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Le bronchospasme est une complication redoutable en anesthésie et chez les sujets

porteurs de bronchopneumopathie chronique obstructive (asthme et parfois bronchite'

chronique), complication survenant au cours de différentes circonstances

étiopathogéniques mais également favorisée par l'hypoxie, A l'heure actuelle, aucun

médicament ne peut prétendre à une prévention efficace du bronchospasme pour une

évolution qui peut être dramatique. L'asthme aigu grave tue chaque année en France 1500

à 2000 patients le plus souvent jeunes. Il s'agit donc d'un problème majeur de santé

publique.

Plusieurs études ont montré que les inhibiteurs calciques atténuaient la réactivité

bronchique à l'histamine (Barnes et coll 1981, Brugman et coll 1983, Cerrina et coll

1981, Corris et coll 1983, Fanta et coll 1982). Les effets sont en général modestes.

Certains pourraient avoir une action plus spécifique sur les voies aériennes, mais de nos

jours, ils n'ont pas été retenus dans la prévention ou le traitement de l'asthme. Les

activateurs potassiques ont été également étudiés dans le bronchospasme expérimental à

l'histamine et testés cliniquement chez des patients asthmatiques avec quelques succès.

Le but de ce travail a été d'étudier in vivo les effets de certains activateurs

potassiques à doses équihypotensives sur la contraction de la fibre musculaire lisse à

l'histamine et de comparer leurs effets avec ceux des inhibiteurs calciques.
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Les médicaments qui bloquent l'entrée du calcium à travers les canaux spécifiques

de la membrane plasmique ont été, autrefois, pressentis dans le traitement de l'asthme (So

et coll 1986), mais n'ont n'ont pas prouvé leur efficacité à l'égard du bronchospasme

chez les sujets asthmatiques (Hendeles et Harman 1987). Il est vraisemblable que des

inhibiteurs calciques, avec des effets plus sélectifs vis à vis des voies aériennes, puissent

être développés. En effet, la nicardipine inhibe la constriction de la fibre muscle lisse des

voies aériennes à une posologie non toxique (Zhang et Lai 1991). Cependant les

concentrations requises de nicardipine qui inhibent la libération d'histamine par les

mastocytes humains sont supérieures aux concentrations obtenues avec les posologies

conventionnelles de ce médicament (Kim et coll 1985). Un espoir s'est forgé avec les

activateurs potassiques.En effet, ils sont relaxants in vitro sur la fibre musculaire lisse

isolée des voies aériennes chez l'animal et chez l'homme. Les études in vivo ont confirmé

partiellement leur action bronchodilatatrice (Black et Barnes 1990a, Black et coll 199üb).

Chez l'asthmatique, le cromakalim a montré une efficacité dans l'asthme nocturne

(Williams et coll 1990) alors que le levcromakalim n'en a pas (Kidney et coll 1993).

Dans la présente étude, nous avons comparé l'action de certains activateurs

potassiques et inhibiteurs calciques sur un modèle de bronchospasme expérimental à

l'histamine. Nous avons observé les variations des résistances et de l'élastance

pulmonaires totales après un aérosol d'histamine chez des lapins anesthésiés, curarisés et

ventilés artificiellement. Les médicaments étaient injectés préventivement à posologies

équihypotensives pour les hypotenseurs. Ces posologies étaient déterminés

expérimentalement et progressivement à doses croissantes chez des lapins différents. Un

maximum de trois lapins était en général nécessaire afin d'obtenir une chute de la

pression artérielle de 60 % environ.

Le rôle du monoxyde d'azote (NO) dans le bronchospasme à l'histamine a été

évalué grâce à l'utilisation d'un inhibiteur de la NO synthétase et de produits générateurs

de NO. Enfin, comme les radicaux libres peuvent contribuer à la bronchoconstriction
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(Katsumata et coll 1990), la capacité du tissu pulmonaire à relarguer des radicaux libres

dans ces circonstances a été appréciée à partir d'un homogénat de tissu pulmonaire

prélevé à la fin des expériences.
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3 PHYSIOLOGIE - PHYSIOPATHOLOGIE DE L'HYPERRÉACTIVITÉ

Trente cInq ans après la mise en évidence par Tiffeneau (1958) de

«l'hypersensibilité pulmonaire» des asthmatiques à l'acétylcholine et à l'histamine, les

mécanismes responsables de l 'hyperréactivité bronchique sont toujours incomplètement

déterminés. Paradoxalement, la physiopathologie de la réactivité bronchique est mieux

connue même si les mécanismes ou la séquence des mécanismes responsables ne sont pas

complètement élucidés (Lockhart et coll 1989). Il s'agit par conséquent d'une voie de

recherche active dont le but est une meilleure approche de la physiopathologie avec pour

objectif une prise en charge thérapeutique plus adaptée. L'hyperréactivité bronchique fait

partie de l'asthme. Cependant, les deux entités hyperréactivité bronchique et asthme ne

sont pas synonymes. Nous allons dans un premier temps nous intéresser à l'effecteur

principal de la réactivité bronchique qu'est le muscle lisse bronchique puis de façon

détaillée à l'hyperréactivité bronchique "normale". Enfin, nous rappelerons brièvement

les mécanismes physiopathologiques de l'hyperréactivité bronchique et ses composantes

multifactorielles.

3.1 Le muscle lisse bronchique effecteur principal de la réactivité

bronchique

Un des effecteurs principaux de la réactivité bronchique est le muscle lisse des

voies aériennes (Boushey et coll 1980, Woolcock et coll 1984). Il est réparti le long de

l'arbre trachéo-bronchique depuis la trachée jusqu'aux bronchioles terminales (Moreno et

coll 1986, Stephens 1987) mais ce sont les bronches de diamètre inférieur à 5 mm c'est

à-dire à partir de la 3ème/4ème génération qui ont une implication plus importante dans la

physiologie et la physiopathologie de la réactivité bronchique humaine. C'est la

relation entre muscle lisse et bronchique a
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recherche dans le domaine des mécanismes cellulaires de la contraction.

Nous aborderons trois aspects.

• le contrôle par les messagers extra-cellulaires

• transduction membranaire signal extracellulaire

• le fonctionnememt des éléments contractiles

3.1.1 Contrôle du muscle lisse des voies aériennes par les

messagers extra-cellulaires (tableau 1)

Deux types de messagers extracellulaires contrôlent la contraction du muscle lisse

bronchique grâce à une interaction avec des récepteurs spécifiques présents sur la

membrane cellulaire musculaire: les neurotransmetteurs du système nerveux autonome et

les médiateurs produits par les cellules inflammatoires

3.1.1.1 Les neurotransmetteurs du système nerveux

autonome

Même si une altération du système nerveux autonome n'est pas la cause principale

de l'asthme et de l'hyperréactivité bronchique, l'interaction des effets des

neurotransmetteurs et des médiateurs de l'inflammation influence vraisemblablement le

tonus bronchomoteur et la réactivité bronchique aux stimuli. Les neurotransmetteurs sont

libérés lors de la stimulation du système nerveux autonome.

3.1.1.1.1 L'innervation pulmonaire

- Fibres nerveuses afférentes

Plusieurs types de récepteurs des fibres nerveuses afférentes existent dans les

voies aériennes.
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Tableau 1

Principaux messagers extracellulaires qui contrôlent la contraction du muscle lisse des voies aerrennes par
interaction avec des récepteurs spécifiques présents sur la membrane cellulaire musculaire.

Messager extracellulaire Récepteur membranaire Effet sur muscle
musculair-e voies aériennes

Acétylcholine, M3 Contraction
Adrénaline Bêta 2 Relaxation

Neurotr-ansmetteurs VIP, PHI, PHM Récepteurs spécifiques Relaxation

Tachykinines :SP NKI Contraction

NKA NK2 Contraction

CGRP Récepteur spécifique Contraction

NO Récepteur non spécifique Relaxation

Histamine Hl Contraction

Eicosanoïdes :
Médiateurs Prostaglandine 02 Récepteur spécifique? Contraction

Prostaglandine F2a Récepteur spécifique? Contraction

Thromboxane A2 Récepteur spécifique? Contraction

~/I2 Récepteur spécifique ? Relaxation

Leucotriènes Récepteur spécifique? Contraction

EndotheIine Récepteur spécifique? Contraction

Ep DRF(?) (?) Relaxation

(D'après Marthan, Archives Internationales de Physiologie, Biochimie et de Biophysique, 1.992)



• Les récepteurs à l'élongation sont des terminaisons nerveuses de fibres

myélinisées situées sur le muscle lisse des voies aériennes de conduction et stimulées par

des changements de tension dans la paroi des voies aériennes de conduction

(mécanorécepteurs). Ils répondent aussi à des stimulations chimiques comme le C02 et

sont responsables du réflexe de Hering-Breuer.

• Les récepteurs aux irritants sont des terminaisons nerveuses de fibres

myélinisées situées entre et au dessous des cellules épithéliales. Ils répondent aux stimuli

chimiques, aux gaz nocifs et aux particules inhalées. Leur stimulation entraîne une

bronchoconstriction réflexe.

• Les fibres C sont des terminaisons nerveuses des fibres C non myélinisées.

- Fibres nerveuses efférentes

Le contrôle autonome se fait à partir des systèmes cholinergique, adrénergique,

non adrénergique non cholinergique (NANC) (Bames 1986, Leff 1988).

• Le système nerveux cholinergique

L'innervation parasympathique cholinergique constitue le plus important système

nerveux bronchoconstricteur chez l'homme et l'animal (Gabella 1987). Les fibres

nerveuses parasympathiques cholinergiques suivent le nerf vague jusqu'aux ganglions

parasympathiques situés dans la paroi bronchique. L'acétylcholine libérée par les fibres

cholinergiques post-ganglionnaires active les récepteurs muscariniques (M r- M2' M3) sur

les cellules cibles et la bronchoconstriction est médiée par les récepteurs M, (Roffel et coll

1990). Il semble exister un rétrocontrôle de libération d'acétylcholine en activant des

récepteurs M2 localisés aux terminaisons cholinergiques dans les voies aériennes

(Minette et Barnes 1990). Ainsi, dans l'asthme, comme d'autres situations cliniques

associées à une hyperréactivité bronchique, les mécanismes inhibiteurs de la
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libération d'acétylcholine pourraient être modifiés et contribueraient à l'exacerbation de

l'hyperréactivité bronchique.

.. Le système nerveux adrénergique

Contrairement à d'autres espèces animales, le poumon humain ne contient que très

peu de fibres nerveuses sympathiques (Barnes 1986). La présence de fibres

sympathiques a été démontrée dans les vaisseaux bronchiques, les glandes de la sous

muqueuse et peut-être dans les ganglions parasympathiques ainsi que sur les fibres

cholinergiques post-ganglionnaires. L'innervation orthosympathique du muscle lisse

respiratoire est pratiquement inexistante. (Bames 1990, Richardson et Beland 1976,

Richardson 1979). On retrouve toutefois des récepteurs bêta-adrénergiques en abondance

sur le muscle lisse respiratoire mais ceux-ci sont probablement activés par l'adrénaline

circulante (Nadel et Bames 1984, Bai 1992). En plus de la noradrénaline, un autre

neurotransmetteur, le neuropeptide Y (NPY) est colocalisé dans les terminaisons

nerveuses sympathiques et pourrait être colibéré avec la noradrénaline (Potter 1988).

Chez l'animal, le neuropeptide Y diminue la transmission cholinergique et est un

vasoconstricteur puissant du muscle lisse artériolaire (Bames et coll 1991b).

- Récepteurs bêta-adrénergiques

Les récepteurs f3-adrénergiques (REA) sont divisés en deux sous-types selon leur

seuil de réponse à la noradrénaline et à l'adrénaline: les RBAl et les REA2. Le nombre

relatif de REAl et REA2 varie d'une espèce à l'autre, chez l'humain, 70 % des récepteurs

sont des RBA2 et 30 % des RBAl (Bames 1992, Bai 1992). De plus, les RBA2 sont

polymorphes et auraient un rôle dans certains asthmes graves (Potter 1995). La

stimulation des récepteurs f3-adrénergiques produit une relaxation puissante du muscle

lisse respiratoire, augmente le transport actif d'ions, la sécrétion de mucus et la

production de surfactant. Elle module également la transmission cholinergique et inhibe la

libération de médiateurs par les mastocytes (Bai 1992). Même si un défaut majeur des

récepteurs f3-adrénergiques n'est pas à l'origine de l'hyperréactivité bronchique, des

25



anomalies de fonctionnement de ces récepteurs pourraient contribuer à augmenter la

bronchoconstriction.

- Récepteurs alpha-adrénergiques

Les récepteurs alpha-adrénergiques sont classés en deux sous-types selon leurs

propriétés pharmacologiques, les a 1 et les a2. Il existe peu de récepteurs alpha-

adrénergiques dans le poumon humain (Barnes 1992). Chez certains mammifères, en

revanche, on trouve des récepteurs a.-adrénergiques sur le muscle lisse des voies

aériennes périphériques. Ils sont localisés aux vaisseaux pulmonaires et bronchiques et

semblent également exister sur les cellules de l'épithélium bronchique. In vitro, la

stimulation adrénergique augmente la secrétion de mucus et produit une contraction du

muscle lisse respiratoire mais chez l'homme et chez le chien, cet effet n'est apparent que

si les tissus ont été contractés au préalable par de l'histamine ou de la sérotonine ou s'ils

proviennent de poumons malades (Barnes 1990, Kneussl et Richardson 1978). In vivo,

chez l'animal, la stimulation a-adrénergique induit une vasoconstriction des vaisseaux

pulmonaires et bronchiques et une inhibition de la perméabilité vasculaire (Lockhart et

coll 1992). Il existe chez les asthmatiques une certaine hyperréactivité aux agonistes a.-

adrénergiques qui est le reflet de l'hyperréactivité bronchique non spécifique plutôt que sa

cause.

• Système nerveux non adrénergique non cholinergique excitateur

(NANCe)

L'existence du NANCe dans les voies aériennes a été mise en évidence chez le

cobaye où la stimulation des bronches par un champ électrique in vitro et où la

stimulation électrique du nerf vague in vivo entraîne une bronchoconstriction. Cette

bronchoconstriction n'est pas inhibée par les antagonistes cholinergiques ou

adrénergiques, en revanche elle est bloquée par une toxine: la tétrodotoxine indique ainsi

sa nature neuronale (Andersson et coll 1983). Elle est également abolie par un

prétraitement par la capsaicine : substance qui déplète les fibres C de leurs neuropeptides
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indiquant qu'elle est due à une libération de neuropeptides des fibres C du système

sensitif. Chez l'homme, les fibres C constituent un contingent du nerf vague. Une

population de ces fibres contient des neuropeptides dont les principaux sont les

tachykinines, le peptide dérivé du gène de la calcitonine (CGRP) et le gastrin-releasing

peptide (GRP). Les tachykinines sont représentées par la substance P et la neurokinine A.

Il s'agit de peptides qui ont une homologie de séquence C-terminale. Les récepteurs de la

substance P sont présents sur le muscle lisse bronchique de la trachée aux bronchioles et

sur l'endothélium vasculaire. Ils sont présents en moins grand nombre sur le muscle lisse

vasculaire, l'épithélium bronchique et les glandes sous muqueuses (Bames 1991a). Les

récepteurs de la neurokinine A sont présents sur le muscle lisse bronchique. Les effets

des tachykinines sont liés à l'activation par l'extrémité C-terminale de récepteurs

spécifiques sur les cellules cibles. Enfin, la neurokinine A induit une contraction du

muscle lisse bronchique plus puissante que la substance P. En revanche le CGRP ne

semble pas exercer d'effet contractile sur les bronches humaines et un rôle anti

inflammatoire du CGRP dans l'hyperréactivité bronchique a été suggéré (Bames et coll

1991b). Enfin, l'implication du GRP n'a pas encore été étayée.

Ainsi, les neuropeptides du système sensitif, substance P, neurokinine A, CGRP

et GRP semblent capables de produire des symptômes caractéristiques des maladies

allergiques respiratoires, asthme et rhinite allergique. Dans un avenir proche, on devrait

pouvoir évaluer le rôle réel du système NANCe dans l'inflammation des voies aériennes

et l'entretien des maladies allergiques respiratoires.

• Le système nerveux non adrénergique non cholinergique inhibiteur

(NAN Ci)

Ce système est le seul système nerveux relaxant présent dans les voies aériennes

humaines chez les sujets sains mais également chez les sujets asthmatiques (Michoud et

coll 1988). Les effets du NANCi ne sont probablement pas dus à un système nerveux

distinct mais plutôt à un neurotransmetteur colibéré avec l'acétylcholine (Bames 1992).
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L'oxyde nitrique (monoxyde d'azote, NO) est un neuromédiateur possible du

NANCi (Nijkamp et Folkerts 1994). Il joue un rôle-clé dans la régulation physiologique

des fonctions des voies aériennes et est impliqué dans les maladies des voies aériennes

(Bames et Belvisi 1993b). La NO-synthétase, catalyse la conversion de L-arginine en L

citrulline, réaction enzymatique au cours de laquelle de l'oxyde nitrique est formé. Trois

enzymes (NO-synthétases) ont été isolées et clonées (Bredt et coll 1991).

• La forme neuronale

• La forme constitutive (cNOS) s'exprime dans les cellules endothéliales et

neuronales mais également dans les plaquettes, mastocytes et neutrophiles (Bames et

Belvisi 1993b). Cette enzyme est calcium et calmoduline dépendante et libère en quelques

secondes ou minutes des picomoles d'oxyde nitrique en réponse à une stimulation des

récepteurs (Moncada 1992) par des agonistes comme l'acétylcholine, la bradykinine, le

PAF et l'histamine. La forme constitutive est impliquée dans la régulation physiologique

de la fonction des voies aériennes.

• La forme (iNOS) n'est pas dépendante du calcium intracellulaire

ou de la calmoduline mais nécessite des cofacteurs. Une déficience d'un de ces facteurs

dévie la production d'oxyde nitrique en H2Ü2 ou anion superoxyde (Pou et coll 1990).

L'oxyde nitrique est synthétisé et libéré par les terminaisons nerveuses des

systèmes nerveux central et périphérique (Bult et coll 1990). Il semble qu'il exerce son

effet bronchodilatateur par action directe sur le muscle lisse bronchique d'une part et de

façon indirecte d'autre part en diminuant la libération d'acétylcholine des terminaisons

nerveuses cholinergiques (Bames 1993a). Enfin, il y a peu de temps, le peptide intestinal

vasoactif (VIP) était considéré comme un neuromédiateur important du NANCî. En fait,

si chez l'homme leNANCi est médié uniquement par l'oxyde nitrique (Belvisi et coll

1992), chez le cobaye la réponse bronchodilatatrice est médiée par cette molécule et

probablement par le VIP.

L'oxyde nitrique peut avoir des effets pro-inflammatoires. En effet, les quantités

importantes d'oxyde nitrique synthétisées par la forme inductible peuvent être délétères.

Dans les tissus inflammatoires, l'oxyde nitrique réagit rapidement avec l'anion
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superoxyde avec pour conséquence la formation de peroxynitrites toxiques. L'expression

de la forme inductible a été retrouvée dans l'épithélium de patients asthmatiques mais pas

chez les patients sains (Kobzik et coll 1993, Hamid et coll 1993). Enfin, l'oxyde nitrique

a été détecté dans l'air exhalé chez l'homme et l'animal (Gustafsson et coll 1991).

L'oxyde nitrique peut réguler sa propre synthèse (figure 1) en modulant l'activité

de la forme inductible tant au niveau de l'ARNm que l'activité enzymatique (Assreuy et

coll 1993) De plus, Rogers (Rogers et coll 1992) a montré que l'oxyde nitrique et l'ion

superoxyde inhibent la forme constitutive qui peut être stimulée par une augmentation de

la concentration intracellulaire de calcium dans les cellules épithéliales après stimulation

du récepteur (figure 1). L'oxyde nitrique produit stimule la guanylate cyclase qui

engendre la production de GMPc dans la cellule musculaire lisse. Le GMPc diminue la

concentration intracellulaire de calcium par un certain nombre de mécanismes (Ahlner et

coll 1991) avec pour conséquence une relaxation ou une suppression de la contraction.

Au contraire, il se pourrait (Nijkamp et coll 1994) que de fortes concentrations d'oxyde

nitrique produites par la forme inductible dans les cellules inflammatoires ou épithéliales

après stimulation par des cytokines/endotoxines, puissent réguler l'activité de la forme

constitutive. Cela pourrait perturber le mécanisme inhibiteur de la bronchoconstriction. Il

n'est pas exclu que de fortes concentrations d'oxyde nitrique désensibilisent la guanylate

cyclase. La conséquence serait une diminution de la production deGMPc dans la cellule

musculaire lisse, une augmentation intracellulaire du taux de calcium et finalement une

bronchoconstriction (Nijkamp et coll 1994).

3.1.1.2 Les médiateurs produits par les cellules

inflammatoires

Le muscle lisse des voies aériennes possède également des récepteurs

membranaires spécifiques de médiateurs essentiellement libérés par les cellules

inflammatoires.
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Figure 1 - Hypothèse concernant la balance de la réponse des voies aériennes.

La stimulation du récepteur augmente la concentration du calcium intra
cellulaire dans la cellule épithéliale. Il y a activation de la forme constitutive de
la NO-8ynthétase (cNOS) et formation d'oxyde nitrique à partir de la L
Arginine. L'oxyde nitrique stimule la guanylyl cyclase, et favorise la production
de GMPc dans le muscle. De fortes concentrations d'oxyde nitrique, produites
par la forme inductible de la NO-synthétase dans les cellules inflammatoires
ou épithéliales après stimulation par cytokines/endotoxine, peuvent supprimer
l'activité de la forme constitutive de la NO-8ynthétase ou désensibiliser la
guanylyl-cyclase. Les deux phénomènes mènent à une production diminuée
de GMPc. Cela favorise une augmentation de la concentration intra-cellulaire
de calcium et une contraction des voies aériennes.
(d'après Nijkamp F.P., Folkerts G., Clinical and experimental allergy, 1994)



• L'histamine contracte le muscle bronchique par action sur le récepteur

histaminergique de type H 1.

• Les eicosanoïdes sont dérivés du métabolisme de l'acide arachidonique, à partir

des phospholipides membranaires par action de la phospholipase A2. Ils sont synthétisés

"de novo" lors de l'excitation cellulaire à la différence des médiateurs préformés.

Beaucoup de ces eicosanoïdes, aussi bien ceux de la famille des prostaglandines que ceux

de la famille des leucotriènes possèderaient des récepteurs spécifiques sur la membrane

du muscle bronchique (Bames 1987).

Les médiateurs paracrines, produits par les cellules de l'épithélium

bronchique peuvent agir directement sur des récepteurs spécifiques présents sur la

membrane du muscle bronchique. C'est le cas de l'endothéline, peptide dont il existe

trois types, libérée par l'épithélium bronchique humain qui contracte le muscle

bronchique pour des concentrations de l'ordre du nanomolaire (Mc Kay et coll 1991).

3.1.2 Transduction membranaire du message extra-cellulaire

La transduction membranaire du message extracellulaire recouvre l'ensemble des

phénomènes qui permettent de "traduire" l'information extracellulaire (interaction

messager-récepteur) en information intracellulaire (formation ou augmentation de

concentration du second messager). C'est la concentration en calcium libre cytoplasmique

qui contrôle le fonctionnement de la machinerie contractile. En effet, certaines expériences

réalisées sur des préparations musculaires dont les membranes cellulaires ont été

perméabilisées aux ions grâce à des détergents ou des toxines montrent que

l'augmentation de la concentration calcique au voisinage immédiat de l'appareil contractile

depuis 10-7 M jusqu'à 10-5 M, contracte le muscle de façon concentration dépendante

jusqu'à l'amplitude de la contraction de la fibre intacte. Ces résultats cités par Marthan

(1992a) ont été retrouvés pour des faisceaux de muscle bronchique humain pelés

31



chimiquement (Savineau et Marthan, résultats non publiés). Le contrôle de la machinerie

contractile par l'ion calcium fait intervenir des étapes de contrôle intermédiaire ainsi que

d'autres seconds messagers que l'ion calcium. Il s'agit d'un mécanisme de couplage entre

messager extra-cellulaire et augmentation de la concentration en calcium libre

cytoplasmique. Ce couplage peut être soit direct par influx de calcium extracellulaire, soit

indirect par mise en jeu d'un second messager intermédiaire qui libère le calcium stocké

dans les compartiments intra-cellulaires. Classiquement, on distingue deux

mécanismes de couplage excitation-contraction. En effet, dans beaucoup de

muscles lisses, un potentiel d'action précède la contraction. Ce potentiel d'action est de

nature calcique, c'est-à-dire lié à l'influx de Ca2+ extracellulaire dans les cellules. Ce

couplage entre variation du potentiel de membrane et contraction musculaire est appelé

couplage électromécanique. Cependant, lorsque les cellules musculaires lisses sont

complètement dépolarisées, l'application d'un agoniste peut également entraîner une

contraction qui est alors indépendante d'une variation du potentiel de membrane. Ce

couplage est appelé pharmacomécanique ou plus exactement chimiomécanique.

Cette classification est redevenue d'actualité depuis qu'il a été mis en évidence que la

première étape du message extracellulaire (l'activation des protéines G) est probablement

commune au couplage électro et chimiomécanique dans le muscle bronchique comme

dans d'autres cellules excitables (Cobum et coll 1990).

En effet, il est probable que les protéines G qui se lient aux nucléotides de la

classe des guanines constituent le premier niveau de transduction de l'information dans la

membrane cellulaire du muscle bronchique bien que la caractérisation de ces protéines

dans ce muscle soit encore très incomplète (Cobum et coll 1990).

3.1.2.1 Couplage électromécanique

Deux types de canaux ioniques dont l'ouverture est contrôlée par une variation de

potentiel de membrane ont été identifiés dans le muscle bronchique. Ce sont les canaux

calciques et potassiques. Ils sont respectivement détaillés dans les chapitres 4.5 et 6.1.1.
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3.1.2.2 Couplage chimiomécanique

Le couplage chimiomécanique recouvre l'ensemble des mécanismes qUI

permettent la transduction du message extracellulaire en augmentation de la concentration

calcique cytoplasmique indépendamment d'une variation du potentiel de membrane.

L'augmentation de la concentration calcique cytoplasmique est essentiellement liée à une

libération de calcium à partir des compartiments intracellulaires (réticulum

sarcoplasmique) en rapport avec le métabolisme des phosphoinositides membranaires.

• Système des Phosphoinositides

En l'absence de calcium extracellulaire, la stimulation du muscle lisse bronchique

humain par l'acétylcholine induit des contractions liées à la libération du calcium à partir

des compartiments intracellulaires (Marthan et coll 1987a). L'amplitude des contractions

induites par des agonistes cholinergiques en l'absence de calcium extracellulaire est peu

différente de celle obtenue en présence de calcium extracellulaire (Marthan et coll 1987b),

enfin une mobilisation massive du calcium extracellulaire par un ionophore induit une

contraction dont l'amplitude n'est pas supérieure à celle produite par un agoniste

cholinergique (Marthan et coll 1988a). La transduction membranaire entre messager

extracellulaire et libération du calcium dans le cytoplasme fait intervenir le métabolisme

des phosphoinositides membranaires. Au sein des phospholipides membranaires, les

phosphoinositides présentent deux caractéristiques principales: l'inositol porte cinq

groupements hydroxyle, peut être phosphorylé trois fois pour donner entre autre du

phosphatidyl inositol triphosphate (IP3). L'IP3 est le second messager qui libère le

calcium intracellulaire stocké dans les organites intracellulaires (autres que la

mitochondrie). Il se fixe sur un récepteur couplé à un canal calcique, augmente la

probabilité d'ouverture de ce canal et permet l'afflux du calcium dans le cytoplasme

(Ehrlich et Watras 1988).
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• Métabolisme des phosphoinositides le muscle

Le métabolisme des phosphoinositides et la formation d'IP3 assurent le couplage

entre le message extracellulaire et la libération de calcium intracellulaire.

- La stimulation du muscle bronchique par un agoniste cholinergique entraîne, avec une

diminution de lamasse des phosphoinositides membranaires, une augmentation de celle

du diacylglycérol (DAG) respectivement source et métabolite formé au cours de la

synthèse d'IP3 (Baron et coll 1984).

- Le GTP gamma S (analogue des protéines G) active la phospholipase C qui permet la

phosphorylation de l'IP2 en IP:, dans le myocyte bronchique isolé (Murray et coll 1989)

traduisant que l'activation du métabolisme des phosphoinositides fait intervenir une

protéine G.

- L'IP3 libère le calcium stocké dans le réticulum sarcoplasmique des cellules

musculaires lisses bronchiques humaines en culture (Twort et Van Breemen 1989).

- L'IP3, comme tous les autres seconds messagers, est rapidement métabolisé puisque

la stimulation cholinergique n'entraîne qu'une augmentation transitoire de la concentration

intracellulaire d'IP3 (Chilvers et coll 1989).

- Il existe une bonne corrélation entre la fixation de certains agonistes comme

l'histamine à leur récepteur membranaire, la contraction musculaire bronchique et

l'hydrolyse des phosphoinositides (Grandordy etcall 1986).

- Beaucoup de messagers extracellulaires du muscle lisse bronchique

(neurotransmetteurs y compris ceux du NANC et médiateurs comme les leucotriènes)
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acti vent le métabolisme des phosphoinositides et confirment l'importance du couplage

chimiomécanique dans la transduction membranaire des messages dans le muscle.

3.1.3 Fonctionnement des éléments contractiles

Les connaissances des mécanismes cellulaires de la contraction du muscle

bronchique sont encore très incomplètes (Marthan 1992a). Il apparait qu'à la différence

du muscle strié dont l'activité dépend étroitement du métabolisme oxydatif, le muscle

lisse bronchique développe une contraction lente et maintenue, quasi indépendante de ce

type de métabolisme (Marthan 1992b). Les deux protéines responsables de lacontraction

dans tous types de muscle lisse sont I'actine et la myosine.

- L'actine est un filament fin composé de deux polymères linéaires de 42000 Da

enroulés en hélice autour d'une autre protéine: la tropomyosine.

- La myosine : les filaments de la myosine sont épais, bipolaires et composés de

grosses molécules asymétriques. C'est un héxamère composé de deux chaînes lourdes

(200000 Da) et quatre chaînes légères (deux de 20000 Da et deux de 17000 Da). L'une

des extrémités globulaires de la myosine est un site enzymatique (myosine ATPase), qui

en hydrolysant l' ATP permet lajonction à l'actine (Adelstein et Eisenberg 1980).

3.1.3.1 Phosphorylation de la myosine.

La phosphorylation réversible de la myosine constitue une étape contrôlée

préliminaire au développement de son activité ATPasique en présence d'actine (Sellers et

coll 1981). Les chaînes légères de la myosine sont phosphorylées grâce à une enzyme: la

kinase des chaînes légères de la myosine (MLCK). Cette enzyme est activée par l'ion

calcium après interaction avec la calmoduline et inactivée par phosphorylation grâce à une
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kinase AMPc-dépendante. Ainsi, un premier mécanisme de contraction du muscle lisse

des voies aériennes fait intervenir (figure 2) :

-I'augmentation de calcium intracellulaire (Ca2+i)

- la liaison Ca2+i-calmoduline

-I'activation de la MLCK

- La phosphorylation des chaînes légères de la myosine

- l 'hydrolyse de l'ATP par l'ATPase de la myosine phosphorylée combinée avec

l'actine

- l'établissement des ponts actine-myosine qui s'attachent et se détachent

rapidement ("normally cycling cross-bridge") entraînent le raccourcissement et la mise en

tension du muscle.

Ce type de réponse cellulaire dans laquelle il ya proportionnalité entre d'une part,

les augmentations de la concentration du second messager (Ca2+v et de la

phosphorylation de la myosine, et d'autre part l'intensité de la force développée, est décrit

sous le terme de fonctionnement en modulation d'amplitude (Marthan 1992b).

Un autre type de réponse cellulaire dans lequel la force de contraction est

maintenue alors que la concentration en second messager Ca2+i diminue est décrit sous le

terme de fonctionnement en modulation de sensibilité (Marthan 1992a). En effet, si

la stimulation prolongée du muscle par un messager extracellulaire entraîne une réponse

tonique maintenue, les augmentations de Ca2+i et de la phosphorylation des chaînes

légères de la myosine ne sont que transitoires. Cependant les mécanismes qui rendent

compte de la contraction maintenue sont encore controversés.
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Figure 2 - Phosphorylation de la myosine.

L'interaction messager extracellulaire (M.E.)-récepteur (R) augmente la
concentration en calcium libre cytoplasmique (Ca2+) et permet sa liaison
à la calmoduline. La liaison calcium-calmoduline active la kinase des
chaînes légères de la myosine (MLCK) qui phosphoryle la myosine.
L'activité ATPasique de la myosine phosphorylée permet l'établissement
de ponts actomyosine à translation cyclique (nnormally cycling cross
bridges") qui permettent le raccourcissement et la mise en tension du
muscle.



3.2 Hyperréactivité

Il existe une réactivité bronchique «normale» chez les sujets sains qui traduit la

tendance des voies aériennes à développer une obstruction bronchique modérée en

réponse à une stimulation non spécifique par des agents physiques ou chimiques. Le rôle

physiologique de cette réactivité bronchique est encore mal connu mais pourrait intervenir

dans la distribution intrapulmonaire la ventilation et donc dans celle des

rapports ventilation-perfusion (Otis 1983). Elle pourrait également protéger le

parenchyme pulmonaire contre 1 de substances toxiques ou

allergéniques en quantité importante. .L'hyperréactivité est définie par une

modification de la relation stimulus bronchique «quantifiable» - réponse bronchique

obstructive «mesurable» qui s'exprime graphiquement par une modification de la courbe

dose (de stimulus) - réponse (obstruction bronchique) par rapport à celle des sujets

normaux. Trois critères (Marthan 1992b) différencient la courbe dose-réponse du sujet

hyperréactif de celle du sujet normal (figure 3).

1 - La sensibilité est plus grande c'est-à-dire que la courbe est déplacée vers la

gauche, ou encore, il faut des doses moindres dagonistes pour induire une réponse.

Cette information est quantifiée par la valeur de la dose produisant un effet donné mesuré

par diverses méthodes spirographiques.

2 - La réactivité est plus marquée, c'est-à-dire que, quelle que soit la dose,

l'obstruction bronchique induite est d'amplitude supérieure à celle du sujet normal.

3 - Il n'y a pas de «plateau» (figure 3). L'amplitude de cette réponse maximale est

habituellement de l'ordre de 20 à 30 % de diminution de la valeur du VEMS pour des

doses d'histamine ou de métacholine supérieures à 8 umoles. L'hyperréactif bronchique

ne présente pas de plateau, ou au moins, celui-ci n'est pas mesurable. En effet, chez les

hyperréactifs sévères, des doses de l'ordre de 0,1 umole entraînent des diminutions
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importantes d'environ 40% de la valeur du VEMS sans qu'il n'apparaisse de plateau

(Woolcock et coll 1984, Sterk et coll 1985).

Une des caractéristiques essentielles de l'hyperréactivité bronchique

est le fait que la réponse "excessive n des voies aériennes n'est pas

spécifique stimulus Les directs sont ceux agissants

directement sur le muscle lisse bronchique pour induire l'apparition de l'obstruction

bronchique (métacholine, histamine, carbachol...). Les stimuli indirects sont ceux

qui déclenchent l'obstruction bronchique par libération secondaire de médiateurs ou

activation des voies nerveuses bronchoconstrictrices (exercice, inhalation d'air sec, f3

bloquants). Enfin, les stimuli sont parfois classés selon leur nature physicochimique ou

leur rôle biologique. Les stimuli physiques sont l'exercice, l'air froid,

l 'hyperventilation ou l'inhalation de solutions hypo ou hyperosmolaires. Les stimuli

pharmacologiques comportent les médiateurs du système nerveux autonome (agoniste

cholinergique, antagoniste adrénergique...), certaines amines biologiquement actives

(histamine), certains peptides (bradykinine), les métabolites de l'acide arachidonique

(prostaglandines et leucotriènes) ou certains neuropeptides (substance P). Les stimuli

chimiques comprennent notamment les polluants gazeux comme l'ozone, le dioxyde de

soufre ou le dioxyde d'azote (Marthan 1992b).

3.2.1 Mécanismes de l'hyperréactivité bronchique

La physiopathologie de l'hyperréactivité bronchique a une origine multifactorielle

que nous allons aborder point par point pour un souci de présentation.

3.2.1.1 Rôle de l'inflammation des voies aériennes et de

l'atopie

La notion d'inflammation des voies aériennes est un point-clé dans l'asthme et les

modifications retrouvées au niveau des voies aériennes concernent essentiellement la
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muqueuse, la membrane basale et la sous-muqueuse bronchique. L'infiltrat cellulaire est

très caractéristique et est marqué par la présence d'éosinophiles, de lymphocytes, de

mastocytes et de macrophages. Toutes ces cellules ont la caractéristique d'être activées

contrairement aux sujets normaux. Cet infiltrat inflammatoire de la muqueuse est présent

même chez les asthmatiques peu sévères (Beasley et coll 1989) et survient précocement

dès les premiers symptômes de l'asthme (Laitinen et coll 1983). L'intensité de cet infiltrat

est correléeà la sévérité clinique de l'asthme (Bousquet et coll 1990), au niveau

d'obstruction bronchique (Gibson et coll 1989, Walker et coll 1991) et est augmentée au

cours des épisodes d'exacerbation. L'éosinophile est le type cellulaire inflammatoire

reconnu comme le fait marquant sur le plan histologique du poumon asthmatique à

l'autopsie et dans le liquide de lavage alvéolaire après provocation antigénique chez des

patients porteurs d'un asthme allergique (Demonchy et coll 1985, Kirby et coll 1987,

Walker et coll 1991) qui prédomine dans la sous-muqueuse (Beasley et coll 1989, Jeffery

et coll 1989, Bradley et coll 1991). La protéine cationique de l'éosinophile (ECP), la

protéine majeure (MBP) et la neurotoxine dérivée de l'éosinophile (EDN) sont des

protéines basiques contenues dans les granules de l'éosinophile et relarguées en grande

quantité dans l'expectoration, le lavage bronchiolo-alvéolaire (LBA) (Wardlaw et coll

1988, Bousquet et coll 1990) et les tissus bronchiques des asthmatiques. Plusieurs études

ont montré une relation entre la concentration de protéines basiques présentes dans le

LBA et la gravité de l'asthme (Bousquet et coll 1990, 1991) ou l'intensité de

I'hyperréactivité bronchique (Wardlaw et coll 1988). Les éosinophiles sont capables aussi

de sécréter une grande quantité de médiateurs phospholipidiques dont le leucotriène

(LTC4) qui est un puissant bronchoconstricteur à l'état basal et après asthme induit après

inhalation d'allergène. Les éosinophiles sécrètent également en grande quantité le facteur

activateur des plaquettes (PAF). Son rôle dans l'asthme est fondé sur un chimiotactisme

vis à vis des éosinophiles, une augmentation de l'adhésion aux cellules endothéliales et de

I'hyperréactivité bronchique ainsi que ses propriétés vasodilatatrices. Ainsi, l'éosinophile

joue un rôle primordial, cependant le rôle des chémoattractants comme le PAF n'explique

pas la migration préférentielle des éosinophiles plutôt que des neutrophiles. Les
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mastocytes, quant à eux, sont des cellules résidentes des voies aériennes et jouent un rôle

important, en particulier dans les réactions allergiques immédiates mais aussi dans

l'asthme non allergique (Gibson et coll 1993). Il est probable que ces cellules jouent un

rôle dans la persistance de la réaction inflammatoire. En effet, elle libère des médiateurs

chimiotactiques comme le LTB 4 et récemment, il a été montré qu'elles avaient le pouvoir

de sécréter des cytokines comme l'interleukine-3 (11-3), l'interleukine-S (11-5) et le

«Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor» (GMCSF) qui peuvent recruter et

activer les éosinophiles, monocytes et polynucléaires neutrophiles (Gordon et coll 1990).

Ceci fait de ces cellules un probable pivot de la réaction inflammatoire asthmatique par

leur rôle de starter et d'entretien de la réaction. Les lymphocytes présents dans l'infiltrat

inflammatoire sont essentiellement des lymphocytes T qui exercent un rôle central dans la

génèse et l'entretien de l'inflammation bronchique asthmatique. Ils sont activés comme

cela a été mis en évidence dans les biopsies (Bentley et coll 1992) et le LBA (Robinson et

coll 1993) des sujets asthmatiques et ont la capacité de sécréter une grande quantité de

lymphokines. Ainsi, 1'11-3, 1'11-5 et le GMCSF sont des cytokines sécrétés par les

lymphocytes T qui ont une action puissante pour recruter, prolonger, assurer la survie et

activer les éosinophiles. D'autres cellules comme les macrophages et les neutrophiles

jouent un rôle encore mal précisé dans l'inflammation asthmatique.

3.2.1.2 Existe-t-il une composante génétique ?

L'existence d'une composante héréditaire, génétique de l'hyperréactivité

bronchique non spécifique est un sujet controversé. L'étude de la génétique de

l'hyperréactivité bronchique dans l'espèce humaine est difficile, parce qu'il n'y a pas de

phénotype bien défini et parce que dans certaines affections comme l'asthme, la

composante inflammatoire est acquise au premier plan. Il y a plusieurs études de

concordance chez des jumeaux mono ou dizygotes, de distribution dans la population

générale et de transmission familiale dont les résultats sont en faveur de la transmission

de génération en génération de l'hyperréactivité bronchique dans l'espèce humaine. Ceci
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est vrai pour la réponse des bronches aux agonistes cholinergiques tant sont rares les

études génétiques faites avec d'autres stimuli. Il n'y a pas de consensus sur le mode de

transmission de cette hyperréactivité bronchique.

3.2.1.3

Les cellules épithéliales bronchiques recouvrent l'ensemble des voies aériennes.

Le film de mucus qui tapisse le pôle apical et l'organisation du cytosquelette expliquent

leur fonction de barrière de protection vis à vis d'agents inhalés organiques ou non. La

desquamation des cellules épithéliales bronchiques est un phénomène très commun dans

l'asthme. Ainsi, l'épithélium bronchique a été proposé comme pièce maîtresse dans le

développement et le maintien de l' hyperréactivitébronchique. D'abord considéré comme

une simple barrière physique limitant l'accès des agents exogènes aux autres cellules des

voies aériennes, des études menées à partir de 1985 ont suggéré un rôle actif avec la

sécrétion d'un facteur relaxant virtuel; l'EpDRF (facteur relaxant dépendant de

l'épithélium). Une enzyme: l'endopeptidase 24.11 (également appelée endopeptidase

neutre, enképhalinase ou EC 3.4.24.11) est fixée en grandes quantités à la surface des

cellules épithéliales des voies respiratoires (Johnson et coll 1985) et serait responsable de

la métabolisation de certains médiateurs. Une baisse de l'activité de l' endopeptidase

24.11 pourrait être responsable de l 'hyperréactivité bronchique. L'action des

glucocorticoïdes permet ainsi une augmentation de l'expression de l' endopeptidase 24.11

et pourrait expliquer les effets bénéfiques chez l'asthmatique (Borson et Gruener 1991).

Beasley (Beasley et coll 1989) a mis en évidence une corrélation nette entre le nombre de

cellules épithéliales bronchiques dans le premier recueil de LBA et l'hyperréactivité

bronchique. Des études expérimentales menées chez l'animal et chez l'homme ont montré

que l'épithélium pouvait régler le tonus du muscle lisse bronchique sous-jacent (Pavlovic

et coll 1989). En revanche, les cellules épithéliales bronchiques obtenues par brossage

chez l'asthmatique libèrent dans le surnageant d'importantes quantités de 15HETE, de

PGE2 et de fibronectine (Campbell et coll 1993). Cette libération est spontanée et diffère
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donc nettement du profil fonctionnel usuel de cellules épithéliales bronchiques de sujets

normaux. Le 15HETE est un médiateur pro-inflammatoire (Salari et Chan-y eung 1989).

La PGE2 est un métabolite des phospholipides membranaires par la voie de la cyclo

oxygénase. Ses propriétés bronchodilatatrices sont les plus connues mais il est possible

que la PGE2 entraîne oedème et vasodilatation. Enfin, la fibronectine est une

glycoprotéine qui joue un rôle important dans l'attachement cellulaire, en particulier à la

membrane basale. On lui attribue une fonction essentielle dans les processus de réparation

épithéliale. Ainsi, les cellules épithéliales bronchiques chez l'asthmatique ont la capacité

de recruter et d'activer des cellules effectrices (éosinophiles) ou régulatrices (T

lymphocytes) de l'inflammation ; elles interviennent dans la régulation du tonus

musculaire bronchique, mais aussi vasculaire; une activité NO-synthétase inductible

existe dans l'épithélium de patients asthmatiques (absente chez les sujets témoins),

activité amplifiée par le TNF-a en culture (Hamid et coll 1993). L'épithélium des voies

aériennes et le muscle lisse lui-même pourrait secréter NO in situ (Barnes 1993a). Enfin,

il est difficile d'affirmer si les cellules épithéliales bronchiques sont la cause première des

phénomènes physiopathologiques et par conséquent des symptômes de l'asthme, mais il

est certain qu'elles participent à l'inflammation bronchique comme source de médiateurs

pro-inflammatoires et comme cible des effets délétères.

3.2.1.4 L'oedème bronchique, les facteurs mécaniques et

vasculaires

La résistance à l'écoulement du gaz dans les bronches dépend non seulement de la

bronchomotricité mais aussi de l'état de la circulation bronchique. La congestion et

l'oedème augmentent l'épaisseur de la paroi des bronches et amplifient l'effet sur leur

calibre de la contraction du muscle lisse, ceci d'autant plus qu'il s'agit de bronches de

moyen ou petit diamètre. De nombreux médiateurs, neuromédiateurs, médiateurs

paracrines libérés par des cellules de l'épithélium ou des cellules inflammatoires ont à la

fois des effets bronchomoteurs et vasculaires. Il existe en outre un couplage mécanique
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entre bronchomotricité et phénomènes vasculaires. La bronchoconstriction favorise la

congestion et l'extravasation dans la paroi des bronches puisque le diamètre du muscle

lisse diminue plus que le diamètre externe des bronches. De plus, la dépression

intrathoracique notamment dans l'asthme entraîne une surcharge mécanique des deux

ventricules et favorise la survenue d'oedème bronchique et pulmonaire. Les effets de ce

couplage mécanique sont renforcés en cas d'inflammation des voies aériennes, celle-ci

favorisant la congestion et la fuite vasculaires. Certains stimuli comme l'exercice et

l'hyperventilation favorisent la vasodilatation trachéobronchique et par conséquent

l'asthme post exercice et en est, peut-être, le primum movens. A l'opposé, la

vasodilatation et la congestion bronchique peuvent avoir un rôle protecteur en accélérant

la clairance de substances bronchoconstrictrices ou, dans le cas de l'exercice, en réduisant

l'amplitude de refroidissement et de la perte d'eau des voies aériennes. L'importance

relative de la contraction du muscle lisse et des phénomènes vasculaires dans

l'hyperréactivité bronchique dépend probablement de facteurs individuels comme par

exemple l'intensité et la nature de phénomènes inflammatoires intrapariétaux.

Ainsi, comme l'affirme Lockhart (Lockhart et Coll 1994) lestravaux réalisés jusqu'à

maintenant ont permis de répondre à des questions importantes, principalement dans le

domaine clinique et physiopathologique à savoir:

• l'asthme est une maladie dont la caractéristique essentielle est l'hyperréactivité

bronchique qui joue un rôle important tout comme l'allergie impliquée dans de nombreux

cas,

• plusieurs stimuli peuvent mettre en évidence l'hyperréactivité bronchique,

• l'évaluation de l'hyperréactivité bronchique, qui dans le cas des épreuves de

provocation par des substances pharmacologiques est bien standardisée, peut être utile au

clinicien pour préciser des asthmes atypiques, pour l'investigation de l'asthme

professionnel et pour tenter de préciser le besoin en médicaments,

• les mécanismes de l'hyperréactivité bronchique sont multiples (rôle du muscle, de

l'inflammation, de l'oedème etc ...).
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3.2.1.5 Rôle des bronchospasme

Si le rôle du NO semble largement démontré dans le bronchospasme, l'éventuelle

action des radicaux libres oxygénés (RLO) est moins connue. Les effets des RLO sur le

système bronchique ont été étudiés précedemment (Katsumata et coll 1990, Lansing et

coll 1993). Il semble établi selon Stevens (Stevens et coll 1995) que les RLO contribuent

à la bronchoconstriction et à l'hyperréactivité bronchique. C'est ce que nous avons voulu

vérifier chez nos animaux en mesurant les RLü dans le tissu pulmonaire à la fin de

l'expérience.
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4 CANAUX CALCIQUES

4.1 Structure moléculaire .. catégories

Le canal calcique est un canal ionique transmembranaire, similaire dans son mode

de fonctionnement aux autres canaux cationiques qui permettent le passage du sodium et

du potassium selon un gradient électrochimique. La différence de concentration de

calcium entre le milieu intra (10-7 moles) et extra-cellulaire (10-3 moles) est très

importante et permet la création de ce gradient. Les canaux calciques jouent un rôle

important à l'apport de calcium à la cellule musculaire (couple excitation-contraction) et à

la cellule nerveuse avec la libération de neurotransmetteurs (Reuter 1983).

Le canal calcique a un structure macromoléculaire. Sa configuration est

cylindrique avec un pore aqueux en son centre (Hille 1984b) (figure 4). Il est constitué de

cinq sous-unités désignées al, a2, ~, y, ô.

..La sous-unité al (figure 5) : a un poids moléculaire de 212000 Dalton. Elle

est constituée d'une seule chaîne peptidique et présente 4 motifs identiques comprenant

chacun 6 segments transmembranaires numérotés de Si à S6 (figure 5). Le segment S4

possède des charges positives et on pense qu'il correspond au site sensible au voltage. Le

site de liaison aux antagonistes du calcium est situé dans la boucle, entre les segments Ss

et S6 du quatrième motif, au niveau de l'extrémité extracellulaire du récepteur pour les

dihydropyridines et à l'extrémité intracellulaire du récepteur pour les phénylalkylamines.

Mais il est fort probable que la boucle extracellulaire du segment Ss-S6du troisième motif

intervienne également comme site de fixation des dihydropyridines (Catterall et Striessing

1992).
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Figure 4 - Configuration du canal calcique avec ses cinq sous-unltésto.t, a2,

p, y, ô)



NH2

1i . 1i}

Couplage E-C

IV

Externe

Véraparnll et Ca2+

COOH

Interne

Figure 5 - Structure de la sous-unité 01 des canaux calcium de type L indiquant

leurs principales caractéristiques. On note la localisation des sites de
liaison des antaçonlstes du calcium et la partie responsable du couplage
excitation-contraction dans le muscle squelettique.



Ainsi, la sous-unité al porte le canal et les sous-unités !:l : sites de liaison aux

antagonistes calciques. Les ADN complémentaires codant pour toutes ces sous-unités ont

été clonés. Ainsi, la sous-unité a l a elle seule peut former un canal calcique mais les

sous-unités auxiliaires jouent un rôle très important aussi bien au niveau des propriétés

biophysiques qu'au niveau de la régulation ou de la pharmacologie du canal (Nargeot,

1992).

ct La sous-unité a2, Ô : est une protéine membranaire glycosylée de 125000

Dalton. La sous-unité Ô ancre la protéine a2 à la membrane plasmique (extracellulaire)

par un pont disulfure.

ct La sous-unité ~ : est une protéine constituée de 524 acides aminés (Ruth et

coll 1989) et est située dans la membrane cellulaire.

ct La sous-unité y : est une protéine membranaire constituée de 222 acides

aminés (Bosse et coll 1990). La séquence d'acides aminés contient 4 domaines

membranaires et 2 sites extracellulaires de glycosylation. Cette protéine serait spécifique

du muscle squelettique.

Plusieurs types de canaux calciques sont connus et caractérisés par des différences

fondamentales dans les mécanismes d'ouverture et de fermeture. Certains canaux

calciques sont dépendants du voltage: ce sont les canaux VOC (Voltage Operated

Channel). Ils s'ouvrent en réponse à une dépolarisation membranaire appropriée. Il en

existe trois types (tableau II). D'autres sont dépendants d'un récepteur: ROC

(Receptor-Operated channel) et s'ouvrent en réponse à l'activation d'un récepteur

associé (Bolton 1979).
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Sous-groupes

Tableau II

Canaux calciques VOC

loJ T

U1
N

Conductance (pS)

Seuil

Vitesse d'inactivation

sélectifs

Sites

Fonctions

25

haut

basse

Dihydropyridines

Phénylalkylamines

Neurones, muscle lisse,
muscle strié

Couple excitation-contraction
dans le muscle cardiaque et
muscle lisse

12-20

haut

modérée

œ-conotoxine

Neurones

Modulation des
neurotransmetteurs

8

bas

rapide

aucun

Cellules du pacemaker
cardiaque, neurones, certains
muscles lisses

Elaboration de l'activité du
pacemaker

(D'après lVatsol1, Trends Pharmacol Sei, 1992)



4.1.1 Canaux VOC

Les canaux VOC existent dans la plupart des cellules. Ils sont intégrés à la

membrane protéique et composés de combinaisons différentes de sous unités a et f3 avec

pour conséquence des propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques distinctes.

Les sous-unités a (Godfraind et Govoni 1995) possèdent

fi) un filtre de sélectivité qui reconnaît le calcium

fi) un site sensible aux variations du voltage

fi) un site phosphorylable sensible à l'occupation des récepteurs f3-adrénergiques

fi) un système de porte dont l'ouverture et la fermeture sont dépendants d'un

changement de conformation protéique

Il existe deux portes, l'une d'activation, l'autre d'inactivation. Le canal calcique

peut exister sous forme de trois états: repos, ouverture ou activation, fermeture ou

inactivation.

A l'état de repos et d'inactivation le calcium ne peut traverser la membrane.

L'état de repos est caractérisé par la fermeture de la porte d'activation et l'ouverture de

la porte d'inactivation. Lors de la dépolarisation, à un niveau donné de potentiel de

membrane, la porte d'activation s'ouvre et le calcium traverse la membrane selon le

gradient de concentration.

La fermeture de la porte d'inactivation détermine l'état inactivé. Cet état n'est

pas équivalent à l'état de repos car la porte d'activation reste ouverte mais le canal est

réfractaire à toute activation.

Le retour à l'état de repos survient lorsque le potentiel de membrane est restauré

par les mouvements potassiques.

fi) Le type L (late ou lent) (Nowycky et coll 1985, Fox et co111987 a b) activé par

un haut voltage, est un canal qui conduit un courant de longue durée et de large

conductance (25 pS). Il est distribué dans tout l'organisme et est modulé non seulement
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par les inhibiteurs calciques des trois classes, les modifications du potentiel de membrane

mais également par les hormones et neurotransmetteurs. La sous-unité a 1 est le récepteur

pharmacologique des antagonistes du calcium.

• Le type T (transient ou rapide) (Nowycky et coll 1985, Fox et coll 1987 a et

b), est un canal calcique (Carbone et Lux 1984) rapide (Cognard et coll 1986) activé par

un bas voltage (Carbone et Lux 1984) et caractérisé par un courant éphémère de faible

conductance (9 pS). Il est identifié dans de nombreux tissus en particulier les neurones,

les muscles lisses, les muscles striés cardiaques et squelettiques, et est insensible aux

inhibiteurs calciques. Ils est activé par de faibles dépolarisations à partir de potentiels très

négatifs, s'ouvre de façon transitoire et pourrait être modulé par des neurotransmetteurs

comme la noradrénaline. Leur rôle physiologique est mal connu.

• Le type N (neuronal) (Nowycky et coll 1985) n'est ni T ni L, mais est activé

par un haut voltage et conduit un courant relativement rapide ou intermédiaire (15 pS).

Il n'a été décrit que dans les neurones et est activé par de fortes dépolarisations à partir de

potentiel de membrane négatif. Il pourrait jouer un rôle important dans la régulation de la

libération de neurotransmetteurs. Il est insensible aux inhibiteurs calciques.

Un ou plusieurs types de canaux calciques dépendants du voltage peuvent exister

dans un type cellulaire particulier. Les types T et L existent dans le coeur et le muscle

squelettique mais pas le N (Bean 1985, Cognard et coll 1986). Les canaux calciques de

type Let T ont été caractérisés dans le muscle lisse (Friedman et coll 1986, Loirand et coll

1986).

4.1.2 Canaux ROC

Ces canaux incluent un canal ionique non spécifique associé à un récepteur

nicotinique (Changeux et coll 1984) et des canaux chlorés associés à des récepteurs
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GABA (Iversen 1984). Certains canaux ioniques associés à des récepteurs sont

perméables au calcium et peuvent ainsi être considérés comme des canaux ROC. Dans le

muscle lisse existent des canaux qui s'ouvrent par l'activation de récepteurs à l'ATP

(Benham et Tsien 19fr7). Il existe différents types de canaux ROC.

Les canaux calciques semblent avoir un système d'entrée identique aux canaux

sodiques avec possibilité de transformation en trois différentes conformations ou états

(Tsien 1983). Un de ces états est la fonction ouverte et correspond au stade activé. Les

deux autres correspondent à la fonction fermée avec un stade désactivé et un stade

inactivé. Les canaux calciques sont divisés en deux groupes en fonction du stimulus

excitatoire nécessaire à la conversion en stade activé. Un groupe est voltage dépendant et

est transformé en stade activé une fois que le potentiel membranaire a atteint un niveau

seuil. L'autre groupe semble être associé à des récepteurs spécifiques de la membrane

plasmique. La transformation en stade activé peut être obtenue par interaction des

récepteurs avec les neurotransmetteurs ou hormones. Beaucoup de cellules excitables

possèdent ces deux types de canaux.

4.2 Les canaux calciques de la fibre musculaire lisse bronchique

Il n'existe qu'un seul type de canal calcique potentiel-dépendant (VOC) dans la

membrane plasmique des cellules musculaires lisses des voies aériennes chez l'homme

(Marthan et coll 1989a).La conductance de ces canaux calciques de type L observés dans

le muscle lisse des voies aériennes est de 25 pS. L'ouverture peut être inhibée par les

dihydropyridines et l'inactivation peut être favorisée, d'une part par l'entrée de calcium

dans la cellule et d'autre part, par unedépolarisation cellulaire. L'ouverture de ces mêmes

canaux calciques est promue par l'activation des récepteurs muscariniques et ~. Quoi

qu'il en soit, le rôle de l'ouverture des canaux calciques de type L dans la médiation des

effets contractiles des agonistes muscariniques ou des effets relaxants des agonistes f3 est

peu clair. Mais il existe également des canaux ROC. Ils ont été mis en évidence dans le
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muscle lisse bronchique humain en 1991 grâce à la technique de mesure de la

concentration calcique intracellulaire par sonde fluorescente (Murray etKotlikoff 1991).

Ces canaux peuvent être activés par l'histamine et permettent une entrée de calcium

extracellulaire en fonction du gradient électrochimique (lié aux ions Ca2+). Ils ne sont pas

bloqués par les antagonistes des canaux calciques potentiel-dépendants.

Les ions calcium qui génèrent une réponse mécanique des cellules du muscle lisse

peuvent être mobilisés des réservoirs calciques intracellulaires et/ou du pool calcique

extracellulaire (calcium libre et lié). Il existe deux voies d'accès pour que le calcium

traverse la membrane cellulaire et gagne l'appareil contractile. L'une est le canal ROC et

l'autre le VOC (Bolton, 1979), qui dans le muscle lisse, sont deux entités distinctes.

4.3 Pharmacologie des canaux calciques

" Les dérivés des 1-4 dihydropyridines (DHP)

" Les phénylalkylamines

" Les benzothiazépines

La plupart des médicaments developpés semblent avoir plutôt une action sur les

canaux calciques de type L. Cependant, les études réalisées ne l'ont pas été
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systématiquement avec tous les médicaments ni sur tous les types de canaux. Le canal

calcique de type L est le seul connu, sensible aux 1-4 dihydropyridines, mais également à

toutes les dihydropyridines. Ces canaux possèdent des récepteurs de haute affinité pour

ces médicaments et un des récepteurs se lie spécifiquement aux dérivés de la 1-4

dihydropyridine selon une constante de dissociation (Glossman et coll 1985b). D'autres

travaux (Hamilton 1987) ont suggéré qu'il existait plus d'un site de fixation de haute

affinité associé aux récepteurs des dihydropyridines. En effet, l'un est associé à

l'activation du canal calcique et l'autre à son inhibition. Mais il existe d'autres récepteurs

qui se lient aux phénylalkylamines (type vérapamil), au bepridil et aux benzothiazépines

(Glossmann et coll 1985, Murphy et coll 1983). Les phénylalkylamines et le bepridil

semblent se lier à un même récepteur distinct de celui des dihydropyridines. Le Rü 40

5967, un dérivé benzimidazolyl-tétraline substitué bien que différent largement par sa

structure du vérapamil se lie sur les membranes cardiaques au même site que le [3H]

desméthoxy-vérapamil (Clozel et coll 1991). Les benzothiazépines peuvent se lier au

récepteur des phénylalkylamines, bépridil (Murphy et coll 1983) ou à un récepteur

distinct et couplé allostériquement au récepteur des phénylalkylamines, du bepridil et des

benzothiazépines et agissent de façon compétitive au niveau des récepteurs des canaux

calciques de type L (Murphy et coll 1983). Ainsi, comme les benzothiazépines favorisent

la liaison desdihydropyridines, alors que les phénylalkylamines et le bepridil inhibent la

liaison des dihydropyridines, il est licite de concevoir un site de fixation pour les

benzothiazépines et un autre pour les phénylalkylamines et le bepridil. Dans cette optique,

des sites de fixation de haute et faible affinité pour les phénylalkylamines ont été décrits

dans les membranes cellulaires cardiaque, musculaire, squelettique et cérébrale. Ainsi, il

existe au moins 3 voire 4 (peut-être plus) récepteurs médicamenteux distincts sur les

canaux calciques de type L, capables d'interaction allostérique.
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Caractéristiques fonctionnelles des canaux calciques

La pénétration des ions calcium dans le cytosol par l'intermédiaire de pores se fait

en plusieurs étapes. L'étape initiale consiste en une interaction réversible entre l'ion

divalent et un site de liaison situé à proximité ou au niveau de la surface du canal

(Hagiwara et Byerly 1981). Cette réaction nécessite de l'énergie. Certains aspects

dynamiques de ce mouvement ionique simulent ceux observés dans les réactions

enzymatiques qui obéissent à la loi de Michaelis-Menten (Hagiwara et Takahashi 1967,

Hagiwara et Byerly 1981). Ainsi, l'interaction entre certains cations et le site de liaison

canalaire peut être caractérisée par une constante de dissociation invariable tant que les

conditions physicochimiques ne sont pas modifiées (température, potentiel membranaire

etc ...). La relation entre le taux de pénétration de cations à travers les canaux calciques et

la concentration de cations extracellulaires définit une courbe de saturation hyperbole

(Hagiwara et Takahashi 1967).

• Le taux de saturation des sites de liaisons à l'intérieur ou sur les canaux

calciques est un des éléments qui apporte de l'énergie au mouvement cationique.

• Le second paramètre est l'interaction entre le champ électrique membranaire et la

charge ionique qui traverse la membrane.

Dans le pore aqueux du canal calcique, la force électromotrice qui permet au cation

de pénétrer la cellule, peut être inhibée par la configuration stérique des groupes réactifs

ou en d'autres termes par des barrières d'énergie. L'une de ces barrières semble être

suffisamment importante pour permettre l'entrée de certains cations et empêcher le

mouvement d'autres. Une telle barrière à la capacité de conférer une action sélective au

canal et réduit ainsi le type d'ions autorisés à traverser la membrane. Cette barrière est

considérée comme un filtre sélectif (Hille 1984) qui comme les autres barrières d'énergie

sert à réguler la vitesse avec laquelle un cation traverse le pore aqueux. Le processus de

vitesse détermine l'intensité électrique maximale qu'un ion donné peut générer par ses

mouvements à travers une population de canaux calciques dans certaines conditions.
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Quand la relation entre l'afflux ionique et la concentration ionique extracellulaire produit

une courbe de saturation hyperbole, il devient implicite sur le plan conceptuel qu'un seul

ion puisse traverser le canal à un moment donné (Hess et Tsien 1984). Le canal calcique

possède une séquence de trois barrières d'énergie et ne peut contenir qu'un seul cation

sur un des deux sites de fixation ou simultanément deux cations qui occupent deux sites.

Quand les deux sites sont occupés, il existe une force répulsive entre les deux cations qui

favorise l'évacuation d'un cation de l'un ou de l'autre des deux sites dans le milieu

environnant.

4.4.1 Régulation des canaux calciques par les

neurotransmetteurs, la protéine kinase C, la protéine G

Les canaux calciques de la plupart des cellules sont régulés par deux types

différents de neurotransmetteurs.

• Le premier identifié et le mieux connu est le second messager qui régule les

réactions de phosphorylation et de déphosphorylation.

• Le second découvert plus récemment correspond à la protéine G.

Ainsi, les canaux sont régulés par une phosphorylation AMPc dépendante ou par

une protéine régulatrice. Les effets inhibiteurs de l'activation des récepteurs

muscariniques des cellules cardiaques sont plutôt liés àune diminution de rAMPe, à une

diminution des taux actifs d'AMPc dépendants de la protéine kinase et une nette

déphosphorylation de la protéine régulatrice (Reuter 1983). Certains canaux calciques

semblent être soumis à la régulation de la protéine kinase AMPc dépendante comme les

cellules du muscle squelettique alors que d'autres comme les cellules du muscle lisse ne le

sont pas. L'AMPc contrôle la synthèse des récepteurs des effecteurs des canaux calciques

et des canaux de type L.
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L'élucidation du mécanisme complexe de la régulation des différents types de

canaux calciques devrait intervenir grâce aux progrès de la biologie moléculaire.

4.5 Activation des canaux VOC

Il est possible d'étudier la relation entre le potentiel membranaire et l'importance

du courant qui traverse les canaux calciques VOC. Le potentiel membranaire doit être

réduit à un niveau seuil avant que tout courant calcique ne soit détectable. Lorsqu'il se

positive, un courant d'entrée calcique est induit (Hille 1984). Cette augmentation

progressive du courant calcique est la conséquence d'une augmentation progressive de la

conductance ionique (c'est-à-dire une diminution de la resistance électrique) qui reflète

l'activation d'un nombre croissant de canaux calciques (Hille 1984). Ainsi, une partie de .

la force électromotrice (c'est-à-dire l'interaction entre les ions calcium et le champ

électrique membranaire) devient plus faible en même temps que le potentiel membranaire

devient plus positif (Hille 1984). Ce phénomène diminue le flux du courant entrant. Tant

que les échanges au niveau du potentiel de membrane sont modérés, l'augmentation de la

conductance ionique semble avoir une plus grande influence sur le flux du courant que ne

le fait la diminution de la force électromotrice, ce qui est rendu évident par l'augmentation

progressive du courant calcique. Quoi qu'il en soit, les variations du potentiel

membranaire deviennent suffisamment importantes afin d'activer un pourcentage

suffisant de canaux calciques. Pendant que le potentiel membranaire devient plus positif,

l'entrée du courant calcique augmente progressivement jusqu'à atteindre un maximum

(Hille 1984). Ensuite, il diminue progressivement. La dépolarisation (augmentation de la

positivité) cellulaire augmente la conductance des canaux calciques voltage-dépendant et

est fonction du comportement stochastique des canaux calciques. Ainsi, pour un potentiel

membranaire donné, tous les canaux calciques membranaires fluctuent entre le stade

désactivé et le stade activé. La transformation du canal du stade désactivé en stade activé

semble requérir la position de particules chargées ou de parties composantes à l'intérieur
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du canal (Hagiwara et Byerly1981). Ce procédé est dans les deux cas voltage et temps

dépendant (Hille 1984b).

4.6 Inactivation des canaux VOC

Il existe plusieurs types de canaux calciques voltage-dépendants, chacun

réagissant à sa façon à une réduction du potentiel membranaire. L'élévation de la

conductance est une conséquence directe de l'ouverture des canaux. Un canal calcique

inactivé ou désactivé est fermé et ne permet pas l'afflux d'ions. Le stimulus spécifique

qui initie la transformation d'un canal calcique du stade désactivé ou activé en un stade

inactivé varie en fonction du type de canal calcique. Dans la plupart des tissus, les canaux

calciques voltage-dépendants, quoique rapidement activés par une diminution du potentiel

membranaire ne sont pas inactivés par un niveau du potentiel membranaire maintenu bas

dans le temps. Le calcium libre intracellulaire est le stimulus inactivant (Towart et

Schramm 1984). Pour Eckert et Chad (1984), le calcium libre intracellulaire réagit

réversiblement avec les sites de fixation des canaux calciques. Chaque interaction ion

calcium-canal calcique conduit hypothétiquement à une déphosphorylation enzymatique

d'une partie du canal et produit ainsi une inactivation du canal (Eckert et Chad 1984).

Les ions calcium intracellulaires sont supposés avoir une affinité pour les sites de

fixation canalaires si le canal est activé ou inactivé. L'inactivation des canaux calciques est

supposée être la conséquence de l'interaction réversible entre les sites de fixation des

canaux calciques et les ions calcium intracellulaires. Ainsi, le taux de canaux calciques

devenant inactivés est probablement dépendant de la concentration de calcium libre

cytosolique. La concentration intracellulaire d'ions calcium des cellules excitables au

repos est habituellement très basse. Cependant, une augmentation importante de la

concentration induite par une baisse suffisante du potentiel membranaire initie un afflux

substantiel de calcium intracellulaire. Si l'afflux résultant d'ions calcium produit une

augmentation progressive de la concentration intracellulaire d'ions calcium, qui,
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idéalement est linéaire en fonction du temps, alors la fraction moyenne des canaux

calciques inactivés augmente comme une fonction hyperbolique. Cela signifie que

l'inactivation des canaux calciques peu après la dépolarisation membranaire est

relativement rapide. Quoi qu'il en soit, au fur et à mesure du temps et de l'augmentation

du taux de calcium libre cytosolique, l'inactivation plus tardive des canaux calciques est

lente. L'augmentation hyperbolique fonction du temps de la fraction des canaux calciques

inactivés peut être considérée comme une base dynamique de l'inactivation calcium

dépendante du processus. Mais ceci peut être modifié par plusieurs facteurs. Un des

facteurs est la variation dans le temps de l'afflux cellulaire du calcium. L'entrée du

courant calcique augmente rapidement. Une fois ces variations terminées et en l'absence

de l'influence d'autres modifications, le flux de courant déploie une amplitude constante

qui signifie l'obtention de nouvelles conditions d'équilibre pour l'activation des canaux

calciques. Ainsi, après la dépolarisation membranaire, le courant calcique présente une

forte augmentation en amplitude, atteint un pic (en dessous de l'état d'équilibre pour

l'activation), puis une chute lente. Mais, il existe certains processus intracellulaires qui

altèrent incontestablement la concentration de calcium libre cytosolique. Il s'agit:

• de la diffusion des ions calcium en dehors des sites d'interaction avec les canaux

calciques,

• de l'interaction entre les ions calcium et les sites de fixation intracellulaires,

• de la séquestration et/ou de l'expulsion des ions calcium par des pompes à calcium

énergie-dépendantes.

En dépit de l'influence de ces facteurs modificateurs, le pourcentage du processus

d'inactivation calcium-dépendant est biphasique. Initialement, il existe une phase rapide

d'inactivation qui correspond à la pente raide de la courbe hyperbolique, la phase lente

correspond à la pente plus douce de la courbe.
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4.7 Canaux calciques ROC

Les canaux calciques étroitement unis aux récepteurs mernbranaires et activés par

l'interaction agoniste-récepteur sont appelés ROC. Ils jouent un rôle important dans le

comportement fonctionnel du muscle lisse et certaines cellules secrétaires. En raison du

manque de données expérimentales caractérisant les canaux calciques ROC, leurs

propriétés spécifiques restent largement inconnues.
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5 PHARMACOLOGIE DES INHIBITEURS CALCIQUES

L'obstruction des voies aériennes rencontrée dans l'asthme ou dans d'autres

maladies respiratoires est souvent traitée de première intention par des agonistes des

récepteurs ~2 ou dans des cas plus sévères par corticothérapie inhalée ou systémique. Les

agonistes ~2 sont des bronchodilatateurs très efficaces mais leur possible association à

une augmentation de la morbidité et de la mortalité dans l'asthme a été soulevée. Ainsi,

une réflexion récente concernant le traitement de l'asthme a réformé les agonistes des

récepteurs ~2 au rang de médicaments de sauvetage de l'obstruction aiguë des voies

aériennes et suggère plutôt l'utilisation régulière d'anti-inflamrnatoires (British Thoracic

Society 1990, National Heart, lung and blood institute 1991).

L'industrie pharmaceutique focalise la recherche sur des antagonistes de

médiateurs spécifiques comme les leucotriènes (Musser 1989) ou le PAF (Platelet

Activating Factor) (Saunders et Handley 1987). La recherche s'oriente vers des agents

ayant un potentiel d'activités pharmacologiques multiples, avec pour perspective d'influer

sur la maladie à différents degrés pathologiques. Une telle approche concerne les

modulateurs des canaux ioniques et particulièrement les inhibiteurs calciques. Il est en

effet logique de s'intéresser au blocage de l'entrée du calcium comme éventualité

thérapeutique dans l'asthme depuis que l'on sait que la contraction de la fibre musculaire

lisse, la libération de médiateurs, la production de mucus et la synthèse des médiateurs

inflammatoires sont des phénomènes calcium-dépendants (Bames 1991a).

5.1 Rôle du calcium dans les fonctions des voies aériennes

Le rôle du calcium dans les systèmes biologiques est bien établi et il est acquis que

l'augmentation du calcium libre intracellulaire permet de lier un événement initialisé dans

la membrane à une réponse cellulaire. La membrane cellulaire est une barrière

phospholipidique relativement imperméable aux cations, comme le calcium. La structure

membranaire varie afin de permettre le passage du calcium au cours des différents
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événements physiologiques et physiopathologiques. Le rôle physiopathologique du

calcium dans les voies aériennes est résumé dans les tableaux III, IV, V.

Les inhibiteurs calciques forment un groupe hétérogène avec des propriétés

structurelles, électrophysiologiques et pharmacologiques différentes. Ces médicaments

sont utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires mais sont également

indispensables à l'étude du flux calcique en physiologie et physiopathologie. Plusieurs

événements physiopathologiques impliqués dans l'asthme bronchique sont calcium

dépendants, ainsi, les inhibiteurs calciques pourraient jouer un rôle dans la prévention et

le traitement de cette pathologie. La régulation du tonus bronchomoteur est aussi

dépendante du calcium, et la concentration cytoplasmique de calcium libre semble être le

premier signal intracellulaire (Coburn 1977). Plusieurs études ont montré que les

inhibiteurs calciques atténuaient la réactivité bronchique à la métacholine (Massey et coll

1988), à l'histamine (Williams et coll 1981, Bames et coll 1981, Corris et coll 1983) et à

différents facteurs incluant l'effort (Rafferty et coll 1987) chez le sujet asthmatique. Les

effets sont en général modestes hormis certaines études avec la nifédipine dans l'asthme

d'effort (Cerrina et coll 1981). Chez l'animal, in vivo, la nifédipine a été efficace en

bloquant la bronchoconstriction induite par le carbachol ou l'histamine (Brugman et coll

1983, Fanta et coll 1982) mais pas le vérapamil (Russi et coll 1983). Nous avons étudié

les effets de certains inhibiteurs calciques à doses équihypotensives sur la réactivité de la

fibre musculaire lisse bronchique et nous ne détaillerons dans ce chapître que les

inhibiteurs calciques utilisés dans ce travail.

5.2 Classification chimique des antagonistes du calcium (tableau VI)

5.2.1 Les dihydropyridines

La première substance commercialisée dans ce groupe fut la nifédipine. La

modification des substituants sur le noyau dihydropyridine est probablement en grande
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Tableau III

physiopathologique du calcium dans les fonctions
des voies aériennes

1 Libération de médiateurs

Immunologique

Non immunologique

II Synthèse de médiateurs

Entrée de Ca++ extracellulaire

Mobilisation de Ca++ intracellulaire

Ca++ stimule la synthèse de la 5-lipooxygénase et probablement de la

phospholipase A2

III Secrétions trachéobronchigues

Glycoprotéines

augmentation Ca++ extracellulaire

augmentation Ca++intracellulaire

diminution Ca++extracellulaire

Electrolytes

diminution Ca++extracellulaire

augmentation Ca++intracellulaire

(Ca++ ionophore A23187)

Muscle lisse des voies aériennes

augmentation Ca++ intracellulaire

(cytoplasme)

Diminution Ca++intracellulaire

(D'après Russi EW, Ahmed T, Chest, 1984)
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augmentation des sécrétions

augmentation des sécrétions

augmentation des sécrétions

diminution de la résistance électrique

augmente sécrétion du chlore et abolit

le transport du sodium

Contraction (couple pharmaco- ou

électromécanique)

Relaxation



Effets

Tableau IV

nurmonarres des calciques vitro

.. Inhibition de la libération des médiateurs par les mastocytes

.. Inhibition de la libération du SRSA et du PAF

.. Inhibition production de leucotriènes induite par ionophore A-23187 dans le
poumon de rat

.. Inhibition de la synthèse de lipooxygénase (12HETE) induite par l'hypoxie
dans les fibroblastes de coeur de rat

III Sécrétions trachéobronchigues

Pas d'information disponible

IV Muscle lisse des voies aériennes

(effet sur la contraction de la fibre musculaire lisse)

Inhibiteur calcique

Nifédipine

Nifédipine

Nifédipine

Vérapamil

Vérapamil

Vérapamil

Nitrendipine

Gallopamil

Stimulus

histamine
carbachol

histamine
acétylcholine

antigène

histamine
acétylcholine

antigène
LTC4
LTD4

antigène

histamine
'carbachol

LTD4

acétycholine

carbachol
histamine

acétylcholine

Espèces

cobaye

cobaye

homme

homme

cobaye

mouton

cobaye

mouton

Réponses

+

+

+

+

+

+

+ Atténuation de la contraction de la fibre musculaire lisse
- Pas d'effet sur la contraction de la fibre musculaire lisse

(D'après Russi, Chest, 1984)
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Tableau V

Effets pulmonaires des mmnneurs calciques in vivo

Inhibition de la libération d'histamine au cours de la bronchoconstriction induite
par l'exercice

II Synthèse de médiateurs

Inhibition génération thrornboxane, PGF2a, PGFla induite par une endotoxine

Sécrétions trachéobronchigues

Pas d'effet sur la diminution de la clearance muco-ciliaire induite par un antigène

IV fibre musculaire lisse des voies aériennes

(effet sur une bronchoconstriction induite)

Inhibiteur calcique

Nifédipine

Nifédipine

Vérapamil

Vérapamil

Vérapamil
(voie orale)

Vérapamil
(inhalé)

Gallopamil

Gallopamil

Diltiazem

Stimulus

histamine
métacholine

antigène
acide citrique

PGF2a

métacholine
histamine

EIB
froid

antigène

antigène

histamine
carbachol

métacholine

antigène

antigène
LTD4

antigène
acétylcholine

histamine

antigène

EIB

Espèces

cobaye
chien

homme

mouton

mouton
homme

homme

homme

homme
mouton

mouton

homme

Réponses

+

+

+

+

+

+

+ Atténuation partielle ou totale de la bronchoconstriction induite
- Pas d'effet sur la bronchocontriction induite

(D'après Russi, Chest. 1984)
69



Tableau VI

Antagonistes

Première et deuxième génération

1ère génération 2 e génération

Les Phénylalkylamines vérapamil gallopamil (D 6(0)

anipamil

falipamil (AQ-A39)

Rü40-5967

tiapamil (RO 11-1781)

Les dihydropyridines nifédipine nicardipine

amlodipine

félodipine

isradipine

lacidipine

nisoldipine

nitrendipine

nimodipine

niguldipine

CD 349

rnépirodipine

MLD72567

8663 S

manidipine (CV-4093)

Les benzothiazépines diltiazem clentiazem

Les diphénylpipérazines cinnarizine flunarizine
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partie, à l'origine des propriétés pharmacologiques faisant état de sélectivité ou de

tropisme vasculaire différencié. Une caractéristique commune à toute ces molécules à

l'exception de la nifédipine est l'existence d'un carbone asymétrique. Toutes les

substances sont administrées sous forme d'un mélange des deux stéréoisomères. Les

caractéristiques de chaque isomère ne sont actuellement pas toutes connues. Le

métabolisme hépatique est identique pour toutes les molécules de la série, avec une

oxydation, mise en oeuvre du cytochrome P450 et formation de l'analogue pyridinique.

Certains composés ont un métabolisme stéréospécifique. En plus de la nifédipine, on

distingue:

-les dérivés de seconde génération: nisoldipine, nicardipine, nimodipine,

nitrendipine et félodipine (2 groupes chlore)

- les molécules plus récentes: arnlodipine, isradipine et lacidipine (avec

une chaîne latérale).

La nifédipine

Elle a été découverte en même temps que le diltiazem et le vérapamil au début des

années 1960. Le problème majeur, lors de l'étude de ses propriétés pharmacocinétiques a

été celui de sa photodécomposition à la lumière (Sorkin et coll 1985). La demi-vie est très

dépendante de la forme d'administration. La biodisponibilité est faible (43 à 72 %) liée à

l'existence d'un effet de premier passage hépatique (30 à 40 %) (Murdoch et Brodgen

1991). 75 à 80% de la dose sont retrouvés sous forme de métabolites dans l'urine. Le

volume de distribution (1,32 l/kg) (Robertson et coll 1988) est le reflet d'une forte

fixation protéique plasmatique qui se fait essentiellement sur l'albumine (92-98 %) et

l 'a j-glycoprotéine. Les études chez le sujet âgé (Robertson et coll 1988) montrent une

diminution du premier passage hépatique et de la clairance sans modification du volume

de distribution. Il n'existe aucune modification en cas d'insuffisance rénale, même si des

résultats contradictoires ont été retrouvés.
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5.2. Dérivés

La nimodipineest une dihydropyridine à tropisme cérébral qui en vasodilatant

les vaisseaux artériels cérébraux augmente le débit sanguin cérébral chez l'homme et

l'animal. La sensibilité à la lumière et les taux circulants faibles « 10 }tg/l) expliquent en

partie les variations importantes des paramètres cinétiques observés. La demi-vie après

administration intraveineuse varie de 0,9 à 1,5 h alors qu'après une prise orale on trouve

des valeurs de 1,7 à 7,2 h (Langley et Sorkin 1989). La biodisponibilité varie selon la

forme administrée (capsule 13 % - comprimé 6 à Il,6 %) mais reste faible compte tenu

du premier passage hépatique. Le volume de distribution à l'état d'équilibre varie de 0,94

à 2,3 l/kg tandis que le volume du compartiment central reste faible (0,3 l/kg),reflet d'un

fort pourcentage de fixation protéique (98%). Après métabolisme hépatique, tous les

métabolites sont excrétés dans l'urine. La clairance d'élimination est très variable d'un

sujet à l'autre : elle est en moyenne de 1,19 l/h/kg. Les influences de l'âge et de

l'insuffisance rénale n'ont pas été dissociées, il existe une diminution dela clairance avec

parallèlement une augmentation de la demi-vie par comparaison à des sujets sains.

La nicardipine est peu hydrosoluble mais surtout moins sensible à la lumière.

La demi-vie d'élimination est très courte quelle que soitla voie d'administration (107

minutes après voie intraveineuse et 45-97 minutes après voie orale). La biodisponibilité

reste inférieure à 30 % (Sorkin et Clissold 1987). Elle augmente parallèlement à

l'augmentation des doses administrées ce qui laisserait supposer une saturation du

métabolisme hépatique. Le volume de distribution est de l'ordre de 0,64 l/kg avec un

pourcentage de fixation plasmatique de 98-99,5 %" Cette liaison se fait aussi bien sur

l'alpha-glycoprotéine que l'albumine et les lipoprotéines. Elle est dépendante du pH

plasmatique (si le pH augmente, la liaison augmente). La clairance d'élimination

essentiellement métabolique est différente selon la voie d'administration, en moyenne 0,6

l/h/kg après voie intraveineuse et 3 I/h/kg après voie orale. Elle est plus faible quand la

dose administrée est plus grande, laissant également supposer une saturation du
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métabolisme. Les métabolites formés sont inactifs pharmacologiquernent et éliminés par

l'urine sous forme libre ou glycuroconjuguée, et pour 30 % par voie fécale, après

excrétion biliaire. Aucun effet de l'âge ni de l'insuffisance rénale n'a été rapporté.

L'importance du premier passage hépatique nécessite la prudence en cas d'insuffisance

hépatique. Les formes à libération prolongée assurent une meilleure compliance du sujet

en diminuant le nombre de prises, mais surtout réduisent les pics de concentration

souvent en relation avec l'apparition d'effets adverses. Celles-ci délivrent de façon

continue des quantités plus faibles de nicardipine permettant d'éviter le phénomène de

saturation du métabolisme hépatique.

5.2.2 Les phénylalkylamines

Vérapamil

Il Ya présence d'un carbone asymétrique avec existence de 2 isomères optiques

(-)S et (+)R et les taux faibles ont nécessité d'attendre le développement analytique pour

isoler ces deux isomères et avoir des paramètres cinétiques pour chacun. La forme (-)S

est la forme active chez le malade mais le vérapamil est toujours administré sous forme

d'un racémique (mélange à parts égales des deux isomères). Après l'administration orale,

le pic de concentration est atteint en 1 à 2 h, le fort premier passage hépatique réduit la

biodisponibilité à 40 %. Celle-ci apparaît plus importante sous la forme (+)R inactive. La

demi-vie est courte (2-7 h). Le vérapamil a une clairance hépatique voisine de celle du

diltiazem (0,73 l/kg/min).Le volume de distribution du compartiment central est de 4,8

l/kg pour un volume à l'état d'équilibre de 6,2 l/kg (Kates 1983). Le pourcentage de

fixation protéique varie de 84 à 91,3 %. L'hypothèse d'une stéréospécificité de

l'extraction présystémique a été confirmée par Rasymas (Rasymas et coll 1992) : la forme

(-)S a une clairance (16,2 ml/min/kg) 1,7 fois plus élevée que la forme (+)R (10,2

ml/min/kg). Aucune influence de l'âge et de l'insuffisance rénale n'a été montrée. En cas

d'insuffisance hépatique, la demi-vie est prolongée avec un risque d'accumulation du

produit (Kates 1983)

73



5967 est un dérivé benzimidazolé (lS,2S)-2-[2-[[3-(2

benzimidazolyl) propyl] méthyl-amino] éthyl]-6-fluoro-l ,2,3,4-tétrahydro-l-isopropyl-

2-naphtyl méthoxyacétate dichlorhydrate). C'est une poudre cristalline blanche

chimiquement stable, soluble dans l'eau et insensible à la lumière (Clozel et coll 1991).

Bien que de structures différentes du vérapamil, il se lie aux récepteurs type-vérapamil

des membranes cardiaques. Chez l'homme sain par administration intra-veineuse en 30

minutes, la plus forte concentration de drogue inchangée est atteinte à la fin de la

perfusion. Après la phase initiale de distribution, une phase terminale d'élimination a une

demi-vie apparente de 10-15 h. Après une dose orale la demi-vie d'élimination n'est pas

différente (Clozel et coll 1991). Les inhibiteurs calciques existants ont tous une faible

biodisponibilité en raison d'un important effet de premier passage hépatique et une demi

vie relativement courte. Ce nouveau composé RO 40-5967 a une biodisponibilité

importante, une demi-vie longue autorisant une prise quotidienne; il n'entraîne pas

d'inotropisme négatif, et pas de vasodilatation périphérique importante chez les sujets

normotendus.

5.3 Action des antagonistes du calcium

5.3.1 Action sur le poumon

L'obstruction des voies aériennes chez l'asthmatique est associée à une série

d'événements physiopathologiques complexes: la contraction de la fibre musculaire lisse

induite par les médiateurs libérés par les cellules inflammatoires, la production excessive

de mucus et l'activation de différentes voies nerveuses (Bames 1989).

Ces événements mènent à une obstruction et une inflammation des voies

aériennes ainsi qu'une hyperréactivité bronchique.

Une approche thérapeutique a été tentée en utilisant les inhibiteurs calciques. La

source majeure de calcium, pour la plupart des événements aigus des réactions
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asthmatiques, provient des réserves intra-cellulaires (Bames 1991a). Ainsi, il n'est pas

surprenant que les inhibiteurs calciques n'aient pas eu plus de succès dans la mesure où

ils n'ont été utilisé qu'en période aiguë. Ces composés sont actifs contre l'inflammation

associée aux réactions tardives (après exposition antigénique) dans la mesure ou le

réapprovisionnernentdu calcium intra-cellulaire à partir des sources extra-cellulaires peut

jouer un rôle dans l'inflammation chronique associée à l'asthme. Le rôle des inhibiteurs

calciques dans la prévention de l'obstruction des voies aériennes (après exposition

antigénique) a été évaluée chez l'animal (Brugman et coll 1983, Russi et coll 1983) et

chez l'homme (Ahmed et coll 1988) (Solway et Fanta 1985). Les études chez l'animal ont

démontré l'efficacité des inhibiteurs calciques mais les posologies nécessaires ont été

associées à des effets secondaires vasculaires. Les études réalisées chez l'homme sont

contradictoires en regard de l'efficacité et de la sélectivité pour les voies aériennes.

Beaucoup de ces études n'ont pas étudié la voie inhalée. Cependant, le gallopamil a été

utilisé en aérosol dans l'obstruction des voies aériennes (allergique) chez l'homme

(Ahmed et coll 1988) ; le gallopamil inhibe plus efficacement la phase précoce de

l'obstruction des voies aériennes que le cromoglycate de sodium. Chez le mouton

allergique (D'Brot et coll 1989), l'aérosol de gallopamil inhibe non seulement la phase

précoce de l'obstruction des voies aériennes mais également la phase tardive qui semble

être médiée au moins en partie par la li bération de leucotriènes par les cellules

inflammatoires du poumon (Abraham et coll 1986). Enfin, la libération pulmonaire des

leucotriènes est inhibée par les inhibiteurs calciques (Lee et coll 1983). Ainsi, ces études

démontrent le potentiel thérapeutique des inhibiteurs calciques dans le traitement de

l'asthme en vertu de propriétés relaxantes sur la fibre musculaire lisse et de l'activité anti

asthmatique (inhibition de la phase tardive de l'obstruction des voies aériennes).

5.3.2 Autres effets

Les trois familles chimiques possèdent des profils pharmacologiques différents,

liés à leur activité tissulaire.
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La nifédipine, chef de file du groupe des dihydropyridines possède une sélectivité

vasculaire marquée qui l'expose à une moindre réduction de la contractilité et de la

conduction cardiaque que le vérapamil, chef de file des phénylalkylamines dont la

sélectivité cardiaque est plus importante. Le diltiazem du groupe des benzothiazépines

présente un profil intermédiaire. Les antagonistes calciques possèdent pour le traitement

de l'hypertension artérielle de nombreux avantages: ils baissent la pression artérielle par

une diminution des résistances périphériques totales. Ils possèdent des propriétés

vasodilatatrices coronaires. Ils sont en général bien tolérés sur le plan clinique et leurs

effets secondaires, le plus souvent bénins et réversibles, sont généralement liés aux

caractéristiques pharmacologiques du produit. Ils ont un profil biochimique neutre pour

la glycémie et les lipides et ont un potentiel anti-athéromateux. Enfin, ils sont efficaces et

bien tolérés sur le plan clinique et biologique chez le sujet âgé, chez le diabétique

insulino-dépendant et chez l'insuffisant rénal.
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6

Rappel d'électrophysiologie cellulaire

Pour un non électrolyte (molécule sans charge électrique), la condition d'équilibre

de part et d'autre d'une membrane perméable est obtenue lorsque les concentrations sont

égales. Dans ce cas.Ia différence de potentiel est nulle.

Dans le cas d'un électrolyte, la condition d'équilibre doit également prendre en

compte la répartition des charges électriques de part et d'autre de la membrane pour

aboutir à une différence de potentiel électrochimique trans-membranaire de valeur nulle.

Les concentrations intra- et extra-cellulaires ne peuvent être identiques.

Le potentiel membranaire est défini parl'équation de Nernst:

Em = E; - E, = RT/ZF • log CelC

où Z est la charge de l'ion considéré, F le faraday, E le potentiel électrique, R la constante

des gaz parfaits, T la température absolue, Cela concentration en milieu extra-cellulaire et

Ci la concentration en milieu intra-cellulaire. Une différence de concentration peut donc

exister dans les conditions d'équilibre pour un électrolyte si elle est contrebalancée par

une différence de potentiel électrique entre les deux compartiments (EïIEe). Celle-ci est

appelée potentiel d'équilibre, pour les concentrations effectivement observées de l'ion

considéré. Ainsi, toute polarisation de la membrane plasmique, quelle qu'en soit la cause,

implique, s'il y a équilibre, une inégalité des concentrations intra- et extra-cellulaires de

cet ion.

La répartition des principaux électrolytes est extrêmement inégale; Na" et Cl- sont

principalement extra-cellulaires, tandis que le milieu intra-cellulaire renferme

essentiellement K+ comme cation ainsi que des anions organiques. L'équilibre

électrochimique n'est atteint que si la membrane cellulaire est de type serni-perméable ; or

la membrane ne l'est pour un ion donné que lorsque le canal correspondant est ouvert. Il

faut donc qu'il y ait activation de ce canal pour que l'ion atteigne son équilibre

électrochimique et impose à la membrane son potentiel d'équilibre. Les canaux ioniques
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peuvent donc être comparés à des écluses, activables et désactivables par des évenements

physiologiques ou pharmacologiques.

Dans le cas de la fibre musculaire striée, la différence de potentiel est de l'ordre de

-90 fiV. L'équation de Nernst permet de calculer que cette différence de potentiel

correspond à un rapport CelCi de 31,6 dans le cas d'un ion monovalent négatif distribué

passivement. Un tel rapport n'est observé que pour les chlorures.

La situation est différente pour le K+ et le Nat : des transports actifs trans

membranaires accentuent l'inégalité de concentration de ces ions, qui sont ainsi écartés

activement de leur potentiel d'équilibre.

6.2 Rôle électrophysiologique

L'ouverture du canal potassique entraîne un effet de pile entre les concentrations

en K+ intra-cellulaire et extra-cellulaire. Le potentiel de membrane devient plus négatif

(hyperpolarisation membranaire) et tend à se stabiliser à des valeurs proches du potentiel

d'équilibre du potassium noté EK.

L'hyperpolarisation membranaire, en s'opposant à la dépolarisation spontanée et

en inhibant partiellement la dépolarisation provoquée, empêche l'ouverture des canaux

calciques de type VOC (voltage dépendants) et donc la pénétration de calcium dans le

milieu intra-cellulaire. En revanche, l'effet de l'hyperpolarisation membranaire sur les

canaux calciques et sodiques de type ROC (dépendant d'un récepteur) est incertain.

6.3 Localisation tissulaire

Tout comme les canaux calciques et sodiques, les canaux potassiques sont

également présents sur les cellules non excitables. Les canaux potassiques qui sont les

plus ubiquitaires semblent faire partie de presque toutes les cellules eucaryotes.

Cependant la répartition topographique dans l'organisme des différents types de canaux

n'est pas encore bien connue.
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Contrairement au courant sodique, il existe plusieurs types de courant potassique

dont les propriétés sont spécifiques. Différentes classes de canaux potassiques peuvent

exister individuellement dans une même cellule et inversement, une même classe peut être

décelée sur des cellules totalement différentes. Actuellement, près d'une quinzaine de

canaux potassiques ont été mis en évidence (Chalon et coll 1992).

Des études électrophysiologiques récentes et l'utilisation de nouveaux agents

pharmacologiques ont montré que les canaux potassiques étaient présents dans les

cellules nerveuses, les cellules sécrétrices, les cellules musculaires lisses et squelettiques

(Hamilton et Weston 1989, Cook 1988). Les canaux potassiques sont variés et peuvent

être modulés par des variations de potentiel de membrane, de concentration ionique

calcique ou par activation d'un récepteur (figure 6). De tous les types de canaux ioniques

étudiés, les canaux potassiques forment le groupe le plus hétérogène (Rudy 1988). Les

canaux potassiques sont, en général, classés selon leur mécanisme d'ouverture (Tableau

VII). La conductance des canaux, déterminée par la technique du patch clamp, s'exprime

en pico-siémens (pS) : un canal de conductance égale à la pS transporte un courant de

1pA lorsque le potentiel est porté à 100 mV au delà du potentiel membranaire.

6.4.1 Les canaux potassiques dépendants du voltage (IK)

Ils s'ouvrent par des variations du potentiel membranaire (le plus souvent

une dépolarisation) qui entraîne une repolarisation ou une hyperpolarisation

cellulaire, en conséquence de quoi, ces canaux inhibent les processus excitatoires

(Figure 7). Les canaux potassiques sensibles au voltage sont décrits dans la plupart

des cellules avec des conductances et des temps d'ouverture différents (tableau VII) e

Ils sont intégrés à la membrane protéique et composés de différentes combinaisons de
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K+ 2 K+ 3 Na+ Na-

in

int 150 mM

E V ext = 0 mV

150 mM

V in = -85 mV

5mMext

out

Potentiel d'équilibre
potassique

Figure 6 - Gradient ionique transmembranaire et effet de l'ouverture des canaux
potassiques.

L'action de la pompe NaJK ATPase (qui fait sortir 3 Na+ et fait rentrer 2 K+
en consommant une molécule d'ATP) crée le gradient ionique indiqué. Dans
ces conditions, l'ouverture des canaux potassiques membranaires entraîne
une sortie de potassium. L'intérieur de la cellule devient plus négatif
(hyperpolarisation). Le champ électrique résultant à travers la membrane
(l'intérieur de la cellule étant a un potentiel beaucoup plus négatif que
l'extérieur qui est arbitrairement à 0) s'oppose de plus en plus à la sortie de
potassium jusqu'à ce que la force électrique compense la différence de
concentration potassique. Le potentiel auquel le gradient électrochimique
membranaire disparait, s'appelle le potentiel d'équilibre potassique et se situe
aux environs de -85 mV



Canal A

Courant de rectification retardé

Courant de rectification interne

Activé parAcétylcholine

Tableau VII : Caractéristiques des canaux Dota5:SI(111(~S

Abréviation 1 Conductance (pS) 1 Fonction probable

KA 1 14-20 1 Régulation de la fréquence du potentiel d'action

IK 1 15 f Repolarisation potentiel d'action

KIR 1 10-15 1 - Fixation du potentiel de repos
- Repolarisation potentiel d'action

IKACH 1 10-25 1 - Régulation de la fréquence du potentiel d'action
- Médiation tonus vagal au niveau du myocarde

00
N

ATP sensible

Conductance élevée Ca sensible

Faible conductance Ca sensible

Conductance intermédiaire

IKATP

IKCa

IKCa

IKCa

10-30

100-250

15

18-50

Rôle central dans le fonctionnement physiologique du
pancréas: contrôle du potentiel membranaire de la cellule ~ et
sécrétion d'insuline gluco-induite

- Mécanismes sécrétoires exocrines et endocrines
- Repolarisation potentiel d'action des cellules nerveuses et

musculaires
- Rôle possible dans les mécanismes de sécrétion

Rôle dans la phase d'hyperpolarisation qui fait suite à chaque
potentiel d'action

- Régulation du volume cellulaire (GR,lymphocytes)
- Activité électrique de certains neurones de mollusques

D'après: Rudy B, Neuroscience, J.9l~l5 - EdwardsG, Hanc/book of experimental Pharmacology, 1994 - Ashcroft FM, Biochem Soc Trans,
199() - Adelman H', Net/Iron, 1992



leurs deux sous-unités a et ~, avec pour résultat des propriétés électrophysiologiques et

pharmacologiques distinctes. La sous-unité a contient des domaines pour un pore

canalaire, un capteur de voltage, une porte d'activation et un domaine d'inactivation. 4

sous-unités a peuvent former un canal fonctionnel (Olaf Pongs, Institut für Neurale

Signalverarbeitung, Hambourg, Allemagne). Les sous-unités ~ peuvent être des

protéines membranaires périphériques qui se lient au domaine cytoplasmique des sous

unités avec formation de canaux qui ont des propriétés distinctes.

6.4.2 Canaux potassiques activés par le calcium (IK(Ca))

canaux

Ils sont séparés en trois sous-classes selon la valeur de leur conductance mais

aussi selon leur mode de régulation. La mise en jeu de ces canaux semble directement

contrôlée par le contact avec le Ca2+intra-cellulaire (Ca2+Dcar l'activation qui s'ensuit est

rapide. Mais plusieurs observations laissent présager un contrôle indirect par un second

messager: les IK(Ca) de conductance élevée de certaines cellules sont activés par des

substances qui élèvent la concentration intra-cellulaire d'AMPc. D'autres observations

révèlent que certains IK(Ca) peuvent être inhibés par l'AMPc. Reste à savoir si l'AMPc

agit directement sur les canaux ou par régulation de la concentration en Ca2+i.

Schématiquement, on peut leur attribuer deux grands rôles physiologiques: dans

les cellules excitables, ils participent à la régulation de l'excitabilité membranaire et de la

sensibilité aux neurotransmetteurs, alors que dans les cellules non excitables, ils régulent

les transferts ioniques trans-membranaires.

6.4.3 potassiques dépendants récepteur

L'activation de certains récepteurs de surface comme les récepteurs muscariniques

et les récepteurs à l'adénosine peuvent ouvrir ces canaux. Certains récepteurs pourraient

83



être directement liés aux canaux potassiques tandis que d'autres pourraient dépendre de la

protéine G intermédiaire (Hamilton 1989).

6.4.4 Canaux potassiques de l'ATP (IK (ATP))

Une famille intéressante et hétérogène (indépendant du voltage) de canaux

potassiques sont fermés par l'ATP intra-cellulaire. L'inhibition par l'ATP est modulée par

d'autres nucléotides comme le MgADP. Ainsi, le canal potassique dépendant de l'ATP

couple l'excitabilité cellulaire au stade métabolique de la cellule. En général, ces canaux

sont sensibles au blocage par les sulfamides comme le glibenclamide (Quast et Cook

1992).

6.5 Les canaux potassiques de la fibre musculaire lisse

Plusieurs types de canaux potassiques sont présents dans la membrane plasmique

des cellules musculaires lisses des voies aériennes.

• Canaux potassiques dépendants d'un potentiel

La dépolarisation membranaire active un courant potassique sortant retardé

Ç'delayed rectifier") qui tend à hyperpolariser la membrane ou du moins à limiter la

dépolarisation. Ce courant de rectification sortant retardé est potentiel-dépendant (Marthan

et coll 1989a). L'injection d'un courant dépolarisant dans les cellules musculaires lisses

n'entraîne qu'une dépolarisation très limitée insuffisante pour déclencher un potentiel

d'action (Kannan et coll 1983) du fait de la mise enjeu du courant de rectification.

• Canaux potassiques dépendants calcium

Ils sont acti vés par l'augmentation de la concentration calcique intracellulaire

notamment liée au relargage du calcium des compartiments intracellulaires au cours de

l'interaction agoniste-récepteur (Marthan et coll 1989a) (Kotlikoff 1990).
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• Canaux potassiques activés

Les "ouvreurs" de ces canaux (lemakalim) relaxent le muscle lisse bronchique

humain (Black et coll 199Gb).

Le muscle lisse des voies aériennes semble être différent par certains aspects du

muscle lisse des autres organes. Il a un bas niveau d'excitabilité électrique et n'a pas de

potentiel d'action spontané. En revanche, il existe une activité en vagues lentes qui

pourrait représenter les potentiels d'action atténués par l'ouverture des canaux K+ et

l'augmentation résultante de la conductance du K+. Ceci semble être le cas pour les

cellules du muscle lisse des voies aériennes humaines car les potentiels d'action sont

générés seulement lorsque l'activité du canal K+ est réduite (Marthan et coll 1989a). Cela

signifie que le muscle lisse des voies aériennes est fortement redressé (c'est-à-dire plus

résistant aux effets d'un courant dépolarisant qu'hyperpolarisant) et que ce redressement

existe sous l'effet de l'activation des canaux potassiques. Si la cellule du muscle lisse des

voies aériennes venait à perdre cette faculté "de redressement" ,une hyperréactivité

bronchique pourrait alors apparaître. Il est probable que la présence permanente de

médiateurs inflammatoires ayant une action excitatoire "in vivo" puisse induire une telle

condition. Il y a une certaine évidence à suggérer que les cellules musculaires lisses des

voies aériennes dans l'asthme sont plus excitables (Akasaka et coll 1975) et que les

propriétés contractiles des cellules musculaires lisses des voies aériennes chez l'animal

(Souhrada et Souhrada 1981) et chez l'homme (Black et coll 1990c) soient altérées après

sensibilisation. Cela peut être lié aux modifications du flux ionique à travers les canaux de

la membrane du muscle lisse.

6.6 Modulation des canaux potassiques de la fibre musculaire lisse

principes généraux

Dans la fibre musculaire lisse, comme dans d'autres cellules excitables, la

concentration intra-cellulaire de potassium est approximativement de 150 llM, ce qui
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contraste avec la concentration extra-cellulaire de 3,5 ~lM (Hirst et Edwards 1989). Il

existe une perméabilité plasmique du potassium relativement importante, comparée à celle

d'autres ions. Ce facteur, couplé à l'activité de la pompe NalK ATPase et à la synthèse

intra-cellulaire d'ions non diffusible donne lieu à un potentiel membranaire de -50 à -60

mV (Hirst et Edwards 1989). Le potentiel (Ek) d'équilibre (figure 7) pour le potassium

est approximativement de -90 mV, alors que celui pour d'autres ions est plus positif

(Hirst et Edwards 1989). Ainsi, le blocage ou l'inhibition des canaux potassiques dévie le

potentiel membranaire vers une dépolarisation, alors que l'ouverture des canaux

potassiques résulte en une hyperpolarisation membranaire. Dans la fibre musculaire lisse,

la dépolarisation associée à l'inhibition du canal potassique résulte indirectement en

l'activation des canaux calciques de type L qui est dépendante de la dépolarisation.

Réciproquement, l'ouverture du canal potassique produit une relaxation via la fermeture

indirecte des canaux calciques dont l'ouverture est diminuée au cours d'une

hyperpolarisation (tableau VIII). Il apparaît ainsi que les activateurs potassiques se

comportent comme des bloqueurs des canaux calciques (figure 7)

6.7 Régulation des canaux potassiques

La modulation de l'ouverture des canaux potassiques peut résulter de plusieurs

signaux cellulaires (comme la protéine de liaison GTP ou la protéine Kinase C) mais dans

la plupart des cas, le canal est activé par tout processus qui augmente la concentration

intra-cellulaire du calcium (figure 8).
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Tableau VIII

Ces molécules produisent une hyperpolarisation membranaire et réduisent indirectement
la probabilité d'ouverture des canaux calciques de type L. Ceci, couplé aux effets
inhibiteurs de stockage et de libération du calcium, génère une réduction du calcium libre
intra-cellulaire et une relaxation puissante des tissus comme le muscle lisse. Ce processus
est effectivement reversé ou prévenu par les inhibiteurs des canaux potassiques.

Ouvreurs canaux
potassiques

l
Augmentation

perméabilté K+

1
Hyperpolarisation
fibre muscle lisse

/
Fermeture des canaux

calciques de type L

Réduction calcium
libre intra-cellulaire

l

Inhibition stock Ca et
de la libération du

calcium

(D'après G. Edwards et A.H. Weston, Cardiovascular drugs and therapy, 1985)
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dépolarisation
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Ca2+

Ca2+ canaux calciques
dépendant du voltage

Activateurs des canaux K+

Fig. 7 - Représentation schématique d'une cellule musculaire lisse des voies
aériennes et mode d'action des activateurs potassiques (d'après BLACK et
BARNESt 1990).

La concentration intracellulaire des ions calcium augmente sous l'effet de l'influx
de Ca2+ provenant de l'espace extracellulaire par les canaux calciques
dépendant du voltage ou opérant par l'intermédiaire d'un récepteur, ou provenant
des stocks intracellulaires. L'augmentation de la concentration intracellulaire du
calcium, la réduction de l'ATP ou la dépolarisation de la cellule stimule l'efflux
d'ions potassium parles canaux potassiques, ce qui entraîne une
hyperpolarisation et une relaxation du muscle lisse.
Les activateurs potassiques ouvrent les canaux potassiques et pourraient avoir
des actions supplémentaires sur les stocks de calcium intracellulaire, sur les
canaux calciques opérant avec un récepteur et les pompes ioniques qui retirent
le calcium de la cellule (flèches pointillées).



Dépolarisation
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++++++++

EXTERIEUR

Activateurs
Cromakalim
RP 49356
Pinacidil
Nicorandil
Diazoxide

Repotarlsattcn membranaire/
hyperpolarisation

Bloqueurs
Tetraethylammonium
4-Aminopyridine
Apamine
Charybdotoxine
Leiurotoxin
Glibenclamide

Fig. 8 - Diversité des canaux potassiques.

Il existe quatre types de canaux potassiques: les canaux K+ sensibles
au voltage qui s'ouvrent en cas de dépolarisation cellulaire; les

canaux K+ activés par le calcium sensibles à l'augmentation du

calcium intracellulaire; les canaux K+ opérant par l'intermédiaire d'un

récepteur; et les canaux K+ contrôlés par l'ATP, sensibles à la
diminution de l'ATP intracellulaire.
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Le développement de ces "ouvreurs" des canaux potassiques commença au début

des années 1970, mais leur mode d'action fut élucidé plusieurs années plus tard (Bray et

coll 1987). La terminologie "ouvreur de canaux potassiques" a été adoptée la première

fois en 1985 afin de décrire l'action relaxante de la cromakalim sur la fibre musculaire

lisse (Hamilton et coll 1985, 1986). Le terme "ouvreur" avait été délibérement adopté car

le mécanisme précis par lequel le cromakalim ouvrait les canaux potassiques était alors (et

est toujours) inconnu. D'un point de vue historique, le cromakalim ne fut pas le premier

décrit. Avant 1985, les effets du nicorandil (connu comme le SG-75) sur le muscle

cardiaque furent énumérés avec la conclusion que cet agent augmentait la conductance

potassique des membranes du muscle cardiaque (Furukawa et coll 1981). Plus tard,

l'activation de la guanylate cyclase par le nicorandil fut décrite etau moins en Europe,

l'accent fut mis sur cette propriété afin d'expliquer les effets vasodilatateurs de cette

molécule (Holzmann, 1983). Depuis le nombre de molécules de synthèse s'est

considérablement développé. Ces agents peuvent être divisés en 3 groupes

• les ouvreurs des canaux potassiques sensibles à l'ATP

• les molécules hybrides

• les ouvreurs des canaux potassiques activés par le calcium à

large conductance

7.1 Les ouvreurs des canaux potassiques sensibles à l'ATP

Ces agents constituent le plus grand nombre d'ouvreurs de canaux potassiques.

Ils peuvent être distingués d'autres types de molécules parce que leurs effets sont inhibés

par le glibenclamide mais ne sont pas affectés par la charybdotoxine ou par les inhibiteurs
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de l'enzyme guanylate cyclase. Ils ont été subdivisés en fonction de leurs structures

chimiques.

7.1.1 Les benzopyranes

Le prototype est le cromakalim dont le mécanisme fut élucidé en 1986 (Hamilton

et coll 1986). Le développement du cromakalim dans l'hypertension et dans l'asthme a

été suspendu en faveur de son énantiomère actif le levcromakalim

7.1.2 Les cyanoguanidines

La molécule prototype est la forme racémique du pinacidil et les dérivés voisins

comme le P1060 (Ibbotson et coll 1993) et le très puissant P1075 (Bray et coll 1992) ont

été l'objet de publications récentes.

7.1.3 Les thioformamides

La majeure partie de ces agents possèdent un carbone chiral et un atome de soufre

chiral, entraînant une stéréochimie complexe. Le prototype de ce groupe est l'aprikalim

(RP52891), l'énantiomère le plus actif de la forme racémique RP 49356.

7.1.4 Les pyrimidines

Le prototype de ce groupe est le sulfate de minoxidil. Plus récemment, les

propriétés d'ouverture de ce canal potassique d'un autre dérivé des pyrimidines, le LP

805 ont été décrites (Kishii et coll 1992).
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7.1.5 Les

La molécule la plus étudiée de ce groupe est le diazoxide bien que plusieurs

nouveaux dérivés de cette molécule aient été récemment décrits. L'activité

hyperglycémiante du diazoxide est due à sa faculté d'ouverture des canaux potassiques

des cellules ~ du pancréas (Zunkler et coll 1988) et ses effets vasodilatateurs sont

également associés àcette propriété.

7.2 Les molécules hybrides : combinaison d'ouvreurs dépendants de

l'ATP et d'activateurs de la guanylate cyclase

Les japonais ont attiré l'attention sur les propriétés d'ouverture des canaux

potassiques par le nicorandil dans le muscle lisse (Furukawa et coll 1981) tandis que les

études européennes associaient l'action vasorelaxante du nicorandil à la stimulation de la

guanylate cyclase soluble (Holzmann 1983). Le nicorandil induit un courant potassique

dépendant de l'ATP dans les myocytes ventriculaires (Hiraoka et Fan 1989). L'action

combinée d'ouverture du canal potassique et d'activation de la guanylate cyclase fait que

le profil pharmacologique du nicorandil est intéressant (Taira 1989). Une molécule

apparentée, le KRN2391 , avec des propriétés hybrides similaires et des caractéristiques

structurelles présentes dans les cyanoguanidines a été décrite récemment (Yanagisawa et

Okada 1993).

Les effets de ces ouvreurs de canaux potassiques hybrides sont partiellement

antagonisés par le glibenclamide et par les inhibiteurs de laguanylate cyclase.

7.3 Les ouvreurs des canaux potassiques à large conductance activés

par le calcium

Ces ouvreurs des canaux potassiques constituent un nouveau développement

potentiellement intéressant qui actuellement se situe à un niveau préliminaire. Le SCA 40
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(Laurent et coll 1993) et une série de benzimidazoles (Olesen et coll 1993) exercent des

actions compatibles avec l'ouverture de ces canaux potassiques.

Seuls seront détaillés dans ce chapitre les agonistes potassiques utilisés lors de

l'étude.

7.4 Le nicorandil

Le nicorandil, vasodilatateur coronarien, fut le premier médicament découvert, qui

en hyperpolarisant le muscle lisse augmentait la perméabilité de la membrane cellulaire

pour le potassium, probablement en ouvrant des canaux potassiques (Furukawa et coll

1981).

Il fut également démontré que la structure du groupe nitrate permettait au

nicorandil d'activer la guanylate cyclase et d'augmenter ainsi la concentration du GMPc

dans la cellule musculaire lisse avec pour conséquence une relaxation (Holzmann 1983).

C'est Frydman (Frydman et coll 1989) en 1989, qui décrit la pharmacocinétique du

nicorandil chez l'homme. Après une administration orale (de 5 à 40 mg, doses

habituellement utilisées en clinique) rapidement absorbée, le pic plasmatique survient

entre 30 minutes et une heure après la prise. La biodisponibilité est de 75.± 23 %. La

concentration maximale et l'aire sous la courbe sont une fonction linéaire de la dose (5-40

mg). Le volume apparent de distribution est de 1,4 l/kg et la liaison aux protéines

plasmatiques est faible « 25 % forme liée). La concentration plasmatique décroit en

fonction de deux processus différents: il existe une phase d'élimination rapide avec une

demi-vie apparente d'une heure (concernant 96 % de la quantité plasmatique) et 8 à 24

heures après administration (20 mg), la moyenne reste constante à un niveau bas. La

signification de ce phénomène est inconnue. La voie principale de la biotransformation

semble être une dénitratation. Dans les urines, de faibles quantités de nicorandil

inchangées « 1 %) et de métabolites dénitratés « 4 %) sont retrouvés.
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7.5 Le cromakalim

Le cromakalim possède 2 atomes de carbone chiraux avec deux substituants de

ces deux atomes dans la configuration transe Le cromakalim est le nom générique du

mélange racémique des deux énantiomères (trans). Les propriétés vasodilatatrices de ces

médicaments font partie de l'isomère trans (-) (BRl38227, lemakalim ou levcromakalim)

qui est à l'heure actuelle en développement. L'information disponible concernant la

pharmacocinétique du cromakalim est rare. Après une administration orale à des

volontaires sains, le cromakalim est absorbée avec un pic plasmatique survenant 2 à6

heures après administration. La demi-vie plasmatique est de 22,5 heures, la clearance

orale de 3,421/heure et le volume de distribution de 111 litres.

7.6 Le levcromakalim

Le levcromakalim (BRL 38227) est l'énantiomère (-) du cromakalim. Il relaxe les

artérioles mésentériques du rat en ouvrant le canal potassique de faible conductance,

sensible à la glibenclamide (Criddle et coll 1994). Sur le coeur isolé de cobaye, le

levcromakalim s'accumule modérément et augmente le débit coronaire avec un certain

effet inotrope négatif (Mellemkjaer et Nielsen-Kudsk 1993). Sur le muscle lisse des voies

aériennes le BRL 38227 entraîne une relaxation des bronches humaines (Black et coll

1990b) et atténue la bronchoconstriction hypocapnique chez le chien (Lindemann et Freed

1993). Le levcromakalim est plus efficace comme relaxant que antispasmodique;

l'activité relaxante est plus prononcée sur les vaisseaux pulmonaires précontractés par le

Krque sur les voies aériennes (Dumas et coll 1993)

7.7 le diazoxide

Le diazoxide est un antihypertenseur dont l'administration chronique est marquée

par une hyperglycémie, un effet dû à une diminution de sécretion d'insuline via
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l'ouverture des canaux potassiques dépendants de l'ATP du pancréas (Zünkler et coll

1988). Sur l'aorte de lapin, le diazoxide inhibe la réponse vasoconstrictrice à

l'angiotensine II, à la noradrénaline et au chlorure de potassium à faibles concentrations.

Mais in vivo le diazoxide est environ 100 fois moins puissant que le cromakalim pour

pour l'effet hypotenseur chez le rat. Le glibenclamide, puissant bloqueur des canaux

potassiques dépendants de l'ATP, inhibe la stimulation de l'efflux de 86Rb+ de la veine

porte et de l'aorte par le diazoxide in vivo et inverse les variations de la glycémie et les

niveaux d'insuline (Quast et Cook 1989).

7.8 Action sur le

Les canaux potassiques dépendants du voltage sont présents dans la membrane

cellulaire du muscle lisse. Quand ils s'ouvrent (le potentiel membranaire basal chutant en

réaction à un stimulus excitatoire), ces canaux excercent un puissant effet de rectification

(Cook 1988). Il a été établi que la perte de ce courant de rectification (par un blocage ou

une dysfonction des canaux potassiques) contribue à l'hyperréactivité dans l'asthme

(Allen et coll 1986). A l'opposé, la majoration de ce mécanisme par des médicaments

ouvreurs des canaux potassiques peut déterminer une efficacité clinique. Alors que les

activateurs des canaux potassiques sont de modestes relaxants de la fibre musculaire lisse

isolée des voies aériennes, (Chapman et coll 1992), de faibles posologies (0,5 mg per os)

de cromakalim chez l'homme, apportent une protection significative vis à vis de

l'obstruction des voies aériennes dans l'asthme nocturne (Owen et coll 1989),

phénomène associé à une augmentation de la réactivité des voies aériennes. Des

posologies plus importantes sont nécessaires afin d'inhiber la bronchoconstriction induite

à l'histamine chez l'homme (Baird et coll 1988), et suggére que l'obstruction des voies

aériennes peut être altérée par des mécanismes autres que celui patent de relaxation de la

fibre musculaire lisse.

Enfin, il a été démontré récemment (Ichinose 1990) chez le cobaye, que le

cromakalim était efficace vis à vis de la bronchoconstriction médiée par le NANCe,
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pouvant présager une action vis à vis de l'inflammation neurogénique des voies

aériennes. Une information plus ample sur l'effet anti-inflammatoire des voies aériennes

est maintenant requise.

7.9 Autres effets

Des investigations in vitro et in vivo ont montré que certains activateurs des

canaux potassiques (benzopyranes, thioformamides, le nicorandil et, à un moindre degré,

le pinacidil) sont capables de protéger le myocarde vis à vis de la conséquence d'une

ischémie transitoire (Gross etcoll 1989, Graver et coll 1991). Quand ils sont donnés

avant et pendant l'ischémie, ils favorisent la récupération de la fonction contractile,

réduisent la taille de l'infarctus (Escande et Cavero, 1992) et atténuent le processus

inflammatoire dans la zone d'ischémie (Pieper et Gross 1992). Les activateurs des canaux

potassiques sont également utilisés dans le traitement de l'hypertension artérielle (Friedel

et Brogden, 1990), de l'hyperréactivité vésicale (Andersson et coll 1988), de la maladie

artérielle occlusive (Angersbach et Nicholson 1988) et potentiellement du vasospasme

cérébral (Wilkins 1986) ainsi que dans la prophylaxie de l'épilepsie (Gandolfo et coll

1989a, 1989b).
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8 Méthodologie

8.1 Matériel et méthodes

Cette étude a été réalisée selon les directives du conseil canadien de protection des

animaux. Le modèle animal utilisé est le lapin mâle de race néo-zélandaise de poids

moyen (2,5 kg ± 0,05 ESM). L'étude a été menée chez 72 lapins randomisés en douze

groupesde six avec:

1)des inhibiteurs calciques,

2) des activateurs potassiques,

3) un groupe témoin.

8.1.1 Inhibiteurs calciques

ct un groupe reçoit 0,3 mg.kg! de vérapamil

ct un groupe reçoit 0,5 mg.kg! de vérapamil

ct un groupe reçoit 1 mg.kg! de RO 40-5967

ct un groupe reçoit 1,5 mg.kg! de RO 40-5967

ct un groupe reçoit 0,15 mg.kg! de nifédipine

ct un groupe reçoit 0,1 rng.kg! denicardipine

ct un groupe reçoit 0,2 mg.kg! de nimodipine

8.1.2 Activateurs potassiques

ct un groupe reçoit 2 rng.kg! de nicorandil

ct un groupe reçoit 0,5 mg.kg! decromakalim

ct un groupe reçoit 0,5 mg.kg! delevcromakalim

ct un groupe reçoit 30 mg.kg! de diazoxide
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8.1.3 Groupe

• ce groupe reçoit 2 ml de sérum salé

8.2 Protocole général d'expérience (figure 9)

Avec ce modèle in vivo, il n'est pas possible d'utiliser plusieurs doses de

médicament chez le même lapin. Après un premier challenge avec l'aérosol d'histamine

une deuxième épreuve est quasiment sans effet. Ainsi, un nouvel animal doit être utilisé

pour une autre dose. Compte tenu des variations interindividuelles de la réactivité

bronchique à l'histamine chez lapin, nous n'avons pas pu dresser de courbes dose

réponse, trop longues à obtenir, sauf avec le vérapamil et le RO 40-5%7. En fait dans

tous les autres cas, avant les expériences définitives aux doses indiquées, nous avons

utilisé des doses progressives intra-veineuses jusqu'à une diminution de la pression

artérielle moyenne d'environ ·50 % (en fait 60 %). C'est la limitation technique pour

l'utilisation intra-veineuse de ces drogues hypotensives chez un animal vivant. Au delà,

on atteint des doses léthales. Ainsi, avec le vérapamil 0,5 mg.kg-l IV, 50 % des animaux

sont morts d'hypotension, et nous avons pris pour comparaison la dose non léthale de

0,3 mg.kg-l. En conséquence, les doses utilisées par voie intra-veineuse dans ce travail

doivent être considérées comme les doses maximales possibles.

Toutes les injections sont réalisées par voie intra-veineuse 5 minutes avant

l'aérosol d'histamine. Un dernier groupe de 6 lapins reçoit 2 ml de sérum salé sans

aérosol d'histamine. Ce groupe a été réalisé pour l'étude des différents paramètres au

cours de la ventilation mécanique.

L'animal est placé dans une boite à contention (IFFA CREDü®) et l'étude débute

par la pose d'un cathéter (Surflo aiguille 22 G x 1 TERUMO®) dans la veine auriculaire

par lequel une sédation par thiopental (15 mg.kgJ) environ est effectuée en injection

intra-veineuse lente. Des réinjections séquentielles sont réalisées en fonction des besoins.

Dès l'obtention d'une narcose mais avec persistance d'une ventilation spontanée efficace,
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le lapin est placé en décubitus dorsal, les quatre membres fixés en extension sur une

planche de contention. La tête fixée en hyperextension permet le dégagement de la région

cervicale antérieure. On réalise un abord cutané au niveau du cou avec dissection des

différents plans musculaires afin de procéder à une dénudation de la trachée qui est alors

canulée. On procède ensuite à la pose d'un cathéter artériel pour les prélèvements

gazométriques et la mesure de la pression artérielle. La technique de mise en place du

cathéter par voie carotidienne est celle décrite par Perlman et Freedman en 1971 ( ). La

carotide interne droite est individualisée, liée, une ponction de la partie sous jacente à la

ligature est alors réalisée et un cathéter en polyéthylène PE 60 Clay Adams, Parsippany

NJ USA) est introduit dans la carotide. La progression du cathéter est en général aisée, la

perception de battements systoliques au niveau de l'extrémité libre confirme la mise en

place correcte de ce dernier (à 5 cm de la zone d'introduction du cathéter) qui est alors

fixé au niveau inférieur de la portion vasculaire. Ce cathéter sera héparinisé (solution à 50

UI par ml dans du sérum physiologique) après chacun d'eux et permet les prélèvements

de gaz du sang (ABL 30, Radiometerë Copenhague, Danemark). Il autorise en outre une

prise de la pression artérielle moyenne (mm Hg) et de la fréquence cardiaque (b.mirr ')

qui sont mesurées par une jauge de contrainte (Bell and Howell type 4-327, Pasadena

CA, USA) avec amplificateur et enregistreur (Gould, Cleveland OH, USA). On aborde

ensuite la veine jugulaire interne gauche qui est également isolée sur deux fils.

L'extrémité supérieure est ligaturée et on introduit un cathéter en polyéthylène qui permet

l'entretien de l'anesthésie et l'injection des médicaments à tester. L'extrémité inférieure de

la portion vasculaire individualisée est également ligaturée lorsque le cathéter est en place.

La température est monitorée de façon permanente par voie rectale (YSI tele-thermometer

Yellow Springs, Ohio, USA). Une fois le lapin conditionné, un prélèvement sanguin

artériel est réalisé (GSl). L'animal est curarisé (Bromure de Vécuronium : Norcurons') à

la dose de 0,8 mg et ventilé. Le respirateur utilisé pour la ventilation artificielle (Harvard

Apparatus, Southnatick MA, USA) impose un volume courant de 25 ml à une fréquence

de 50 cycles.mirr '. La bonne standardisation du poids des lapins a permis de conserver

ce réglage pour tous les animaux. Un second prélèvement sanguin est réalisé 5 minutes

102



après le début de la ventilation artificielle. Après contrôle des paramètres de mécanique

ventilatoire, l'activateur potassique ou l'inhibiteur calcique ou la solution saline sont

injectés pendant 2 minutes avec un monitorage constant de la pression artérielle. Cinq

minutes plus tard, un prélèvement artériel est réalisé. La bronchoconstriction est ensuite

induite par l'inhalation d'un aérosol d'histamine pendant une période de 5 minutes.

L'orifice d'entrée du ventilateur est connecté à un nébuliseur (Intersurgical, 1493-000

Gould RD, Twickenham, Middlesex, Royaume-Uni) qui contient une solution

d'histamine. Le système est actionné par un compresseur qui délivre l'aérosol

d'histamine en 5 minutes (Dewachter, 1992).

8.3 Aérosol

La quantité de solution d'histamine nébulisée est de 0,26 ml.minJ, le diamètre

moyen des particules émises est de 3,5 uts: (nébuliseur: Intersurgical, 1493-000 Gould

RD, Twickenham, Middlesex, Royaume-Uni). Comme il s'agit d'une solution à 2 %,

chaque ml contient 20 Jlg d'histamine et 0,26 ml contient 5,2 Jlg d'histamine. Le

compresseur (Customer Thomas industries'ê' Sheboygan Wis, USA) qui utilise

l'atmosphère de la pièce débite 29,5 litres min! et par conséquent l'aérosol émis contient

176 Jig d'histamine par litre. Cet aérosol est amené au niveau de la partie aspiration du

ventilateur. Enfin, la ventilation artificielle étant constante et le volume/minute délivré de

1,3 l/min, chaque animal reçoit 228 Jlg d'histamine par minute soit 1140 Jlg d'histamine

pendant les 5 minutes de la nébulisation mais environ 1000 Jlg compte tenu de la

déposition sur les parois. Les gaz du sang, la pression artérielle moyenne et la fréquence

cardiaque sont mesurés 10, 30 et 60 minutes après la fin de l'aérosol d'histamine. Il est

peu vraisemblable que l'histamine ait une action vasculaire dans les conditions de

l'expérience, par exemple après injection d'un inhibiteur calcique ou d'un activateur

potassique entraînant une forte chute de la pression artérielle.
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8.4 1tanesthésie

L'entretien de la relaxation étant indispensable aux mesures de mécanique

ventilatoire, une seringue électrique de bromure de Vécuronium est branchée

immédiatement après le bolus de 0,8 mg au débit de 0,4 mg/h dès la mise en route de la

ventilation. Des injections de thiopental sont réalisées de façon ponctuelle pour l'entretien

de la narcose.

8.5 Paramètres mesurés

8.5.1 Gaz sang

La mesure des gaz du sang s'effectue avec un appareil automatique (ABL 30

Radiometerê' Copenhague) qui donne le pH, la pression artérielle de C02 (PaC02) et

d'oxygène (Pa02).

8.5.2 Résistances pulmonaires totales et élastance pulmonaire

totale

Avant de placer l'animal sous respirateur, trois étalonnages successifs des

résistances et de l'élastance pulmonaires totales sont effectués à l'aide d'un analogue.

L'animal est placé sous ventilateur puis curarisé. Les mesures des résistances et de

l'élastance pulmonaires sont effectuées par régression linéaire multiple à partir des

mesures de pression d'insufflation et de débit (Uhl et Lewis 1974, Bates et coll 1989,

Romero et Ludwig 1991). La canule de trachéotomie du lapin est connectée à un tube de

6 cm de long, d'un diamètre interne de 0,7 cm comportant une prise de pression près de

la canule (pression trachéale: Ptr) avec un capteur (Honeywell type 176 PC ± 35 cm

H20, Microswitch, Freeport Il, USA) en série avec un pneumotachographe Fleisch n° 00

(Metabo, Epalinges, Suisse) mesurant le débit trachéal (V'tr), La pression différentielle
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du pneumotachographe est mesurée par un capteur différentiel (Celesco's modèle LVCR

± 2 cm H20). Le tout est relié à la sortie du ventilateur Harvardv, L'espace mort ajouté

est de 7 ml (dont 4,8 ml pour le pneumotachographe) entre la trachée et le tube en Y du

ventilateur. Les signaux sont amplifiés, filtrés par des filtres passe-bas ayant une

fréquence de coupure à 32 Hz, digitalisés par un convertisseur analogique/digital 12 bits

(Digimétrie 12 B 25 M, Perpignan, France) échantillonnés à 20 Hz et traités

numériquement par un micro-ordinateur (PC type 386, Dell Austin TX, USA). Les

données obtenues pendant une respiration régulière à la fréquence de 50 cycles par minute

avec un volume courant de 25 ml sont échantillonnées pendant dix secondes. Le volume

(V) est calculé par intégration digitale du débit trachéal (V'). A partir des signaux de V',

V et Ptr, les résistances (Rrs) et l'élastance (Ers) thoraco-pulmonaires sont calculées par

régression linéaire multiple selon l'équation:

Ptr =Ers · V + Rr s V' + K

ou K est une constante reflétant une pression expiratoire positive (PEEP) éventuelle. Les

valeurs de Rrs et Ers sont acceptées si les cycles remplissent certaines conditions et si

l'accord avec le modèle est bon (écart inférieur à 8 %). Les résultats sont donnés tous les

60 secondes. Le recueil des mesures est effectué jusqu'à la soixantième minute après la

fin de l'aérosol d'histamine. Les poumons de l'animal sont récupérés à la fin de chaque

expérience pour quantification des radicaux libres.

8.5.3 Pression artérielle et fréquence cardiaque

Les mesures de la pression artérielle moyenne et de la fréquence cardiaque sont

effectuées avant l'aérosol d'histamine puis 10,30 et 60 minutes après l'arrêt de l'aérosol

d'histamine. On utilise une jauge de contrainte (Bell and Howell type 4-327 Pasadena

CA, USA) et on enregistre la pression et la fréquence cardiaque avec un enregistreur

GOULD (Cleveland OH, USA).
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Le cromakalim fut fournie par Sigma, le levcromakalim généreusement donné par

Smith Kline Beecham (Royaume-Uni) et le nicorandil par Bellon (France). La nimodipine

fut obtenue par l'intermédiaire des laboratoires Bayer (Allemagne) et la nicardipine par

Sandoz (Suisse). Hormis le levcromakalim soluble dans l'eau, ces médicaments sont

solubles dans des solutions variées:

- cromakalim (cromakalim 0,002 g dans 10 ml de DMSO 10 %),

- nicorandil (nicorandil 0,006 g, acétone 200 }lI pour 10 ml d'eau),

- nimodipine en solution alcoolique (nimodipine 0,010 g, alcool

éthylique 96 % 10 g, polyoxoéthylène glycol 400 8,5 g, citrate de Na 2 H20 0,1 g, acide

citrique anhydre 0,015 g, eau 31,255 g =SOml)

- nicardipine en solution acide (nicardipine 0,010 g, sorbitol 0,5 g, eau 10

ml, Hel 0,1 N à pH = 3,5). Tous les solvants ont été testés par voie intra-veineuse sans

produit actif (n =2). Ils n'ont donné aucune altération de la réponse à l'histamine.

8.7 Analyse statistique

L'analyse statistique a été effectuée dans un premier temps par une analyse de

variance à deux facteurs afin d'étudier l'ensemble des valeurs entre elles. Puis un test de

Student a été utilisé afin d'évaluer les différences observées à chaque temps. Les

différences sont considérées comme statistiquement significatives quand p < 0,05. Tous

les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne (ESM).

Pour l'analyse des mesures en série, et notamment pour les courbes temporelles

présentant un pic, il a été préconisé d'utiliser des mesures "résumées" comme par

exemple, pour chaque animal d'expérience, l'aire sous la courbe (area under the curve :

AUe) d'une variable en fonction du temps:
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Aue =
n-l

~
i=O

+ 1 ..

si nous avons n + 1 mesures Yi au temps ti (i = 0, , n).

Ces valeurs résumées sont ensuite analysées par les techniques statistiques

habituelles (Matthews et coll 1990). Nous avons utilisé cette méthode pour affiner les

comparaisons entre les divers inhibiteurs calciques et activateurs potassiques.
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9.1. Inhibiteurs calciques

9.1.1 Paramètres hémodynamiques

Tous les médicaments inhibiteurs calciques sont hypotenseurs; ils ont été injectés

à doses équihypotensives (tableau IX) déterminées expérimentalement par des posologies

progressivement croissantes chez des lapins différents. En général, un maximum de trois

lapins a été nécessaire afin d'obtenir une chute de la pression artérielle de 60 %. La chute

de la pression artérielle moyenne est identique pour les différents médicaments du groupe

(différence non significative entre les médicaments utilisés). La diminution de la pression

artérielle ne semble pas le générateur de la diminution de réactivité à l'histamine. En effet

le vérapamil (0,3 mg.kgl) inhibiteur calcique n'a pas d'action sur les résistances, alors

qu'il abaisse la pression artérielle de 54% ; le diazoxide (30 mg.kgJ) activateur

potassique engendre une hypotension similaire (- 55 %) mais n'a pas d'action sur les

résistances pulmonaires totales. Il en est de même pour le nicorandil (2 mg.kgI) autre

activateur potassique. De plus, l'hypotension artérielle ne semble pas entraîner une

diminution significative des résistances thoraco-pulmonaires avant l'épreuve à

l'histamine. Dans tous les groupes, ces résistances ont été mesurées avant et 5 minutes

après l'injection des inhibiteurs calciques et des activateurs potassiques. Alors que

l'hypotension est majeure, aucune différence entre les deux moyennes n'est significative

pour tous les médicaments aux différentes posologies utilisées. Soixante minutes après

l'aérosol d'histamine, la pression artérielle reste basse pour les dihydropyridines :

nimodipine, nicardipine, et nifédipine. Pour les autres groupes, la pression artérielle

moyenne n'est pas statistiquement différente des valeurs initiales. Il ne semble pas que les

variations de la durée d'action de ces inhibiteurs calciques soient liées à leur demi-vie

d'élimination: cette demi-vie est seulement de 1-2h pour la nimodipine, qui reste active à

la 6()ème minute, alors qu'elle atteint 4-8h pour le vérapamil qui n'est plus actif à la 6üème

minute (Advenier et Meyer 1992). Les modifications de la fréquence cardiaque sont sans

particularité.

109



Tableau IX

Inhibiteurs calciques, Paramètres hémodynamiques

Avant Après

injection de produit

Pression artérielle (mmHg)

60 min après

aérosol d'histamine

Témoins (sérum physiologique)

VERAPAMIL (0,3 mg kg-I)

VERAPAMIL (0,5 mg kg-J)

RO 40-5967 (1,0 mgkg-1)

RO 40-5967 (1,5 mg kg-I)

NIMODIPINE (0,2 mg kg- 1)

NICARDIPINE (0,1 mg kg-1)

NIFEDIPlNE (0,15 mg kg-I)

85,6± 4,5

83,0± 6,8

76,6 ± 8,6

86,6± 8,5

89,3 ± 2,5

89,0±4,2

96,0 ±4,2

85,3 ± 1,4

86,0 ± 5,2

***38,3 ± 3,3

**34,2 ± 6,7

*54,3 ± 7,0

***45,6 ± 5,4

***37,3 ± 1,7

***43,3 ± 2,7

***34,6 ± 4,8

78,6 ± 4,5

85,0 ±7,2

65,3± 6,1

80,2 ± 5,9

85,5 ± 4,6

***62,0 ± 4,5

***70,3 ± 4,5

**71,6 ± 3,4

Fréquence cardiaque (c/min)

Témoins

VERAPAMIL 0,3

VERAPAMILO,5

RO 40-5967 1,0

RO 40-5967 1,5

NIMODIPINE

NICARDIPINE

NIFEDIPINE

288 ± 20

273 ± 8

298 ± 8

245 ± 26

288± 16

263 ± 14

300 ± Il

296 ± 24

292 ± 17

243±9

226± 26

233 ± 14

258 ± 13

***187 ± 17

280±9

280 ± 19

288 ± 14

265±9

282± 14

256 ± 12

271 ± 25

243 ±13

298±7

288 ± 20

Valeurs moyennes ± ESM ; n = 6 ; ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant l'injection du

produit.



9.1.2 et gaz sang

Le pH artériel et les gaz du sang ne sont pas modifiés statistiquement par la

ventilation artificielle et les injections intra-veineuses d'inhibiteurs calciques. Dix minutes

après la fin de l'inhalation d'histamine, la Paa2 chute de façon significative dans le

groupe contrôle, vérapamil et nifédipine, probablement en rapport avec des troubles de

distribution. Dans les groupes Ra 40-5967, nicardipine et nimodipine ces perturbations

ne sont pas observées. Il est possible que les modifications des rapports

ventilation/perfusion soient induites par le bronchospasme à l'histamine. Dans ce cas, le

Ra 40-5967, la nicardipine et la nimodipine qui réduisent substantiellement le

bronchospasme, préviennent ces troubles de distribution et la chute de la Paa2. Dans le

groupe témoin, on note une acidose respiratoire minime 10 minutes après l'aérosol

d'histamine.

111



Tableau X

Inhibiteurs calciques : pH et gaz du sang artériel

Avant histamine 1°min après histamine 60 min après histamine

Témoins

pH 7,388 ± 0,027 **7,319 ±0,067 7,374 ± 0,072

Paco2 kPa (mmHg) 3,3 ± 0,2 (24,5) *3,9 ± 0,4 (29,2) 3,4 ± 0,3 (25,3)

Pao2 kPa (mmHg) 10,8 ± 0,8 (81,0) ***5,9 ± 0,3 (44,3) **7,3 ± 0,5 (54,7)

VérapamilO,3

pH 7,406 ± 0,016 7,345 ±0,025 7,426 ± 0,028

Paco2 3,3 ± 0,2 (24,7) 3,3 ± 0,2 (24,7) 2,9 ± 0,3 (21,7)

Pao2 Il,1 ± 0,4 (83,3) ***8,3 ± 0,7 (62,6) **9,1 ± 0,7 (68,3)

Nifédipine 0,15

pH 7,414 ± 0,020 7,281 ±0,025 7,318 ± 0,020

Paco2 2,8 ± 0,1 (21,0) 3,5 ± 0,1 (26,2) 3,1 ±0,1 (23,3)

Pao2 Il,1 ± 0,6 (83,3) ***7,3 ± 0,7 (54,8) ***7,9 ± 0,6 (59,3)

Ra 40-5967 1,5

pH 7,462 ± 0,020 7,428 ± 0,024 7,463 ± 0,024

Paco2 3,3 ± 0,1 (24,7) 3,2 ± 0,2 (24,0) 3,1 ±0,1 (23,3)

Pao2 10,3 ± 0,8(77,2) 9,6 ± 0,9 (72,0) 9,9 ± 0,9(74,3)

Nicardipine 0,1

pH 7,400 ± 0,022 7,386 ± 0,046 7,384 ± 0,066

Pacoj 3,3 ± 0,1 (24,8) 2,8 ± 0,3 (21,0) **2,4 ± 0,3 (18,0)

Pao2 10,6 ± 0,2 (79,5) 9,0 ± 1,2 (67,5) 9,8 ± 0,8 (73,5)

Nimodipine 0,2

pH 7,395 ± 0,012 ***7,291 ±0,029 ***7,250 ± 0,041

Paco2 2,5 ± 0,2 (18,7) 2,5 ± 0,1 (18,7) 2,6 ± 0,2 (19,5)

Pao2 12,5 ± 0,5 (93,7) Il,0 ± 1,2 (82,5) Il,6 ± 1,5 (87,0)

Valeurs moyennes ± ESM; n = 6; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant

l'aérosol d'histamine.



9.1.3 Dose réponse vérapamil et RO 40-5967

Avec ce modèle, in vivo, il n'était pas possible d'utiliser des posologies

médicamenteuses différentes chez le même animal. Après un premier challenge avec un

aérosol d'histamine, un second challenge est pratiquement sans effet. Un autre animal

doit être utilisé pour une autre posologie. Avant de réaliser l'expérience définitive, nous

avons utilisé des posologies progressives afin d'obtenir une diminution de 50 % de la

pression artérielle. Il ne s'agit pas d'un critère de puissance vis à vis des bronches mais

d'une limitation technique vis à vis de l'utilisation intra-veineuse d'un médicament chez

un animal vivant. En fait, cela correspondait à la dose maximale possible sans décès. Il

s'agit d'un travail considérable compte tenu des variations interindividuelles de la

réactivité bronchique à l'histamine chez le lapin, et nous ne l'avons réalisé qu'avec le

vérapamil et le Rü 40-5967.

Pour le vérapamilla posologie de 0,5 mg.kg! iv donne des résultats intéressants,

mais il s'agit de la DL50. La dose de 0,3 mg.kg! n'est pas léthale mais quasi inactive. La

chute de la pression artérielle était la même avec les deux posologies (-57 % avec 0,3

mg.kg! et -55 % avec 0,5 mg.kgl). Ainsi, la posologie de 0,3 mg.kgl a été utilisé pour

comparaison avec les autres inhibiteurs calciques (figure 10).

Pour le Rü 40-5967, la dose de 1 mg.kg! iv, n'a pas d'effet sur le

bronchospasme. La dose de 1,5 mg.kg! iv, active sur le bronchospasme, est proche de

la dose toxique (Zmg.kg! iv) pour le lapin. C'est la dose de 1,5 mg.kg! iv qui a été

retenue (figure Il).
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comparaison des différents inhibiteurs calciques par

rapport à un 2r4[)Ulpe··rem()ln

Pour plus de clarté, les résultats de mécanique ventilatoire sont donnés en

variation de pourcentage des valeurs initiales. Ceci est justifié parce que les valeurs

initiales sont quasi les mêmes. Nous avons dans les 10 groupes comparatifs de 6 lapins,

un groupe témoin (sérum physiologique), 5 groupes recevant un inhibiteur calcique, et 4

groupes un activateur potassique. En ce qui concerne les résistances thoraco

pulmonaires, les valeurs moyennes initiales de chaque groupe sont comprises entre 22,09

et 29,45 cm H20 1-ls avec une valeur moyenne initiale totale de 26,00 ± 0,66 (SEM) cm

H20 1-ls. En ce qui concerne l'élastance thoraco-pulmonaire, les valeurs moyennes

initiales de chaque groupe sont comprises entre 336,35 et 478,52 cm H20 1- 1 avec une

valeur moyenne initiale totale de 406,34 ± 14,62 cm H20 1-1. Ainsi, tous les écarts

maximaux avec la valeur moyenne initiale totale sont très inférieurs à 20%, ce qui est tout

à fait tolérable pour des valeurs biologiques.

• Résistances thoraco-pulmonaires

La figure 12 montre l'évolution des résistances pulmonaires totales après l'aérosol

d'histamine dans les différents groupes. Après la fin de l'aérosol, les résistances

pulmonaires totales sont plus basses dans les groupes RO 40-5967, nifédipine,

nicardipine et nimodipine par rapport au groupe contrôle. Il existe donc un effet préventif

de ces médicaments sur la bronchoconstriction à l'histamine. Le meilleur résultat est

observé avec la nimodipine. En revanche, après l'aérosol d'histamine, on observe le

même profil des résistances dans les groupes vérapamil et témoin. Ces résultats sont

confirmés par le calcul des aires sous la courbe (AUC) des résistances

thoracopulmonaires pour les différentes observations avec les cinq inhibiteurs calciques
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utilisés: seuls le RO 40-5967, la nicardipine et la nimodipine ont une AUC moyenne

significativement différente des témoins:

AUC RESISTANCES Il % (n =6)

Témoins (sérum physiologique)

Vérapamil (0,3 mg.kgl)

Nifédipine (0,15 mg.kgl)

RO 40-5967 (1,5 mg.kgl)

Nicardipine (0,1 mg.kg! )

Nimodipine (0,2 mg.kgJ)

69,78 ± 12,12

66,93 ± 10,85

44,98 ± 6,68

32,65 ± 14,44

28,42 ± 5,74

23,03 ± 6,68

NS

NS

*

**

**

• Elastance thoraco-pulmonaire

La figure 13 objective l'évolution de l'élastance pulmonaire totale après l'aérosol

d'histamine. A la fin de l'aérosol, les valeurs les plus basses sont obtenues avec les

groupes RO 40-5967, nimodipine, nicardipine et nifédipine. Le meilleur effet est observé

avec la nimodipine. Les deux autres dihydropyridines: nifédipine à la dose de 0,15

mg.kg! et nicardipine (0,1 mg.kgl) ont également des activités satisfaisantes. Ces

résultats sont confirmés par le calcul des aires sous la courbe des élastances thoraco

pulmonaires dans les différents groupes. Seuls les groupes nicardipine et nimodipine

différent significativement du groupe témoin.

AUC ELASTANCE Il % (n =6)

Vérapamil 67,9 ± 14,65 NS

Témoins 63,97 ± 6,68

Nifédipine 56,06 ± 14,24 NS

R040-5967 35,2 ± 6,23 NS

Nicardipine 32,19 ± 13,43 *
Nimodipine 28,81 ± 3,05 *
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9.2 Activateurs potassiques

9.2.1 Paramètres hémodynamiques

La chute de la pression artérielle moyenne est similaire pour les posologies

d'activateurs potassiques utilisés (tableau XI). Dans tous les groupes (sauf chez les

témoins) la pression artérielle moyenne reste abaissée 60 minutes après l'aérosol

d'histamine Les demi-vies d'élimination des produits testés sont en général longues

(environ 24h), excepté pour le nicorandil. Les modifications de la fréquence cardiaque

sont sans particularité.
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Tableau XI

Activateurs potassiques. Paramètres hémodynamiques

Avant Après

injection du produit

Pression artérielle (mmHg)

60 min après

d'aérosol d'histamine

Témoins (sérum physiologique) 85,6 ± 4,5

NICORANDIL (2 mg kg-I) 95,3 ± 2,8

CROMAKALIM (0,5 mg kg-J) 89,6 ± 2,0

LEVCROMAKALIM (0,5 mg kg-1) 87,0 ± 2,7

DIAZOXIDE (30 mg kg-l) 95,0 ± 3,7

86,0 ± 5,2

***37,6 ± 2,5

***36,0 ± 5,0

***33,3 ± 3,5

***43,0 ± 6,6

78,6±4,5

***73,0 ± 9,0

***54,3 ± 6,0

***39,3 ± 2,8

***50,8 ± 3,7

Fréquence cardiaque (c/min)

Témoins 288 ± 20 292 ± 17 288 ± 14

NICORANDIL 332 ± 18 327 ± 17 **280± 15

CROMAKALIM 295 ± Il 290± 29 305±8

LEVCROMAKALIM 300 ± 12 322 ± 16 303±9

DIAZOXIDE 273 ± 21 306± 18 288 ± 17

Valeurs moyennes ± ESM ; n = 6 ; ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant l'injection du

produit.



9.2.2 pH et gaz du sang artériel

Dix minutes après la fin de l'aérosol d'histamine, la Paü2 chute de façon

significative dans le groupe témoin et les groupes d'activateurs potassiques étudiés

(tableau XII), vraisemblablement en rapport avec des modifications des rapports

ventilation/perfusion. La légère baisse du pH pendant l'expérience révèle une acidose

métabolique.
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Tableau XII

Activateurs potassiques : pH et gaz du sang artériel

Avant histamine 10 min après histamine 60 min après histamine

Témoins

pH 7.388 ± 0.027 **7.319 ±0.067 7.374 ± 0.072

Pacoj kPa (mmHg) 3.3 ± 0.2 (24.5) *3.9 ± 0.4 (29.2) 3.4 ± 0.3 (25.3)

Pao2 kPa (mmHg) 10.8 ± 0.8 (81.0) ***5.9 ± 0.3 (44.3) **7.3 ± 0.5 (54.7)

Nicorandil 2

pH 7.391 ± 0.029 7.369 ± 0.031 7.287 ± 0.055

Paco2 3.7 ± 0.3 (27.7) 3.6 ± 0.4 (27.0) 3.1 ± 0.2 (23.3)

Pao2 10.1 ± 0.4 (75.8) **5.1 ± 0.9 (38.2) *7.4 ± 0.6 (55.5)

Cromakalim 0,5

pH 7.376 ± 0.023 7.344 ± 0.040 **7.325 ±0.039

Paco; 2.9 ± 0.3 (21.8) 3.2 ± 0.3 (24.0) 2.9 ± 0.2 (21.7)

Pao2 Il.8 ± 0.9 (88.5) **7.6 ± 0.8 (57.0) 9.8 ± 0.9 (73.5)

Levcromakalim 0,5

pH 7,383 ± 0,028 **7,327 ± 0,028 ***7,303 ± 0,033

Paco2 2,9 ± 0,1 (21,8) 2,9 ± 0,2 (21,8) 2,6 ± 0,1 (19,5)

Pao2 Il,0 ± 0,8 (82,5) **7,4 ± 0,9 (55,5) 10,0 ± 0,7 (75,0)

Diazoxide 30

pH 7,421 ± 0,023 *7,304 ± 0,032 *7,251 ± 0,068

Paco2 3,3 ± 0,2 (24,5) 4,0 ±0,4 (30,0) '2'7 ±0,5 (27,8)J,I

Pao2 10,7 ± 0,3 (80,3) ***5,6 ± 0,4 (42,0) **7,4 ± 0,8 (55,5)

Valeurs moyennes ± ESM ; n =6 ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant

l'aérosol.



9.2.3 Résistances et élastance thoraco-pulmonaires. Action et

comparaison des potassiques par

rapport à un groupe-témoin

.. Résistances thoraco-pulmonaires

A la fin de l'aérosol d'histamine, les résistances thoraco-pulmonaires sont les plus

basses avec le levcromakalim (+ 68 %, p<O,OOl) et le cromakalim (+ 57 %, p<O,OOl)

par rapport au groupe contrôle (+ 100 %), ce qui tend à montrer un effet préventif de ces

médicaments sur labronchoconstriction à l'histamine(figure 14). Le meilleur effet est

observé avec le cromakalim (0,5 mg.kg! ). Le calcul des aires sous la courbe (AUC)

pour les résistances thoraco-pulmonaires montre que seule l'AUC moyenne pour le

cromakalim est significativement différente (p<0,05) des valeurs témoins:

AUC RESISTANCES A % (n =6)

Témoins (sérum physiologique) 69,78 ± 12,12

Diazoxide (30 mg.kgI) 64,92 ± 6,15 NS

Nicorandil (2mg.kg-1) 51,09 ± 7,91 NS

Levcromakalim Iû.Srng.kgJ) 46,28 ± 7,95 NS

Cromakalim (0,5 mg.Kg") 41,37 ± 11,34 *

• Élastance thoraco-pulmonaire

L'augmentation la moins importante de l'élastance est observée avec le nicorandil,

le cromakalim et le levcromakalim. La différence est significative par rapport au groupe

témoin (figure 15). Cependant, les calculs des aires sous la courbe pour l'élastance
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thoraeo-pulmonaire observée avec les quatre différents activateurs potassiques ne

différent pas statistiquement des valeurs moyennes des témoins:

Diazoxide

Témoins

Nieorandil

Leveromakalim

Cromakalim

Aue ELASTANCE 11 % (0 =6)

72,82 ± 6,66 NS

63,97 ± 6,68

43,69 ± 10,75 NS

42,OO± 12,13 NS

40,99 ± 13,71 NS
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9.2.4 avec

activateurs potassiques

Pour effectuer cette comparaison, nous avons choisi les drogues donnant les

meilleursrésultats: lanicardipine (0,1 mg.kgl) et la nimodipine (0,2 mg.kgI) pour les

inhibiteurs calciques et le nicorandil (2 mg.kg:"), le cromakalim (0,5 mg.kg") et le

levcromakalim (0,5 mg.kgl) pour les activateurs potassiques.

Les inhibiteurs calciques, nicardipine et nimodipine offrent une meilleure

protection vis à vis du bronchospasme que les activateurs potassiques (figures 16 et 17).

A la fin de l'aérosol d'histamine le meilleur résultat (c'est-à-dire la meilleure inhibition du

bronchospasme) est celui obtenu avec la dihydropyridine nimodipine (L\Rrs : + 30%)

alors que le meilleur résultat obtenu avec les activateurs potassiques est de (ARrs:

+ 57%) avec le cromakalim. Au même moment, la nicardipine, une autre dihydropyridine

entraînait une augmentation L\Rrs de + 43 % ; les activateurs potassiques levcromakalim

et nicorandil avaient de moindres performances puisque respectivement avec L\Rrs +68 %

et +82 %.

Le calcul des aires sous la courbe dont les valeurs ont été déjà données

précédemment montrent que seul le groupe cromakalimest statistiquement différent

(p<O,OS) du groupe témoin pour les résistances thoraco-pulmonaires, chez les activateurs

potassiques. Chez les inhibiteurs calciques les valeurs AUC de la nicardipine et la

nimodipine sont très différentes (p<0,01) des valeurs témoins en ce qui concerne les

résistances thoraco-pulmonaires. En ce qui concerne l'élastance thoraco-pulmonaire

seules les valeurs AUC de la nicardipine et de la nimodipine différent (p<0,05) des

valeurs témoins.
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9.3 Mécanismes d'action associés

Outre les modifications des canaux calciques et potassiques, le monoxyde d'azote

(NO) et les radicaux libres sont-ils impliqués dans les modifications du bronchospasme à

l'histamine, observées avec les inhibiteurs calciques et les activateurs potassiques?

Chez des cobayes anesthésiés et ventilés artificiellement le NO inhalé diminue les

résistances pulmonaires, les variations de résistance et de compliance pulmonaire

dynamique après administration iv de méthacholine (Dupuy et coll 1992). Ces

observations ont été confirmées chez le lapin (Hëgman et coll 1993a) mais dans cette

espèce la compliance du système respiratoire chute de la même manière après

méthacholine avec ou sans NO. Chez le chien, le NO inverse complètement la

bronchoconstriction induite par l'histamine de façon dose-dépendante, mais seulement

inverse partiellement la bronchoconstriction à la méthacholine (Brown et coll 1994). Chez

l'homme, cependant, l'effet bronchodilatateur du NO est moins important (Hëgman et

coll 1993b, Sanna et coll 1994). Par ailleurs, l'inoculation intratrachéale du virus

parainfluenza de type 3 à des cobayes augmente la réactivité bronchique des voies

aériennes à l'histamine. Le précurseur du NO, la L-arginine, ou le donneur de NO: S

nitroso-N-acétyl-pénicillamine (SNAP) injectés dans la lumière du tube trachéal des

animaux infectés préviennent l'hyperréactivité induite par l'histamine. La production de

NO est diminuée dans la trachée des animaux infectés et l'incubation des tissus avec

de la L-arginine ramène la production de NO aux valeurs témoins (Folkerts et coll 1994).

En rapport avec ceci, Nijkamp et coll (1993) ont donné des inhibiteurs de la synthèse du

NO (ISNO) par aérosol, NG-nitro-L-arginineméthyl ester (L-NAME) ou NG-mono

méthyl-L-arginine (L-NMMA) chez des cobayes anesthésiés; ceci entraînait une

augmentation des résistances pulmonaires après histamine. Cet effet est inhibé par un

aérosol de L-arginine. In vitro, la perfusion de la lumière de la trachée par ISNO

augmentait son tonus basal. Donc, le NO pourrait jouer un rôle dans la régulation du

tonus des muscle des voies aériennes et dans la réponse à l'histamine. Nous avons donc

étudié les effets du L-NAME et des générateurs de NO sur le bronchospasme à
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l'histamine et leurs implications dans les phénomènes observés avec les inhibiteurs

calciques et les activateurs potassiques.

Si le rôle du NO dans le bronchospasme est largement suspecté, le rôle éventuel

des radicaux libres oxygénés est moins connu. Katsumata et coll (1990) chez le chat

anesthésié ont aérosolisé xanthine puis xanthine-oxydase afin de générer

enzymatiquement des radicaux libres oxygénés. La résistance pulmonaire augmente

instantanément de 15 à 30 cm H20/1/s (p<O,Ol). Cette augmentation est significativement

diminuée par administration préalable de superoxyde dismutase ou de catalase. Après

xanthine, xanthine-oxydase, les voies aériennes hyperréagissent à l'acétylcholine après

30 et 60 minutes (p<0,05) mais non après 120 minutes. Ces données laissent penser que

les radicaux libres oxygénés pourraient induire une bronchoconstriction et une

hyperréactivité bronchique. Les mêmes résultats ont été obtenus chez le mouton (Lansing

et coll 1991). Les études chez le mouton indiquent que l'hyperréactivité bronchique

induite par le couple xanthine, xanthine-oxydase résulte de la génération secondaire de

médiateurs lipidiques par ces radicaux (Lansing et coll 1991).

In vitro, la génération d'anion superoxyde engendre la contraction biphasique de

la trachée isolée de cobaye (Nishida et coll 1985). Le leucotriène LTD4 active les espèces

oxygène actives et augmente l'hyperréactivité des voies aériennes chez le cobaye (Weiss

et Bellino 1986). H2Û2 entraîne la contraction des bronches intra-pulmonaires de rat

(Szarek et Schmidt 1990). Tous ces phénomènes génèrent des médiateurs lipidiques

(Hemler et lands 1980, Sporn et coll 1988) et sont en accord avec ce qui est observé in

vivo.

De plus, in vivo les radicaux oxygénés contribuent à l'hyperréactivité bronchique

induite par un antigène chez la brebis éveillée (Lansing et coll 1993).

Il semble donc bien établi de nos jours que les radicaux libres oxygénés

contribuent à la bronchoconstriction et à l'hyperréactivité bronchique (Stevens et coll

1995).

Nous avons voulu vérifier ces phénomènes dans notre modèle de bronchospasme

à l'histamine chez le lapin.
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9.3.1 Inlllb]ltl(]~n de la NO synthétase par le L-NAME

9.3.1.1 Méthodes

Les expériences sont conduites comme précédemment avec le même protocole.

Après les mesures de contrôle, le L-NAME est injecté par voie intra-veineuse pendant 2

minutes, 5 minutes avant l'aérosol d'histamine:

- 6 lapins ont reçu 10 mg.kg! de L-NAME iv,

- 6 lapins ont reçu 15 mg.kg! de L-NAME iv,

- 6 lapins ont reçu 2 ml de sérum physiologique (témoins).

La quantité de L-NAME injectée a été choisie en fonction des données de la

littérature.

Les concentrations de L-NAME et de son métabolite NG-nitro-L-arginine (L

NNA) ont été mesurées dans le plasma artériel au cours de 4 expériences, à 15 mg.kg! et

4 expériences à 10 mg.kgl. La mesure a été faite par HPLC avec la technique décrite par

Schwarzacher et Raberger (1992).

Méthode de dosage de L-NAME et L-NNA

Les taux de L-NAME et de L-NNA sont mesurés par HPLC selon la technique de

S. Schwarzacher et G. Raberger (Schwarzacher et Raberger 1992) en utilisant une

colonne nucléosil5SA (250 x 4 mm), une phase mobile de NaH2P04 100 mM avec 10 %

de méthanol pH 2,3 à 1 mllmin et une détection UV à 268 nm. 200 ul de plasma sont

déprotéinisés avec 20 ul d'acide perchlorique 4,4 M. Après centrifugation 50 ul de

surnageant dilué 1/10 sont injectés sur la colonne. Les pics de L-NNA et L-NAME

sortent respectivement à 5,4 min et 12 min de l'injection. Une gamme étalon est réalisée

en ajoutant des quantités connues (de 0,25 à 20 ug/ml) de L-NAME et L-NNA à du

plasma pur.
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9.3.1.2 Résultats

9.3.1.2.1 Dosage

plasma

L ..NAME et de L ..NNA dans le

La concentration du L-NAME disparaît assez rapidement dans le plasma artériel;

elle est d'ailleurs quasi semblable après une injection de 10 mg.kg! ou 15 mg.kgl. Au

contraire, le métabolite actif L-NNA reste remarquablement constant. Sa concentration est

plus élevée dans le plasma artériel après la dose de L-NAME de 15 mg.kg! (figure 18).

9.3.1.2.2 Paramètres hémodynamiques (tableauXIII)

Les variations de la pression artérielle moyenne et de la fréquence cardiaque sont

sans particularité; l'augmentation de la pression artérielle après injection de L-NAME

n'est pas significative.

9.3.1.2.3 pH et gaz du sang artériel (tableauXIV)

Soixante minutes après l'aérosol d'histamine, le pH artériel est plus acide dans le

groupe L-NAME que dans le groupe témoin. La différence significative de la Paü2 entre

témoins et groupe L-NAME au cours de la respiration spontanée avant histamine est

probablement due à des différences dans la profondeur de l'anesthésie.
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Tableau XIII

Inhibiteur de la NO synthétase (L-NAME) : Paramètres hémodynamiques

Avant Après

injection de produit

Pression artérielle (mmHg)

60 minutes après

aérosol d'histamine

Témoins (sérum physiologique)

L-NAME (10 mg.kg-1)

L-NAME (15 mg.kg-1)

97,3 ± 6,4

100,6 ± 4,5

85,3 ± 5,4

94,0 ± 5,7

108,3 ± 5,7

92,3 ± 3,3

*74,3 ± 8,6

**74,0 ± 8,6

84,3 ± 5,2

Fréquence cardiaque (c/min)

Témoins

L-NAME 10

L-NAME 15

320 ± 17

328 ± 13

297 ± 14

297 ± 22

290 ± 22

275 ± 15

305±7

284± 13

275 ± Il

Valeurs moyennes ±ESM ; n = 6 ; *p < 0,05, ** p< 0,01 par rapport aux valeurs avant l'injection

du produit.



Tableau XIV

Inhibiteur de la NO synthétase (L-NAME) : pH et gaz du sang artériel

Témoins n =6

pH

Paco; kPa (mmHg)

Pao2 kPa (mmHg)

avant histamine

7,427 ±0,011

3,5 ± 0,2 (26,3)

9,6 ± 0,5 (72,0)

10 min

après histamine

7,419 ±0,034

3,3 ±0,2 (24,8)

**6,9 ±0,6 (51,8)

60 min

après histamine

**7,523 ± 0,027

**2,4 ±0,1 (18,0)

9,8 ±0,6 (73,5)

L-NAME (10 et 15 mg kg-1) n = 12

pH

Paco2

Pao2

7,396 ±0,022

3,4 ±0,1 (25,5)

Il,0 ±0,3 (82,5)

7,354 ± 0,030

2,9 ±0,2 (21,8)

**6,9 ± 0,3 (51,8)

7,293

2,8

9,8

±0,043

± 0,1 (21,0)

± 0,3 (73,5)

Valeurs moyennes ± ESM; *p < 0,06, **p < 0,01 par rapport aux valeurs avant l'aérosol d'histamine.



9.3.1.2 sistances et

pulmonaires

L'évolution des résistances et de l'élastance pulmonaire totales en comparaison à

un groupe témoin est représentée sur la figure 19 (L-NAME 10 mg.kgl) et 20 (L-NAME

15 mg.kg"). Les différences avec le groupe témoin sont significatives seulement avec le

groupe L-NAME 15. Les résistances mais surtout l'élastance thoraco-pulmonaire sont

très augmentées par rapport aux valeurs témoins.
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9.3.2 Correction de I'action

9.3.2.1 Méthodes

L-NAME par la L-arginine

Les expériences sont conduites selon le même protocole. Les animaux (n=6)

reçoivent une injection intraveineuse de 15 mg.kg! de L-NAME. Cette injection est

suivie immédiatement par une perfusion continue d'une solution de L-arginine dans du

sérum physiologique (300 mg.kgl.hl). L'aérosol d'histamine a lieu comme d'habitude

5 minutes après la fin de l'injection de L-NAME.

9.3.2.2 Résultats

Résistances et élastance thoraco-pulmonaires (figure 21)

L'injection de L-arginine (précurseur de NO) après injection de L-NAME

empêche significativement l'augmentation des résistances (~ Rrs : + 83 %) après

l'aérosol d'histamine. L'action est un peu moins marquée sur l'élastance, qui augmente

significativement moins par rapport aux valeurs témoins qu'après L-NAME 15 mg.kgl.

Cependant, il persiste une augmentation de l'élastance thoraco-pulmonaire.
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9.3.3 Générateurs de NO paramètres hémodynamiques

Il est bien connu que les nitrates induisent une relaxation bronchique par libération

de NO. Les vasodilatateurs tels que le glycéryltrinitrate et le nitroprussiate de sodium

entraînent la relaxation du muscle lisse des voies aériennes en activant la guanylate

cyclase ce qui produit une augmentation des niveaux de GMPc cyclique (Gruetter et coll

1989). Nous avons comparé l'action sur le bronchospasme histaminique de la L-arginine

précurseur du NO, et de divers donneurs de NO : S-nitroso-N-acétyl-pénicillamine

(SNAP) et SIN-1 métabolite actif de la molsidomine, un autre ester organique nitraté.

9.3.3.1 Méthodes

Les expériences sont conduites comme précédemment avec un protocole

identique. Cependant les drogues (et le sérum physiologique pour les témoins) sont

données en perfusion iv pendant toute la durée de l'expérience, cette perfusion commence

5 minutes avant l'aérosol d'histamine et se termine 60 minutes après la fin de l'aérosol.

~ 6 lapins ont reçu une perfusion de sérum physiologique,

- 6 lapins ont reçu une perfusion de L-arginine (300 mg.kg-1.h-1),

- 6 lapins ont reçu une perfusion de SNAP (1 mg.kg-1.h-1),

- 6 lapins ont reçu une perfusion de SIN-1 (10 mg.kg-I.h-t).

9.3.3.2 Résultats

9.3.3.2.1 Paramètres hémodynamiques (tableauXV)

La pression artérielle n'est pas modifiée ches les témoins et dans le groupe L

arginine 5 minutes après le début de la perfusion. On note une diminution de la pression

artérielledans le groupe SIN-1 et SNAP cinq minutes après le début de la perfusion du
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produit et dans les 4 groupes soixante minutes après l'aérosol d'histamine. La fréquence

cardiaque n'est pas modifiée statistiquement par l'injection intra-veineuse de générateurs

de NO.

9.3.3.2.2 et gaz du sang artériel (tableau XVI)

Le pH et les gaz du sang artériel ne sont pas modifiés statistiquement par la

ventilation artificielle etles injections intra-veineuses de générateurs de NO. Dix minutes

après l'inhalation d'histamine la Pa02 chute de façon significative dans les 4 groupes

vraisemblablement en rapport avec des troubles de la distribution. Soixante minutes après

l'aérosol d'histamine, on note une alcalose respiratoire plus marquée dans les groupes

témoin et L-arginine.
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Tableau XV

Générateurs de NO : Paramètres hémodynamiques

Avant 5 min après

début de l'injection du produit

Pression artérielle (mmHg)

60 minutes après aérosol

d'histamine

Témoins (sérum physiologique)

SIN-1 (10 mg kg-Ih-I)

SNAP (1 mg kg-1h-1)

L-Arginine (300 mg kg-Ih-I)

97,3 ± 6,4

88,6 ± 3,4

94,8 ± 2,3

92,7 ± 4,6

94,0 ± 5,7

*67,3 ± 14,4

**67,0 ± 4,3

95,0 ± 6,9

*74,3 ± 8,6

***41,6 ± 4,4

**67,5 ± 9,9

*82,3 ± 4,4

Fréquence cardiaque (c/min)

Témoins 320± 17 297 ± 22 305 ±7

SIN-l 318 ±9 330±4 306 ±8

SNAP 327±9 327 ± 10 *291 ± Il

L-Arginine 320 ± Il 315 ± 15 310 ± 13

Valeurs moyennes ± ESM; n =6 ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant

l'injection du produit.



Tableau XVI

Générateurs de NO : pH et gaz du sang artériel

Avant histamine 10 minutes

après histamine

60 minutes

après histamine

Témoins

pH 7,427 ± 0,011 7,419 ± 0,034 **7,523 ± 0,027

Paco; kPa (mmHg) 3,5 ± 0,2 (26,3) 3,3 ± 0,2 (24,8) **2,4 ± 0,1 (18,0)

Pao2 kPa (mmHg) 9,6 ± 0,5 (72,0) **6,9 ± 0,6 (51,8) 9,8 ± 0,6 (73,5)

SIN-1 (10 mg kg-lh-I)

pH 7,406 ± 0,034 7,338 ± 0,043 7,355 ± 0,040

Paco2 3,4 ± 0,1 (25,5) 3,5 ± 0,3 (26,3) **2,4 ± 0,3 (18,0)

Pao2 11,6 ± 0,4 (87,0) **7,5 ± 0,6 (56,3) 10,4 ± 0,5 (78,0)

SNAP (1 mg/kg-th-I)

pH 7,410 ± 0,020 7,378 ± 0,048 7,458 ±0,069

Paco2 3,3 ± 0,1 (24,8) 3,2 ± 0,2 (24,0) **2,5 ± 0,2 (18,7)

Pao2 Il,1 ± 0,9 (83,3) **6,3 ± 0,8 (47,3) 9,4 ± 0,6 (70,5)

L-arginine (300 mg kg-1h-1)

pH 7,438 ± 0,013 7,486 ±0,069 *7,519 ± 0,073

Paco2 3,3 ± 0,2 (24,7) 2,9 ± 0,4 (21,8) **2,4 ± 0,2 (18,0)

Pao2 10,5 ± 0,8 (78,7) ***5,8 ± 0,7 (43,5) 8,9 ± 0,6 (66,8)

Valeurs moyennes ± ESM; n = 6 ; *p < 0,05, **p < 0,01 par rapport aux valeurs avant l'aérosol

d'histamine.



9 .3.2.3 sistances et

pulmonaires

Il existe une diminution significative des résistances thoraco-pulmonaires après

administration des 3 générateurs de NO (L-arginine, SNAP, SIN-l) dès la fin de

l'aérosol d'histamine, diminution qui reste effective pendant les 60 minutes de ventilation

qui suivent (figures 22, 23 et 24). Le meilleur résultat est obtenu avec la L-arginine

(Ll Rrs : + 70 %), le témoin étant à + 120 %. En revanche, aucune modification

significative n'est observée pour l'élastance avec les trois groupes. On peut même

observer une courbe (pour le groupe SIN-1) strictement superposable à celle du groupe

témoin. Si on admet que les résistances pulmonaires totales représentent les voies

aériennes centrales, ces résultats suggèrent que le NO a un effet sur la réponse des voies

aériennes centrales mais ne joue pas de rôle au niveau des voies aériennes périphériques

et/ou au niveau du parenchyme pulmonaire. Cela va à l'encontre des résultats obtenus

avec le L-NAME.
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la NO-synthétase par L-NAME. Action un

inhibiteur calcique et d'un activateur potassique

Nous avons pensé que des médicaments comme les inhibiteurs calciques ou les

activateurs potassiques pouvaient réduire le bronchospasme à l'histamine par

l'intermédiaire d'une importante libération de NO. Afin de vérifier cette hypothèse nous

avons inhibé la NO-synthétase avec du L-NAME avant l'utilisation d'un inhibiteur

calcique (nicardipine) et d'un activateur potassique (cromakalim).

9.3.4.1 Méthodes

Les expériences sont conduites comme précédemment avec un protocole

identique. Cependant, après les prises témoins il existe une injection iv 'supplémentaire de

L-NAME (15 mg.kgI) pendant 2 minutes. 5 minutes après la fin de l'injection de L

NAME débute l'injection de nicardipine (0,1 mg.kgl) ou de cromakalim (0,5 mg.kgI)

pendant 2 minutes. 5 minutes après la fin de cette dernière injection survient l'aérosol

d'histamine.

9.3.4.2 Résultats

9.3.4.2.1 Paramètres hémodynamiques (tableau XVII)

La pression artérielle et la fréquence cardiaque ne sont pas modifiées

statistiquement par les injections intra-veineuses de L-NAME. En revanche, il existe une

chute significative de la pression artérielle après injection de l'inhibiteur calcique ou de

l'activateur potassique. Cette diminution persiste 60 minutes après l'aérosol d'histamine.

La fréquence cardiaque diminue légèrement après nicardipine. Il n'y a pas de modification

de la fréquence cardiaque avec le cromakalim.
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Tableau XVII

.Inhibition de la NO synthétase par L-NAME : action d'un inhibiteur calcique (nicardipine)

et d'un.activateur potassique (cromakalim)

Paramètres hémodynamiques

Avant

L-NAME

après après

inhibiteur calcique

ou activateur potassique

60 min après

aérosol d'histamine

Pression artérielle (mmHg)

L-NAME 15 mg kg-1 + nicardipine 0,1 mg kg-1

94,8 ± 4,3 101,1 ± 3,8

L-NAME 15 mg kg-1 + cromakalim 0,5 mg kg-1

95,6±3,1 102,5±2,1

***45,5 ±4,0

***33,3 ± 5,4

***46,0 ± 7,4

***59,0 ±4,1

Fréquence cardiaque (c/min)

L-NAME 15 mg kg-1 + nicardipine 0,1 mg kg-1

343,3 ± 17,3 301,7 ± 18,7

L-NAME 15 mg kg-I + cromakalim 0,5 mg kg-1

328,3 ± 8,7 306,6 ± 7,6

*258,3 ±24,7

308,3 ±14,5

264,0 ±33,7

321,6±7,9

Valeurs moyennes ± ESM ; n = 6 ; *p < 0,05, ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant l'injection de

L-NAME. Valeurs témoins: voir tableau XIII.



9.3.4.2.2 et sang artériel (tableauXVIII)

Le pH et les gaz du sang artériel ne sont pas modifiés statistiquement par la

ventilation artificielle et les injections intra-veineuses de L-NAME + nicardipine ou

L-NAME + cromakalim. Dix minutes après l'aérosol d'histamine, le PaO:! chute dans les

deux groupes vraisemblablement en rapport avec des anomalies des rapports

ventilation/perfusion. Il y a apparition d'une acidose métabolique dans le groupe L

NAME + nicardipine qui se majore 60 minutes après l'aérosol.
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Tableau XVIII

Inhibition de la NO synthétase par L-NAME : action d'un inhibiteur calcique (nicardipine) et d'un

activateur potassique (cromakalim). pH et gaz du sang artériel

avant

histamine

L-NAME 15 mg kg-1 + nicardipine 0,1 mg kg-1

pH 7,472 ± 0,011

Pac02 kPa (mmHg) 3,3 ± 0,1 (24,7)

Paoj kPa (mmHg) 10,3 ± 0,9 (77,3)

L-NAME 15 mg kg-1 + cromakalim 0,5 mg kg-1

pH 7,447 ± 0,031

Pacoj 3,5 ± 0,2 (26,2)

Paoj 10,5 ± 0,7 (78,8)

10 minutes après

histamine

***7,270 ± 0,039

3,5 ± 0,2 (26,2)

**6,4± 0,6 (48,0)

7,436 ± 0,032

*2,8 ± 0,1 (210)

**7,8 ±0,5 (58,5)

60 minutes après

histamine

***7,181 ±0,039

***2,0 ± 0,2(15,0)

10,4 ± 0,8 (78,0)

7,460 ± 0,028

***2,0 ± 0,1 (15,0)

11,2 ± 0,3 (84,0)

Valeurs moyennes ± ESM; n =6 ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 par rapport aux valeurs avant

aérosol d'histamine. Valeurs témoins : voir tableau VI.



9.3.4.2.3 ésistances et élastance thor a co

pulmonaires

Le L-NAME ne change pas de façon importante le comportement des résistances

et de l'élastance thoraco-pulmonaires après nicardipine (0,1 mg.kgI). On note cependant

un retour plus marqué et plus rapide aux valeurs basales (figure 25).

En revanche, le L-NAME supprime totalement l'action du cromakalim (0,5

mg.kg') sur les résistances thoraco-pulmonaires qui apparaissent plus élevées par

rapport à celles des témoins (figure 26) et sont assez comparables aux résistances dans le

groupe L-NAME (15 mg.kgl) (figure 20). L'élastance .thoraco-pulmonaireest

significativement plus basse et retourne plus rapidement aux valeurs basales en présence

de cromakalim plus L-NAME.

9.3.4.2.4 Commentaires

Les inhibiteurs calciques bloquent l'entrée du calcium dans la cellule uniquement

par les canaux VOC (Black et Bames 1990). Ils sont inefficaces vis à vis de la libération

de calcium par les stocks intra-cellulaires qui semble être le mécanisme dominant de la

contraction de la fibre musculaire lisse des voies aériennes chez l 'homme. Chez le lapin,

les canaux VOC jouent un rôle prédominant au niveau des grosses bronches. Le L

NAME ne change pas de façon marquée le comportement des résistances après traitement

à la nicardipine. En revanche, le L-NAME supprime totalement l'action du cromakalim

sur le bronchospasme à l'histamine. En effet, la courbe des résistances thoraco

pulmonaires (L-NAME-cromakalim) est superposable à la courbe L-NAME seule. Enfin,

le L-NAME ne supprime pas l'action du cromakalim et de la nicardipine sur les petites

voies aériennes ou les canaux VOC mais également d'autres phénomènes doivent

intervenir.

155



605040302010

'g

:*\'T
** * "O~_ J
* * *

** * *
*

a

140

100

80

60

40

20

o

~

~

~ 120

*

60

Temps (min)

504030

o Témoins

• Nicar 0.1

L-NAME 15 + Nicar 0.1

2010

~I~ T

*: ~~--LJ----J-----J---J
* * * * * * .*

* * * * * ** * '* * *

~ 140
-<:]
..........,

120

100

80

60

CI) 40
(])
0
c
ca 20......,
CI)--en

'<U aCI:

a

Fig. 25 - Variations des résistances et de l'élastance thoraco-pulmonaires à l'aérosol d'histamine après une injection intraveineuse
de nicardipine (0,1 mg kg-1) avec ou sans injection iv préalable de L-NAME (15 mg kg-1).

Mêmes conventions quepour la figure 10.



1

60504030

o Témoins
• Crama 0.5

L-NAME 15 + Crama 0.5

2010

'g

:\'J
: *'t--§
* * * *

*

o
o

40

80

60

20

100

140
~

~o

~ 120

*
*
*

*
*

60

*

5040302010

*1*~ * * : :

** --LJ
* * * * * * __ T

* * * * ~

o

20

a

40

100

80

60

~ 120
:Ar...

~

?ft 140

(min)

Fig. 26 - Variations des résistances et de l'élastance thoraco-pulmonaires à l'aérosol d'histamine après une injection intraveineuse de

cromakalim (0,5 mg kg-1), avec ou sans injectioniv préalable de L-NAME (15 mg kg-1).

Mêmes conventions que pour la figure 10.



9.3.5 Rôle des radicaux libres

Dans certaines expériences nous avons recueilli les poumons à la fin de

l'expérience pour le dosage des radicaux libres par chimiluminescence.

9.3.5.1 Méthodes

Une première série a été constituée de 9 groupes de 6 lapins.

• témoins avec histamine, témoins sans histamine.

• diazoxide (30 mg.kgl), nicorandil (2 mg.kg- 1) ,

cromakalim (0,5 mg.kgl), levcromakalim (0,5 mg.kgI).

• nifédipine (0,15 mg.kgl), nimodipine (0,2 mg.kgl)

et nicardipine (0,1 mg.kg-l).

Chez ces animaux les radicaux libres oxygénés sont mesurés sur homogénats de

poumons prélevés à la fin de l'expérience.

Une deuxième série d'animaux ayant reçu du L-NAME a été étudiée à la fin de

l'expérience. 4 groupes de six lapins dont 6 témoins ayant reçu du sérum physiologique

iv, 61apins ayant reçu iv L-NAME 10 mg.kgI, 6 lapins ayant reçu L-NAME 15 mg.kg!

et 6 lapins après injection iv de L-NAME 15 mg.kg! ont reçu une perfusion de L

arginine (300 mg.kgl.hI) avant, pendant et jusqu'à 60 minutes après l'aérosol

d'histamine.

Une dernière série d'animaux (n =6) a été réalisée en injectant 5 minutes avant

l'épreuve à l'histamine 15000 u kg-1 de superoxyde dismutase (Sigma).

9.3.5.2 Mesure des radicaux libres

Une portion du poumon est broyé (1 : 4 W/V) dans une solution tampon qui

contient 0,25 M sucrose, 0,05 M HEPES, 1 mM EDTA pH 7,6 à raide d'un Pclytron'P
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(Kinernatica, Lucerne, Suisse) puis au Potter de Thomas avec un piston en tenon.

L'homogénat est centrifugé à 10000 g pendant 12 minutes à 4°C puis le surnageant de

nouveau centrifugé à 105000 g pendant une heure. Le culot de microsomes est placé dans

2 ml de solution tampon de phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,4, qui contient 20 % de

glycérol, 0,1 mM EDTA et ensuite est congelé à -80°C. Les mesures par

chimiluminescence sont réalisées pendant 10 minutes à 37°C à l'aide d'un luminomètre

1250 LKB (LKB, Wallac, Turku, Finlande). Pour ce dosage, à 100 JlI de suspension

microsomiale (concentration protéique de 2 mg.mll) sont ajoutés 1 ml de tampon de

réaction ( 15 mM NaN3 etO,66 M Tris, pH 7,4),20 JlI de 5 mM lucigénine et 100 JII

d'une solution de NADPH (2,5 Jlg/ml tampon Tris). La concentration protéique de

chaque échantillon est déterminée par la technique de Lowry (Lowryet coll 1951). Les

radicaux libres sont exprimés en millivolts (mV).

9.3.5.3 Résultats

9.3.5.3.1 Radicaux libres pulmonaires après inhibiteurs

calciques et activateurs potassiques (figure 27)

Les variations de la production des radicaux libres oxygénés (RLO) exprimées

comme le débit maximal d'énergie dans la fraction microsomale dupoumon semble en

corrélation avec le pourcentage d'augmentation des résistances thoraco-pulmonaires 3

minutes après la fin de l'aérosol d'histamine (6. Rrs 3 min). Lorsque les valeurs pour la

nicardipine et pour le témoin sans histamine sont exclues une forte relation négative est

observée entre les moyennes de ~ Rrs 3 min et les valeurs moyennes de RLO exprimées

en mV (figure 27). Cependant les valeurs particulières des radicaux libres pour les

observations individuelles sont en moins bonne corrélation avec 6. Rrs 3 min: r = -0,538

(p<O,Ol). L'absence de relation radicaux libres et !::,. Rrs 3 min avec la nicardipine

(z=O,051) est peut-être liée aux activités anti-oxydantes de certains inhibiteurs calciques

(Mak et Weglicki 1990, Ondrias et coll 1994)
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pulmonaires après L-NAME

(tableau XIX)

Les valeurs des radicaux libres pulmonaires sont augmentées significativernent

(p<0,05) après le traitement intra-veineux par L-NAME (15 mg.kgJ). La dose plus faible

10 mg.kg- l et l'adjonction d'une perfusion de L-arginine sont sans effets.

9.3.5.3.3 Action de la superoxyde dismntase sur le

bronchospasme à l'histamine (figure 28)

La superoxyde dismutase diminue considérablement (p<O,OOl) l'augmentation des

résistances et de l'élastance thoraco-pulmonaires induites par un aérosol d'histamine.
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Tableau XIX

Radicaux libres oxygénés (exprimés en mV) mesurés au luminomètre dans des

poumons après épreuve à l'histamine (n =6)

Témoins 88.62 ± 9.35

*
L NAtvIE 15 mg kg-1 133.61 ± 17.99

L-NAtvIE 10 mg kg-1 104.66 ± 8.95

L-NAtvIE 15 mg kg-1 + L-arginine 300 mg kg-Ih-I 93.99 ± Il.64

*p < 0.05
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Dans ce travail, nous n'avons étudié qu'une partie des mécanismes de relaxation

du muscle lisse des voies aériennes. Nous n'avons abordé ni la voie de l'AMP cylique

(AMPc) la plus importante certainement avec le récepteur ~2 adrénergique ni les dérivés

xanthiques qui inhibent la phosphodiestérase avec pour conséquence l'augmentation de

l'AMPc.

Nous nous sommes surtout intéressés au rôle du calcium dans la relaxation du

muscle lisse des voies aériennes. En effet, puisque la relation entre l'augmentation du

calcium intracellulaire (Ca'2+ûet la contraction de la cellule est bien établie, le contraire est

généralement supposé: la relaxation du muscle lisse est précédée par une chute du

calcium intracellulaire.

Au moins trois mécanismes de retrai t du calcium sont 'capables de .dirninuer le

Ca'2+i dans le muscle lisse des voies aériennes. 1) L'ATPase calcium-magnésium, 2)

l'échange sodium-calcium et 3) la prise de calcium par le réticulum sarcoplasmique et les

mitochondries (Knox et Tattersfield, 1995).

A côté de l'AMPc, il est devenu évident que le GMP cylique (GMPc) produit par

la guanylate cyclase soluble est un second messager relaxant le muscle lisse des voies

aériennes. Cette guanylate cyclase soluble est activée par le monoxyde d'azote (NO) et le

groupe nitrate des vaso/bronchodilatateurs. C'est également une guanylate cyclase qui

assure les effets bronchodilatateurs du peptide atrial natriurétique.

Quoi qu'il en soit, l'activation des canaux potassiques activés par le calcium

(canaux maxi-K") et la captation du calcium par les organites internes de la cellule

semblent les plus importants mécanismes pour la relaxation du muscle lisse des voies

aériennes.

Nous avons donc étudié les drogues actives sur le transport de l'ion calcium à

travers la membrane cellulaire.

Tout d'abord les inhibiteurs calciques: les antagonistes des canaux calciques

dépendants du voltage comme le vérapamil, la nicardipine, la nifédipine inhibent la

réponse contractile aux agents dépolarisants et à divers spasmogènes comme l'histamine.

Nous avons comparé les effets de ces drogues in vivo à la dose maximale tolérable en
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fonction de leur action cardio-vasculaire. On sait qu'in vitro les effets de ces drogues sont

généralement modestes sur les muscles lisses des voies aériennes, même à fortes

concentrations. Cela est peut-être lié au fait que la contraction initiale du muscle lisse des

voies aériennes est due à la libération de calcium à partir des stocks internes, plutôt que

par l'influx de calcium. Nous avons également montré que le blocage du système NO

GMP cylique par le L-NAME n'entraîne pas d'importantes modifications dans la

réduction du bronchospasme à l'histamine par la nicardipine.

Nous avons ensuite étudié les activateurs potassiques: au niveau des voies

aériennes les deux sortes de canaux potassiques intéressant la relaxation du muscle lisse

des voies aériennes sont les canaux potassiques activés par le calcium (canaux maxi-K")

et les canaux potassiques régulés par l'ATP.

Les canaux maxi-K" ont une large conductance et sont activés par le calcium et

inhibés par la charybdotoxine. Dans la trachée de lapin, ces canaux sont activés par une

protéine kinase dépendant de l'AMPc. Ils se rencontrent dans le muscle lisse des voies de

plusieurs espèces y compris l'homme. Ces canaux pourraient avoir un rôle dans ~a

relaxation du muscle lisse des voies aériennes avec médiation par AMPc et GMPc.

Les canaux potassiques sensibles à l'ATP s'ouvrent en réponse à la

réduction de l'ATP et sous l'effet des activateurs potassiques (nicorandil, cromakalim) et

sont bloqués par les sulfonylurées (glibenclamide). Les activateurs potassiques sont très

efficaces pour réduire le tonus spontané du muscle lisse des voies aériennes humaines

mais sont moins efficaces pour inverser une contraction par l'intermédiaire d'un

récepteur.

Les mécanismes expliquant la relaxation des muscles lisses des voies aériennes

par les activateurs potassiques sont encore incertains. Ils incluent vraisemblablement:

1) une hyperpolarisation de la membrane avec réduction de l'influx du calcium par

les canaux calciques dépendants du voltage;

2) une activation de la Na+/K+ ATPase entraînant une diminution du Na+ intra

cellulaire et par voie de conséquence un efflux de Ca2+ par échange Na+/Ca'2+ ;
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3) une possible régulation de la libération du calcium intra-cellulaire (Knox et

Tattersfield 1995) ;

4) l'effet du L-NAME, un inhibiteur de la NO synthétase, empêchant l'action

relaxante sur le bronchospasme des activateurs potassiques laisserait supposer une action

par l'intermédiaire du monoxyde d'azote (alors que les inhibiteurs calciques agissent

vraisemblablement sans le relais du NO).

Nous avons étudié divers activateurs potassiques et comparé leurs effets sur le

bronchospasme expérimental à l'histamine à la dose maximale tolérable en fonction de

leur action cardia-vasculaire. Nous avons pu constater qu'à la dose maximale tolérable in

vivo chez le lapin, les activateurs potassiques sont moins puissants sur le bronchospasme

à l'histamine que les inhibiteurs calciques dihydropyridines,

Ce travail a été réalisé avec un modèle expérimental simple. Les animaux sont

curarisés et ventilés artificiellement afin d'éliminer les variations des résistances

pulmonaires totales issues des variations du flux respiratoire. La bonne standardisation

du poids des lapins a permis le réglage constant du volume courant, de la fréquence

respiratoire et la ventilation toujours adéquate a ainsi maintenu un pH et une Pacoj

normaux.

L'utilisation des inhibiteurs calciques et des activateurs potassiques par voie

veineuse, entraîne une forte hypotension systémique que nous avons acceptée jusqu'à la

valeur de 60% inférieure à la norme. Cette hypotension aiguë est probablement à l'origine

d'une importante décharge de catécholamines endogènes qui se fixant sur les récepteurs

~2 bronchiques peuvent entraîner une certaine relaxation bronchique. Mais ce phénomène

doit être relativisé car tous les inhibiteurs calciques et les activateurs potassiques utilisés

qui entraînent la même hypotension sont loin d'avoir la même activité sur le tonus

bronchique. Ainsi le véraparnil, le nicorandil et le diazoxide sont sans action. De plus,

l'induction et la poursuite de l'anesthésie au thiopental entraînent une diminution de la

concentration plasmatique de noradrénaline alors que l'adrénaline ne varie pas (Joyce et

coll 1983). D'un autre côté, l'anesthésie au thiopental peut entraîner un bronchospasme

par libération d'histamine avec une certaine fréquence (Hirschman et coll 1985). Ces
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facteurs de confusion pourraient relativiser la portée de nos résultats, mais ils semblent

dans la réalité, particulièrement modérés.

La Paoj chute significativement après administration de l'aérosol d'histamine,

dans les groupes avec bronchospasme peu influencé (groupe contrôle et groupe activateur

potassique) vraisemblablement en rapport avec des altérations des rapports

ventilation/perfusion. La légère chute du pH pendant l'expérience révèle une acidose

métabolique. Dans le groupe contrôle, une légère acidose respiratoire était présente dix

minutes après la fin de l'aérosol d'histamine.

Les mesures de mécanique ventilatoire n'ont pas été précédées par des

manoeuvres d'hyperinsufflation pulmonaire, comme cela est usuellement réalisé dans de

telles études afin de standardiser les volumes pulmonaires (Romero et Ludwig 1991).

Nous ne l'avons pas réalisé pour deux raisons ; d'une part nous ne voulions pas

interférer avec la mécanique ventilatoire à partir du moment où les médicaments étaient

administrés et jusque 60 minutes après la fin de l'aérosol et d'autre part

l'hyperinsufflation modifie le tonus bronchomoteur (Nadel et Barnes 1961). Un

désavantage à ce choix fut que l'élastance thoraco-pulmonaire avait tendance à augmenter

progressivement chez les animaux non soumis à l'histamine (figure 29). Cette dérive,

non observée pour les résistances thoraco-pulmonaires, reflète probablement les

variations temporelles pulmonaires de la tension de surface et/ou l'apparition de micro

atélectasies. Les mesures des résistances et de l'élastance pulmonaires totales sont

effectuées toutes les minutes par régression linéaire multiple à partir des mesures de

pression d'insufflation et de débit (Romeroet Ludwig 1991, Bates et coll 1989). Les

valeurs des résistances et de l'élastance par conséquent reflètent l'ensemble du système

respiratoire. Comme l'histamine ne modifie vraisemblablement pas les propriétés

mécaniques de la paroi thoracique, les variations observées de la mécanique ventilatoire

correspondent à une diminution du calibre des voies aériennes et à l'apparition de micro

atélectasies.
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Elles peuvent également rendre compte des variations des propriétés visco-élastiques du

tissu pulmonaire: plusieurs études ont montré que l'injection d'histamine peut augmenter

considérablement la résistance et l'élastance du tissu pulmonaire (Romero et Ludwig

1991, Bates et Peslin 1993, Lutchen et coll 1994). L'effet de l'histamine a également été

démontré sur une languette de parenchyme pulmonaire (Fredberg et coll 1993). Dans des

conditions similaires, et en supposant un ratio résistance/élastance du tissu pulmonaire

inchangé, Dewachter et coll (1992) ont estimé que le tissu pulmonaire pouvait être

entièrement responsable de l'augmentation résiduelle des résistances 60 minutes après la

fin de l'aérosol. Le modèle similaire de variation des résistances et de l'élastance après

aérosol d'histamine, étudié ici, suggère aussi que le tissu contribue pour une part

substantielle à la réponse.

Les effets des radicaux libres dans le système bronchique ont été étudiés

antérieurement (Katsumata et coll 1990, Lansing et coll 1993). Quoi qu'il en soit, un

rapport négatif entre la réponse bronchique et les radicaux libres (figure 27) n'a pas été

observé, à notre connaissance, à ce jour. Commes les mesures de radicaux libres ont été

réalisées dans du poumon entier, il semble que ce phénomène soit lié principalement au

parenchyme pulmonaire. L'implication des .bronches est possible, bien que moins

importante. Ainsi, l'augmentation des radicaux libres dans le tissu pulmonaire n'est pas

un phénomène général dû à l'inhalation d'histamine. Il n'y a pas d'augmentation après

traitement par la nicardipine ou dans le groupe-témoin avec aérosol d'histamine.

Cependant dans le groupe-témoin sans aérosol d'histamine, les radicaux libres sont

relativement augmentés. L'augmentation des radicaux libres avec certains médicaments

qui atténuent le bronchospasme à l'histamine semble paradoxale. En revanche, après

injection de 15000 U.kg-1 de superoxyde dismutase (piégeur de radicaux libres), le

bronchospasme est atténué de 30 % (figure 28).

L'augmentation des radicaux libres dans le tissu pulmonaire est-elle liée à

l'importance de l'activité anti-bronchospastique de ces médicaments, est-ce une réaction

contre cette activité? Ceci pourrait être suggéré par le rapport étroit entre les variations

des résistances pulmonaires totales et les radicaux libres du poumon pour les groupes
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nicorandil, Ievcromakalim, cromakalim et nimodipine (figure 28). Le manque de relation

entre radicaux libres et résistances pulmonaires totales avec la nicardipine est peut être lié

à l'activité anti-oxydante puissante de cet inhibiteur calcique (Mak et Weglicki 1990,

Ondrias et coll 1994).

Les résultats de mécanique ventilatoire suggèrent que les variations des résistances

pulmonaires totales après histamine représentent les altérations du calibre des voies

aériennes et des propriétés visco-élastiques du tissu pulmonaire. Les inhibiteurs calciques

nimodipine et nicardipine sont plus efficaces vis à vis du bronchospasme que les

activateurs potassiques testés.

Chez l'homme en revanche, les activateurs des canaux potassiques semblent plus

efficaces que les inhibiteurs calciques dans le traitement de l'asthme, dans la mesure où

ils inhibent la libération de calcium par les stocks intra-cellulaires : mécanisme dominant

par lequel des spasmogènes entraînent la contraction de la fibre musculaire lisse des voies

aériennes mais un autre élément qu'il faut prendre en considération est la stimulation de la

forme constitutive de la NO-synthétase par une augmentation intra-cellulaire de calcium

des cellules épithéliales après stimulation du récepteur (figure 1). En effet, l'émission de

NO stimule la guanylate cyclase qui mène à la production de GMPc dans la fibre

musculaire lisse. Le GMPc entraîne une diminution de la concentration intra-cellulaire de

calcium par divers mécanismes (Ahlner et coll 1991). Ceci résulte en une relaxation ou

une suppression de la contraction (figure 1). Dans cette étude, les résultats suggèrent que

l'oxyde nitrique à un effet modéré sur la réponse des grosses bronches à l'histamine mais

joue un rôle dans la réponse des voies aériennes périphériques et/ou du parenchyme

pulmonaire, avec une importante augmentation de l'élastance. Cet effet du NO a été

suggéré dans les travaux précédents. Chez des cobayes anesthésiés, ventilés

artificiellement et immunisés vis à vis de l'ovalbumine, une épreuve avec un aérosol

d'ovalbumine provoque une augmentation de la pression d'insufflation. Le L-NAME,

inhibiteur de la synthèse du NO endogène, accroît la réponse, mais cette potentialisation

est prévenue par du NO dans l'air inhalé (Persson et Gustafsson 1993). L'aérosol de L

NAME augmente les résistances pulmonaires du cobaye après injection intra-veineuse
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d'histamine, effet inhibé par un aérosol de L-arginine (Nijkamp et coll 1993). Il a été

suggéré que le NO se comportait comme un neurotransmetteur endogène du NANCi chez

l'homme (Belvisi et coll 1992). En contraste avec notre étude, Hogrnan et coll (1993a)

n'ont pas observé d'effet du NO sur la compliance du lapin. Dans leur étude, la pression

élastique était mesurée à la fin d'une occlusion des voies aériennes d'une durée de 2

secondes, si bien que leur compliance était probablement légèrement influencée parla

distribution des gaz et correspond plus à l'élasticité du tissu pulmonaire qu'à notre

élastance dynamique. En combinant leurs résultats et les nôtres, on se rend compte que le

NO influence la réponse à l'histamine des voies aériennes périphériques et centrales mais

pas de l'élasticité du tissu pulmonaire. Ces données sont en accord avec les résultats

obtenus in vitro par Gruetter et coll (1989) qui montrait que le glycéryl trinitrate et le

nitroprussiate de sodium relachaient les voies aériennes bovines précontractées par du

carbachol, mais sont moins efficaces pour les petites voies aériennes.

Le rôle du NO dans le bronchospasme semble largement démontré mais le rôle

éventuel des radicaux libres est moins connu. Nous avons observé une augmentation

dose-dépendante des radicaux libres dans le parenchyme pulmonaire du lapin traité par

L-NAME. On sait que les radicaux libres contribuent au bronchospasme et à

l'hyperréactivité bronchique (Katsumata et coll 1990).
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Ces résultats suggèrent que les augmentations observées des résistances

pulmonaires totales correspondent à des modifications du calibre des voies aériennes et

des propriétés visco-élastiques du tissu pulmonaire. La nicardipine et la nimodipine

semblent avoir l'action la plus marquée sur la réactivité des voies aériennes. Certains

inhibiteurs calciques, rapidement écartés dans le passé, pourraient avoir des applications

dans les traitements à long terme plus particulièrement chez des patients hypertendus. En

outre, de nouveaux activateurs des canaux potassiques (Ishizawa et coll 1994) qui ont

une activité sélective vis à vis des voies aériennes de cobaye, pourraient être testés dans

l'asthme. Enfin, le rôle du monoxyde d'azote dans la modulation du bronchospasme à

l'histamine a été démontré par blocage de la NO-Synthétase (L-NAME). Le NO a un effet

discret sur les voies aériennes centrales et joue surtout un rôle dans la réponse à

l'histamine des voies aériennes distales ou du parenchyme pulmonaire. Ainsi,

l'épithélium pulmonaire et le muscle lisse pourraient sécreter du NO in situ (Barnes

1993a). Il semble, de plus, très probable, que l'activateur potassique cromakalim soit

actif également par le truchement du monoxyde d'azote. Il est possible enfin que les

manifestations du bronchospasme soient également liées à l'augmentation des radicaux

libres du parenchyme pulmonaire.

La pharmacologie du muscle lisse des voies aériennes est complexe en raison de

ses multiples facettes: récepteurs, canaux ioniques et mécanismes complexes impliqués

dans les réponses contractiles et relaxantes. Il y a donc de nombreux sites potentiels pour

que des agents pharmacologiques puissent produire la relaxation du muscle lisse des

voies aériennes.

A ce jour, les inhibiteurs calciques ou les activateurs potassiques se sont révélés

des agents thérapeutiques médiocres au niveau des bronches. Une plus grande spécificité

de ces médicaments pour le muscle lisse des voies aériennes s'avère nécessaire. Ceci se

réalisera peut-être dans un avenir proche.
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