0,3, 1 ou 3
mg/kg (PO,3, Pl ou P3).

1/16 NacCl PO,3 Pl P3

n 14 4 7 5
(Umoles/g)

Aorte thoracique 307 = 77* 383 * 139% 416 £ 143%* 192+ 104%*
Aorte abdominale 333 * 43* 443 * 186%* 232 * 54* 399 + 135%*
Artére carotide 543 + 95% 1162 + 467* 422 * 98* 409 + 141%*
Artere 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 x 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
(mmoles/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 résultats sont exprimés enm =+ esm.

* P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.
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Tableau 9 (c) ; Contenu en calcium total (Umoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats contrbles, traités par le NaCl 0,15 M (NacCl), le
captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou Cl0) ou l'isradipine a la dose de

1 mg/kg (IS1).

contrdle NacCl c3 clo Isl

n 17 8 6 6
(pmoles/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
Artére carotide 41,3 + 7,2 44,6 + 13,5 37,0 * 10,8 26,6 £ 4,4
Artere caudale 26,9 £ 3,0 19,8 =+ 3,6 23,6 £ 2,1 22,9 £ 2,3
Lit mésentérique 1,3 *+ 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%+0,9 5,1+1,0 4,7 £ 0,7 6,6 £ 3,4
Foie 2,9+t0,2 2,9zx0,2 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/qg)

Fémur diaphyse 55 % 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 résultats sont exprimés en m * esm; n : nombre d'animaux.

* : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.




141

Tableau 9 (c¢) : Contenu en calcium total (Umoles ou mmoles/g de poids sec) de

tissus isolés de rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16),
traités par le NaCl 0,15 M (NaCl), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg

(C3 ou C10) ou l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (ISl).

1716 Nacl c3 c1o0 Isl

n 13 7 4 6

(Umoles/g)

Aorte thoracique 307 * 77%* 411 + 182*% 373 £ 175*% 491 *115%*
Aorte abdominale 333 * 43%* 312 + 106%* 493 + 81%* 265 £ 69%*
Artére carotide 543 1 95% 679 + 161* 415 £ 150* 394 + 92*
Artére 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 + 1,5% 7,9 £ 1,3% 17,2 £ 5,7% 11,0 + 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 53 0,1
Fémur épiphyse 4,6 £ 0,2%* 4,6 £ 0,4 4,3 £ 0,4 4,6 £ 0,3
Les résultats sont exprimés en m * esm; n : nombre d'animaux.

* ;. P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.
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Tableau 10 (a) : Parameétres plasmatiques (m * esm) de rats traités par la

vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrdles, traités par le NaCl 0,15 M

(NaCl) ou le perindopril a la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl ou P3).

contréble Nacl PO, 3 Pl P3

n 17 8 10 9

urée (mmoles/1) 6,2 0,4 7,4x0,6 6,9+0,6 7,2%0,5
créatinine (pmoles/1l) 82,0 £ 14,6 88,5 £ 5,3 65,8 £ 6,3 86,7 £ 7,1
glucose (mmoles/1) 10,3 +0,7 7,5 =% 0,6 8,9 £ 0,9 7,6 £ 1,0
cholestérol (mmoles/1) 1,3 £ 0,1 1,3 £ 0,5 1,1 £ 0,1 1,3 £ 0,1

TG (mmoles/1) 0,4 £ 0,1 0,3 £0,04 0,4 +0,1 0,3 z0,1
protéines (g/1) 58,4 £+ 2,8 55,0+ 2,9 56,3 1,7 52,9 % 3,0
calcium (mmoles/1) 2,5+0,05 2,5+0,2 2,4+0,1 2,6% 0,1
magnésium {(mmoles/1) 1,0+£0,03 1,1 £0,04 1,1 % 0,1 1,0 £ 0,1
phosphates (mmoles/1) 1,8 + 0,1 1,4 + 0,8 1,8 + 0,1 1,5 £ 0,1
sodium (mmoles/1) 143,0%3,2 145,0%6,2  145,0%5,7 144,0+11,2
potassium (mmoles/1) 3,9 +0,1 3,8 %0,1 3,8+ 0,1 3,9+0,1

PAL (UI/1) 304 = 18 326 = 20 271 £ 26 307 = 18

GOT (U1/1) 74 £ 5 88 + 4 85 + 9 85 = 8

1/16 Nacl PO, 3 P1l P3

n 14 4 7 5

urée (mmoles/1) 6,4 +0,8 7,8%x0,9 6,7+ 0,4 7,1 % 0,7
créatinine (umoles/1) 64,8 £ 6,2* 90,7 + 11,6 60,7 £ 3,4 77,4 £ 9,8
glucose (mmoles/l) 8,7 0,5 11,6 £ 1,7 8,7 £ 0,7 11,1 + 4,0
cholestérol (mmoles/1) 1,4 £ 0,1 1,8+ 0,1 1,3+0,1 1,5% 0,2
TG (mmoles/1) 0,3 0,04 0,3 £0,1 0,3 £ 0,03 0,2 % 0,04
protéines (g/1} 53,4 + 2,7 54,6 * 4,1 53,6 £ 3,0 56,7 £ 3,4
calcium (mmoles/1) 2,5+0,1 2,5%x0,1 2,4+0,1 2,5% 0,1
magnésium (mmoles/1) 1,1 £ 0,03 1,0 % 0,04 1,1 +0,04 1,1 £ 0,1
phosphates (mmoles/1) 1,4 £ 0,1* 1,5 £ 0,1 1,7 £ 0,1 1,3 £ 0,1
sodium (mmoles/1) 144,016, 0 147,0 £ 6,5 138,0%5,0 139,0+10,8
potassium (mmoles/1) 3,8 £ 0,1 4,1 £ 0,1 3,7 0,1 3,9 £ 0,1
PAL (UI/1) 279 + 37 377 £ 128 354 * 48 380 £ 19*
GOT (UI/1) 92 + 10 152 + 65 108 £ 7 89 £ 9

TG = triglycérides, PAL = activité phosphatase alcaline, GOT = activité
glutamate oxalocacétate transaminase.

* : P < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.
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Tableau 10 (b) : Parameétres plasmatiques (m * esm) de rats traités par la

vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrdles, traités par le captopril a la

dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou Cl0) ou l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (IS1l).

contrdle Cc3 clo Is1

n 6 5 6

urée (mmoles/1) 6,4 + 0,3 7,0+ 0,5 9,1 + 1,6
créatinine (pumoles/1) 78,2 £ 5,3 81,1 £ 6,3 82,0 + 4,6
glucose (mmoles/1) 6,8 £ 0,7 8,0 £ 0,9 11,0 £ 1,5
cholestérol (mmoles/1) 1,2 £ 0,15 1,2 £ 0,2 1,2 £ 0,2
TG (mmoles/1) 0,2 + 0,04 0,3 £ 0,04 0,3 £ 0,04
protéines (g/l} 61,8 + 2,0 63,1 + 1,4 56,3 + 3,8
calcium (mmoles/1) 2,4 + 0,1 2,3+ 0,1 2,6 £ 0,05
magnésium (mmoles/1) 1,0 £ 0,1 1,1+ 0,05 1,2 £ 0,04
phosphates (mmoles/1) 1,6 £ 0,1 1,5+ 0,1 2,2 0,1
sodium (mmoles/1) 142,0 £ 11,0 145,0 £ 7,6 144,0 = 0,7
potassium {(mmoles/l) 4,0 £ 0,1 3,7 0,2 3,8 0,1
PAL (UI/1) 293 + 26 296 *+ 34 292 £ 23
GOT (u1/1) 79 + 3 77 £ 6 94 £ 5
1/16 c3 cilo Is1

n 5 3 6

urée (mmoles/1) 7,5 0,9 6,5+ 1,0 6,8 £ 0,5
créatinine (umoles/1) 88,5 + 5,6 62,0 * 10,2 65,3 £ 5,5
glucose (mmoles/1) 8,7 + 0,3 6,7 £ 0,4 9,3 £+ 1,3
cholestérol (mmoles/1) 1,9 £ 0,5 1,6 £ 0,3 1,4 £ 0,1
TG (mmoles/1) 0,2 = 0,03 0,2 £ 0,04 0,3 £ 0,02
protéines (g/1) 58,8 + 2,8 59,7 £ 1,6 54,2 * 2,7
calcium (mmoles/1) 2,3 £ 0,1 2,3 0,4 2,5+ 0,1
magnésium (mmoles/1) 1,1 £ 0,04 1,0 £ 0,04 1,1 £ 0,04
phosphates (mmoles/1) 1,5 + 0,01 1,7 £ 0,2 2,0 £ 0,2
sodium (mmoles/1) 141,0 *+ 4,6 138,0 = 9,0 144,0 =+ 1,8
potassium (mmoles/1) 4,0 £ 0,1 3,8 + 0,2 3,7 0,2
PAL (UI/1) 378 £ 36%* 268 £ 39 328 £ 50
GOT (U1/1) 135 + 19* 82 + 10 113 = 13

TG = triglycérides, PAL = activité phosphatase alcaline, GOT = activité
glutamate oxaloacétate transaminase.

* . p < 0,05 groupe 1/16 par rapport au groupe contrdle correspondant.



Tableau 11

(a)

et réponse maximale a la noradrénaline,

rats traités par la vitamine D3 et la nicotine

par le NaCl 0,15 M

(NacCl),

sur le lit mésentérique,

(1/16)

le perindopril a la dose de 0,3,

ou contrdles,
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Seuil de sensibilité (CElommHg), sensibilité moyenne (CE5gg)

isolé de

traités

1 ou 3 mg/kg

(P0,3, P1 et P3) (n = 12 par groupe).
CE10mmHg (nmoles) CEg50% (nmoles) Réponse maximale (mm Hg)
+ E - E + E - E + E - E
NacCcl
contrdle
2,0 £ 0,4 0,4 £ 0,2 6,5 & 1,4 3,8 0,8 143,0 £ 5,0 158,0 = 8,0
1/16
4,0 £ 0,52 4,1 £ 1,2% 13,7 £+ 2,72 8,0 + 1,32 69,8 + 5,04 81,3 * 8,92
PO,3
contrdle
2,1 0,5 0,8 = O,la'b 9,1 +1,8 5,0+ 1,0 123,1 = 7,1 137,0 £ 7,5
1/16
4,2 + 0,8 2,0 0,9 22,5 £ 6,22 11,3 £ 2,3 91,3 + 11,22 110,0 + 8,52
P1l
contrdle
1,5+ 0,4 0,7 £ 0,3 8,5+ 1,6 6,2 £ 1,3 127,0 + 6,8 130,8 £ 8,6
1/16
2,5+ 1,0 1,1+ 0,3 11,0 £ 3,5 5,0+ 1,2 115,8 + 10,2b 136,5 + 9,50
P3
contrdle
1,6 + 0,4 0,9 £ 0,2 10,0 £+ 1,4 6,6 £ 1,4 135,3 £ 6,7 139,0 £ 5,6
1/16
3,0 £ 0,7 1,4 £ 0,4P 12,0+ 2,3 8,0+ 1,8 115,0 * 10,5P 125,0 + 11,0P
Les résultats sont exprimés en m * esm.
a : P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.
b : P < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 11 (b) : Seuil de sensibilité (CE1QmmHg). sensibilité moyenne (CEspg)

et réponse maximale a la noradrénaline, sur le lit mésentérique, isolé de

rats traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrdles, traités
par le NaCl 0,15 M (NaCl), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg {(C3 ou

Cl10) et l'isradipine a la dose de 1 mg/kg (ISl) (n = 12 par groupe).

CEjOmmHg (nmoles) CEgpy (nmoles) Réponse maximale (mm Hg)
+ E - E + E - E + E - E

Nacl

contrdle

2,0 £ 0,4 0,4
1/16

4,0 £ 0,54 4,1
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Les résultats sont exprimés en m + esm.
a : P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

b . p < 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 12 : Atténuation par le carbachol et le nitroprussiate de sodium des

vasoconstrictions induites par la noradrénaline, exprimée par la sensibilité
(CIgpg) et la relaxation maximale (%), sur le lit mésentérique isoclé de rats
traités par la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrdles, traités par le
NaCl 0,15 M (NacCl), le perindopril a la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, P1
et P3), le captopril a la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou Cl1l0) et 1'isradipine a

la dose de 1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par groupe).

Groupe Carbachol Nitroprussiate de sodium
CIsoy Relaxation CI50% Relaxation
(Mmoles/1) maximale (%) (nmoles/1l) maximale (%)

NacCl

contrdle 0,27 = 0,08 10,5 £ 1,2 29,1 + 5,6 7,0 £ 1,1

1/16 1,05 + 0,342 32,2 £ 5,68 33,7 + 9,8 8,7 + 2,3

PO, 3

contrdle 0,45 + 0,18 12,0 £ 1,3 37,6 £ 13,8 9,2 1,9

1/16 0,43 * o,12b 20,7 £ 4,42 45,2 + 17,4 12,9 + 5,4

P1

contrdle 0,24 + 0,05 12,0 £ 1,3 24,8 + 8,3 + 2

1/16 0,46 + 0,15P 9,7 £ 1,7P 27,2 + 11,5 9,6 + 2,

P3

contrdle 0,21 + 0,05 11,3 £ 1,6 28,6 * 12,2 9,9 £ 2,4

1/16 0,27 + 0,14P 15,1 + 4,9b 37,5 * 14,0 10,1 + 3,3

c3

contrdle 0,18 + 0,10 8,8 £ 2,6 46,0 £ 19,2 12,0 £ 5

1/16 0,56 + 0,22b 31,4 + 3,62 25,2 * 8,1 11,6 £ 4,8

c1lo0

contrdle 0,62 £ 0,30 11,2 + 1,3 67,0 £ 17,00 15,7 * 2,8b

1/16 2,7 t 1,85"b 36,1 + 8,32 88,2 = 28,4b 17,8 % 2,0b

Isl

contrdle 0,18 + 0,03 8,3 + 3,2 47,0 + 12,1 11,3 £ 3,2

1/16 0,28 + 0,11& 12,1 + 2,70 34,8 + 17,4 8,6 £ 3,8

Les résultats sont exprimés en m * esmn.
& . P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

b . p< 0,05 par rapport au groupe NaCl correspondant.
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Tableau 13 : Seuil de sensibilité (CEgQ,1g), sensibilité moyenne (CEs5(Qg) et

réponse maximale a la noradrénaline, sur l'aorte isolée de rats traités par
la vitamine D3 et la nicotine (1/16) ou contrdles, traités par le NaCl 0,15 M
(NaCl), le perindopril & la dose de 0,3, 1 ou 3 mg/kg (P0,3, Pl et P3), le
captopril & la dose de 3 ou 10 mg/kg (C3 ou Cl0) et 1'isradipine a la dose de

1 mg/kg (IS1l) (n = 12 par groupe).

Noradrénaline

CEQ,1g (nmoles/1) CE5(0% (nmoles/1l) Réponse maximale (g)
contrdle 1/16 contrédle 1/16 contrble 1/16
NacCl 4,6 £ 1,1 9,0 £ 2,12 24,9+ 5,5 83,1 + 20,14 0,92 = 0,03 0,67
+ 0,102
PO, 3 5,8+ 2,3 8,9 + 3,2 33,3 £ 6,2 77,7 £ 21,12 0,85 + 0,06 0,62
+ 0,18
Pl 5,6 £ 1,0 9,0 £ 1,5 28,2 £ 3,7 89,0 £ 14,22 0,85 + 0,07 1,05
+ 0,09
P3 5,4 £ 1,2 8,0 £ 2,1 24,3 + 10,5 42,3 + 0,7P 0,77 £ 0,11 0,85
+ 0,10
C3 4,5 + 1,3 25,2 + 7,22/b 20,7 £ 3,5 68,2 + 17,52 0,88 + 0,18 0,27 %
0,09a:b
Cc10 4,6 £ 2,0 7,5 * 1,8 31,7 £ 7,8 55,7 + 23,3 1,07 £ 0,1 0,56
+ 0,162
Is1 3,0 £ 0,9 5,1 % 1,0bP 20,7 £ 3,5 12,7 + 6,9P 1,11 + 0,09 0,55
+ 0,172
Les résultats sont exprimés en m t esm.
a : P < 0,05 par rapport au groupe contrdle.

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




RESUME

Parmi les modifications cardio-vasculaires engendrégs par
le vieillissement, la surcharge calcique vasculaire revét une
importance particuliére. Le taux de calcium total aortique
augmente en effet de 150 fois entre les dges de 10 et 90 ans
chez 1'Homme. Un modele de surcharge calcique cardio-vasculaire
.a été développé chez le rat adulte jeune. 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 (modéle 1/16), induit une surcharge calcique localisée au
coeur, aux artéres, et aux organes "cibles" de la vitamine D
(reins et intestin). In vitro, dans l'aorte et le 1lit
mésentérique, la surcharge calcique provoque une baisse de la
réactivité a la noradrénaline et a la sérotonine, ainsifqu'une
diminution de la fonction endothéliale. Ces modificatio#s sont
provoquées par la surcharge calcique, en présence d'un profil
lipidique plasmatigue normal. L'isradipine (inhibiteur.ée flux
calciques, IFC) prévient la surcharge calcique dans le lit
mésentérique et 1'artére caudale. Les inhibiteurs de 1l'enzyme de
conversionvde l'angiotensine I (IEC : captopril et perindopril)
vet 1l'isradipine préviennent la perte de réactivité A la
noradrénaline dans le lit mésentérique et l'aorte. Les IEC et
IFC rétablissent la fonction endothéliale dans le lit
mésentérique alors que seuls les IEC la rétablissent dans
1'aorte. La réversibilité de la surcharge calcique dans les
artéres de résistance ainsi que la réversibilité des
modificatipns de réactivité vasculaire induites par cette méme
surcharge, permettént d'entrevoir une stratégie thérapeutique
des troubles cardio-vasculaires qu'elle engendre lors du
vieillissement et'de 1'hypertension artérielle. Le modeéle que
nous décrivons dans cette thése constituera un outil important
dans la_ recherche de nouvelles substances médicamenteuses.

Mots clés : Aorte - Artéres - Calcium - Vieillissement -
Artériosclérose - Endothélium - inhibiteur de flux calcigues -

inhibiteur de 1l'enzyme de conversion de l'angiotensine T
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