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Résumé

L’hypertension artérielle secondaire a la progression de I’insuffisance rénale chronique
(IRC) est généralement associée a une dysfonction de I’endothélium vasculaire,
caractérisée par une production exagérée de vasoconstricteurs tels 1’endothéline-1 (ET-1) et
I’angiotensine II (Ang II) et une réduction de la relache de vasodilatateurs dont le
monoxyde d’azote (NO). Cette dysfonction endothéliale peut entrainer la surproduction du
transforming growth factor-Beta 1 (TGF-B1), une cytokine aux propriétés pro-fibrosantes
et hypertrophiques. Nos travaux ont pour but d’¢lucider les interactions entre les facteurs
dérivés de I’endothélium en IRC.

Dans un premier temps, nous avons ¢tudi¢ 1’implication de I’ET-1 chez le rat urémique
avec masse rénale réduite, en utilisant un antagoniste des récepteurs ETA de ’ET-1, ’ABT-
627. Une semaine apres 1’induction de I’insuffisance rénale par néphrectomie subtotale 5/6,
des rats urémiques recevant I’ABT-627 sont comparés avec un groupe de rats urémiques ne
recevant aucun traitement et des témoins, sur une période de 6 semaines. A la fin de
I’étude, la pression artérielle systolique des animaux urémiques est augmentée
comparativement a celle des animaux témoins. Les animaux urémiques présentent une
augmentation de la créatinine sérique, de la protéinurie, de 1I’excrétion urinaire d’ET-1 et du
TGF-B1 ainsi que de I’expression de ’ARNm du TGF-B1 dans le cortex rénal. De plus, ils
montrent une augmentation de 1’expression d’ET-1 et du TGF-B1 dans 1’endothélium
vasculaire de I’aorte thoracique. Par ailleurs, I’expression de I’ARNm du récepteur ETg de
I’endothéline est réduite dans le cortex rénal des animaux urémiques. Les dommages
histologiques rénaux comprennent de la glomérulosclérose, de la nécrose tubulaire et de la
fibrose interstitielle associée a une production accrue d’alpha-actine de muscle lisse (a-
SMA). Le traitement des animaux urémiques avec I’ABT-627 atténue 1’¢lévation de la
pression artérielle et les dommages histologiques rénaux, sans toutefois prévenir la
détérioration progressive de la fonction rénale. Par ailleurs, I’ABT-627 ne contre pas la
surproduction vasculaire et rénale d’ET-1 et du TGF-B1 ainsi que la réduction de
I’expression rénale du récepteur ETg chez 1’animal urémique. Ces résultats montrent que
I’ET-1 est impliquée, du moins en partie, dans la pathogenése de 1’hypertension et des

dommages rénaux chez le rat urémique. Cependant, le blocage des récepteurs ET, ne
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confére pas la protection cardiovasculaire et rénale escomptée, suggérant 1’implication
d’autres facteurs tels le TGF-f1 et I’Ang II dans ce mode¢le animal d’insuffisance rénale.
Dans une seconde étude, nous avons évalué I’implication du TGF-B1 dans la pathogenése
de I’hypertension artérielle associée a I’insuffisance rénale, en utilisant le méme mod¢le
animal que précédemment. Pour ce faire, nous avons comparé¢ les effets de la neutralisation
du TGF-B1 avec I’anticorps 1D11 avec un antagoniste des récepteurs AT, de I’Ang II chez
I’animal urémique. Aprés 6 semaines de traitement, la pression artérielle systolique des
animaux urémiques est augmentée comparativement a celle des animaux témoins. Les
animaux urémiques présentent une augmentation significative de la créatinine sérique, de la
protéinurie, de I’expression endothéliale d’ET-1 dans 1’aorte thoracique et du TGF-B1 dans
le cortex rénal, ainsi qu'une diminution de la créatinine urinaire et de la clairance de la
créatinine. Ils montrent aussi des signes évidents d’hypertrophie cardiaque. Le traitement
des animaux urémiques avec I’anticorps 1D11 diminue de fagon significative la pression
artérielle systolique, sans toutefois prévenir la détérioration de la fonction rénale et
I’hypertrophie cardiaque, ni contrer la surexpression vasculaire d’ET-1 et rénale du TGF-
B1. Par contre, le traitement des animaux urémiques avec le losartan normalise la pression
artérielle systolique et la protéinurie, prévient 1’hypertrophie cardiaque et limite la
surexpression vasculaire et rénale d’ET-1 et du TGF-B1. Ainsi, la neutralisation du TGF-1
atténue 1’¢lévation de la pression artérielle systolique chez 1’animal urémique, sans
toutefois prévenir la détérioration de la fonction rénale ni la surexpression vasculaire et
rénale d’ET-1 et du TGF-B1.

A la lumiére des résultats obtenus, il semble que le développement de I’hypertension
artérielle associée a I'insuffisance rénale dans notre modele expérimental soit attribuable
plus particuliérement a I’action de 1I’Ang II. Les effets de I’Ang II seraient médiés en partie

par ’ET-1 et le TGF-B1, qui agissent possiblement de facon indépendante.



v

Abstract

Hypertension in chronic renal failure (CRF) is associated with endothelial dysfunction,
which is characterized by exaggerated production of vasoconstrictors such as endothelin-1
(ET-1) and angiotensin II (Ang II) and a reduction in vasodilators such as nitric oxide
(NO). Endothelial dysfunction could lead to TGF-B1 overproduction, a cytokine with pro-
fibrotic and hypertrophic properties. Our studies aimed at elucidating the interactions
between the endothelium-derived factors in CRF.

In a first study, we investigated the role of ET-1 in the rat remnant kidney model of CRF,
using the ETx receptor antagonist ABT-627. One week after renal mass reduction, uremic
rats receiving ABT-627 were compared with untreated uremic rats and sham-operated rats,
during 6 weeks. At the end of the study, systolic blood pressure was elevated in uremic rats
as compared to sham-operated animals. Uremic animals showed increased serum
creatinine, proteinuria, ET-1 and TGF-B1 urinary excretion and renal TGF-f1 mRNA
expression. In addition, ET-1 and TGF-B1 expression was increased in the vascular
endothelium of thoracic aorta of uremic animals. However, ETg mRNA expression was
reduced in the renal cortex of uremic animals. The renal histological damages were
comprised of glomerulosclerosis, tubular necrosis and interstitial fibrosis, which was
associated with increased alpha-smooth muscle actin (a-SMA) expression. Treatment with
ABT-627 attenuated the rise in systolic blood pressure and the renal damages, but did not
prevent the progressive decline in renal function, the ET-1 and TGF-B1 overproduction nor
the reduction in ETg receptor expression. Our results show that ET-1 is involved, at least in
part, in the pathogenesis of hypertension and the renal injuries in uremic rats. However,
ETa receptor blockade does not confer the anticipated cardiovascular and renal protection,
suggesting the implication of other factors such as TGF-B1 and Ang II in this animal model
of CRF.

In a second study, we evaluated the involvement of TGF-B1 in the pathogenesis of
hypertension associated with renal insufficiency, in the same animal model. We compared
the effects of the TGF-B1 neutralizing antibody 1D11 and the Ang II AT, receptor
antagonist losartan. At the end of the study, systolic blood pressure was increased in uremic
animals as compared to the controls. Uremic animals presented a significant increase in

serum creatinin, proteinuria, expression of ET-1 in the vascular endothelium of thoracic



aorta and renal cortex production of TGF-f1, as well as a reduction in creatinine clearance.
They also showed obvious signs of cardiac hypertrophy. Treatment with the 1D11 antibody
reduced the rise in systolic blood pressure without preventing the decline in renal function
and cardiac hypertrophy nor the vascular ET-1 and renal TGF-B1 overexpression. In
contrast, treatment with losartan normalized systolic blood pressure and proteinuria,
prevented the cardiac hypertrophy and attenuated the vascular and renal ET-1 and TGF-B1
overexpression. Therefore, neutralization of TGF-B1 attenuates the rise in systolic blood
pressure in uremic animal, without preventing the deterioration of renal function or the
vascular and renal overexpression of ET-1 and TGF-B1.

Based on these studies, the development of hypertension associated with the renal
insufficiency in this experimental model is likely attributed to Ang II. The effects of Ang II

may be mediated by ET-1 and TGF-1, which appears to act in an independent manner.
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Chapitre 1 — Introduction

L’insuffisance rénale chronique nécessitant une suppléance rénale (dialyse et
transplantation) atteint plus de 30,000 Canadiens. Le nombre de patients souffrant d’IRC
augmente a un rythme d’environ 8 % par année, représentant un défi socioéconomique
majeur. L’hypertension artérielle, les maladies cardiovasculaires et le diabete sont les
principales causes d’insuffisance rénale terminale. En effet, plus de 80 % des personnes qui
doivent recourir a la dialyse sont hypertendus. L hypertension artérielle est un facteur de
risque majeur chez les patients atteints d’IRC, aggravant la morbidité et la mortalité
cardiovasculaire. Les mécanismes de I’hypertension artérielle associée aux maladies rénales
sont encore mal définis. Des études récentes montrent, cependant, que I’hypertension
artérielle secondaire a I’IRC est généralement associée a une dysfonction de 1’endothélium
vasculaire, caractérisée par une production exagérée de vasoconstricteurs tels que
I’endothéline-1 (ET-1) et I’angiotensine II (Ang II) ainsi qu’a une réduction de la relache de
monoxyde d’azote (NO), un vasodilatateur. La dysfonction endothéliale est aussi associée a
la production accrue d’agents de transformation cellulaire comme le transforming growth
factor beta-1 (TGF-B1), qui peut a son tour affecter la production des facteurs vasoactifs
endothéliaux. Afin de définir les mécanismes de 1’hypertension associée a I’'IRC, il est donc
important de mieux comprendre les interactions entre les différents facteurs dérivés de

I’endothélium.

1.1 - Hypertension artérielle

1.1.1 - Hémodynamie de la pression artérielle
La pression artérielle (PA) est la pression qu’exerce le sang sur les parois des vaisseaux
sanguins. Chez 1’adulte, la pression artérielle devrait se situer autour de 120 mm Hg lors de
la systole (contraction ventriculaire) et de 80 mm Hg lors de la diastole (relaxation
ventriculaire). Il est important de noter que la pression artérielle est déterminée et varie en
fonction du débit cardiaque (DC) et de la résistance périphérique totale des vaisseaux (RP)

sous 1’équation suivante : PA =DC X RP .
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A - Débit cardiaque
Le débit cardiaque correspond a la quantité de sang éjectée du ventricule gauche (ou droit)
dans 1’aorte (ou le tronc pulmonaire) chaque minute >. Au repos, il devrait se situer en
moyenne autour de 5,6 litres/minute chez ’homme, et 10 a 20 pourcent de moins chez la
femme. Il dépend de la fréquence cardiaque (FC) (nombre de battements cardiaques par
minute) et du volume d’éjection systolique (VES) (volume de sang éjecté par le coeur dans
la circulation systémique a chaque battement), et varie en fonction de 1’age, de la taille, du

métabolisme corporel et de I’activité physique déployée, entre autres .

B - Résistance périphérique
La résistance périphérique correspond a I’'impédance de I’ensemble des vaisseaux sanguins
systémiques a 1’écoulement sanguin, et le diamétre du vaisseau en est le facteur
déterminant. Ainsi, la résistance augmente dans le cas d’un calibre de vaisseau diminué
(artérioles, capillaires et veinules) ou lors d’une vasoconstriction, alors qu’elle diminue

. . . . . . 1
dans les vaisseaux de gros calibres (artéres et veines) ou lors d’une vasodilatation .

1.1.2 - Régulation de la pression artérielle
Divers mécanismes voient a la régulation et au maintien de la pression artérielle (figure 1).
Certains agissent trés rapidement et sont efficaces que sur une courte période de temps,
comme les mécanismes nerveux et hormonaux, alors que d’autres associés a la fonction
rénale et au controle du volume sanguin agissent a long terme '. Nous verrons I’implication

de certains de ces mécanismes a la section /.2.3.
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Figure 1 : Mécanismes impliqués dans la régulation de la PA a court et a long terme
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1.1.3 - Hypertension artérielle
L’hypertension artérielle (HTA) se définit par des valeurs de pression artérielle supérieures
a 140/90 mm Hg. Des études ont démontré qu’a partir de ces valeurs, les risques de
développer une maladie cardiovasculaire deviennent considérables. L’HTA est dite
« essentielle » lorsque de nature idiopathique ou « secondaire » lorsque liée a une autre

pathologie, comme les maladies rénales, par exemple °.
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1.1.4 - Facteurs de risque
Idiopathique dans 90 % des cas, I’hypertension artérielle peut toutefois s’expliquer par
certains facteurs prédisposants ou diverses pathologies. Les principaux facteurs de risque
de développer I’HTA sont 1’age, le sexe, ’ethnicité, 1’obésité, 1’alcool, la nicotine, le stress,
les maladies rénales et les dysfonctionnements endocriniens et vasculaires *. Notons que les

hommes et les personnes agées sont les plus sujets a développer 'HTA ° (tableau 1).

Tableau 1 : Prévalence de I'hypertension artérielle selon 1'age et le sexe

Age (année) Sexe N Hypertension (%)
18-34 Homme 5755 11
Femme 6 041 2
35-64 Homme 3621 31
Femme 3741 21
65-74 Homme 2000 56
Femme 1971 58
18-74 Homme 11376 26
Femme 11753 18
Total 23 159 22

Source : tableau adapté de Joffres ’

1.1.5 - Prévalence et liens avec les maladies cardiovasculaires (MCV)
En 1995, environ 24 %, soit 43 millions d’Américains, souffraient d’hypertension artérielle
(NHANES 11I-1995) °. Des chiffres similaires ont été obtenus au Canada, ou 22 % des
Canadiens présentaient une pression artérielle supérieure & 140/90 mm Hg (CHHS-1997) °.
Par ailleurs, la société québécoise d’hypertension artérielle estime a environ 5 millions le
nombre de Canadiens souffrant d’hypertension, et prévoit qu’au niveau mondial en 2025,
au moins 1,5 milliard d’individus seront touchés par cette maladie (2000) 3. Diverses études
montrent que I’HTA est un des facteurs de risque modifiables les plus importants dans le
développement d’événements cardiovasculaires, qui représentent la cause majeure de déces
au Canada (38 % des décés) ~°. Ainsi, le traitement adéquat de I’HTA permet de réduire les
risques d’événements cardiovasculaires tels les infarctus du myocarde de 15 %, les
accidents cardiovasculaires (40 %), I’insuffisance cardiaque (50 %), I’hypertrophie
ventriculaire gauche, les maladies valvulaires et vasculaires périphériques et I’insuffisance

rénale chronique, qui sera traitée en détail a la section 1.2.2 >
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1.2 - Le rein
Tel que mentionné brievement a la section /./.2, le rein participe a la régulation a long
terme de la pression artérielle. A long terme, un changement soudain de la PA influe sur la
pression de natriurése et de diurése rénale, qui modifient le volume extracellulaire, le
volume sanguin et ultimement, le débit cardiaque afin de rétablir la PA a des valeurs
normales. Comme nous le verrons en détail plus loin, les reins voient aussi a la régulation
de la PA en sécrétant la rénine. Par ailleurs, la détérioration de la fonction rénale peut
entrainer 1’augmentation de la pression artérielle. De fait, I’'IRC est une des causes
principales du développement de ’'HTA « secondaire », au méme titre que I’HTA peut
mener a la détérioration de la fonction rénale et a la progression de maladies rénales. Il

existe donc une étroite relation entre le développement de I’HTA et les pathologies rénales.

1.2.1 - Physiologie géenérale

Le principal role des reins consiste a filtrer le sang et former 1’urine, en réabsorbant 1’eau et
les solutés dans la circulation sanguine et en excrétant certains produits métaboliques
indésirables tels I’urée, la créatinine et I’acide urique, de méme que certaines drogues °. Les
reins regoivent entre 20 et 25 % du débit sanguin en provenance du cceur par 1’artére rénale,
soit environ 1,25 L/min °. En plus du maintien de 1’équilibre des liquides de I’organisme, le
rein accomplit de multiples autres fonctions telles la régulation de la composition ionique
du sang, du volume sanguin, de la pression artérielle de méme que la libération
d’hormones. Ainsi, le rein voit a la sécrétion d’hormones qui participent a la régulation de
I’hémodynamie rénale et systémique (rénine, prostaglandines et bradykinine), a la
production de globules rouges sanguins (érythropoiétine) et au métabolisme du calcium, du
phosphore et des os (1,25-dihydrocholecalciférol; la forme active de la vitamine D) *.

Le néphron est I’unité fonctionnelle du rein et chaque rein en compte environ 1 million. Il
est constitu¢ de deux parties, le corpuscule rénal (glomérule et capsule de Bowman), ou
s’effectue la filtration du plasma, et le tubule rénal, dans lequel passe le liquide filtré et ou
les composants peuvent y étre réabsorbés. Le sang atteint le corpuscule rénal en provenance
de I’artériole glomérulaire afférente. A partir de la capsule glomérulaire, le liquide produit

par la filtration du plasma passe dans le tubule rénal, formé du tubule contourné proximal,



19

de I’anse de Henlé¢ (anse du néphron) et du tubule contourné distal. Finalement, 1’urine est

excrétée apres avoir traversé le tube collecteur et les tubules droits.

A - Corpuscule rénal
Le corpuscule rénal se compose de deux parties : le glomérule et la capsule glomérulaire ou
capsule de Bowman. C’est a cet endroit que s’effectue la filtration glomérulaire. Le
volume quotidien de filtrat glomérulaire est de 1’ordre de 180 L environ. Toutefois, 99 %
du filtrat glomérulaire retourne a la circulation sanguine puisque réabsorbé, si bien que
seulement 1 a 2 L est excrété sous forme d’urine >. Chaque glomérule est formé de la
division d’une artériole glomérulaire afférente en un réseau de capillaires enchevétrés de
forme sphérique. La capsule comprend un feuillet viscéral et un feuillet pariétal; le feuillet
viscéral est formé de cellules épithéliales modifiées appelées podocytes tandis que le
feuillet pariétal constitue la paroi externe. La membrane de filtration qui permet le passage
de I’eau et des petits solutés est formée des cellules endothéliales des capillaires
glomérulaires, d’'une membrane basale et des podocytes qui les entourent. Celle-ci est
imperméable a la plupart des protéines plasmatiques ', aux globules sanguins ainsi qu’aux
plaquettes *. La filtration glomérulaire est tributaire de 3 pressions: la pression
hydrostatique glomérulaire, la pression hydrostatique capsulaire et la pression oncotique.
Les 2 derniéres pressions s’opposent a la filtration et ensemble, ces 3 pressions forment la
pression nette de filtration. Une partie importante du corpuscule rénal est le mésangium,
composé d’une matrice et de cellules mésangiales. Il apporte un support aux capillaires
glomérulaires et sécreéte la matrice extracellulaire, des prostaglandines et certaines
cytokines °. Les cellules mésangiales sont contractiles et peuvent ainsi influencer le débit
de filtration glomérulaire (GFR), c’est-a-dire la quantité de filtrat produit dans tous les
corpuscules rénaux par minute °. Le débit de filtration glomérulaire est I’estimé clinique le
plus révélateur de la fonction rénale ®. Il atteint en moyenne 125 ml/min chez 1’adulte et
dépend directement de la pression nette de filtration. Par ailleurs, les principaux
mécanismes régulateurs du GFR agissent en réglant le débit sanguin rénal (régulation du
diametre des artérioles afférentes et efférentes) et en modifiant la superficie des capillaires
glomérulaires disponibles pour la filtration. Ces mécanismes sont 1’autorégulation par le
rein, qui permet de conserver constant le GFR lorsque la pression artérielle systémique se

situe entre 80 et 180 mm Hg, et les régulations nerveuses (impliquant le systéme nerveux
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autonome (SNA) et les récepteurs adrénergiques) et hormonales (Ang II et peptide

natriurétique auriculaire (ANP)) 2,

B - Tubules rénaux
Les tubules rénaux comprennent le tubule contourné proximal, 1’anse de Henlé¢, le tubule
contourné distal et le tubule collecteur. Ils voient a la réabsorption du filtrat glomérulaire et
a la sécrétion de diverses substances, de fagon a maintenir 1’équilibre homéostatique de
’eau, du glucose, de ’urée, de la créatinine et de certains ions tels le sodium (Na"), le
potassium (K), le calcium (Ca®"), I’hydrogéne (H') et le bicarbonate (HCO;). Les
mécanismes impliqués dans ces 2 processus ne seront expliqués en détail, mais
comprennent, entre autres, des phénomenes passifs (pinocytose, osmose et diffusion
passive) et actifs tels les pompes Na” K" ATPase et les transporteurs d’ions (symporteurs
Na', antiporteurs Na'H' et cotransporteurs). Diverses hormones telles I’Ang II,
I’aldostérone, I’hormone antidiurétique (ADH) et I’ANP influent sur la réabsorption et la
sécrétion de I’eau et des électrolytes en régulant ’activité des transporteurs et la

perméabilité & I’eau et au sodium >

C - Appareil juxtaglomérulaire
Le dernier segment de la partie ascendante de I’anse de Henl¢ est en contact avec I’artériole
glomérulaire afférente qui dessert le corpuscule rénal du méme néphron. Les cellules qui
composent le tubule dans cette région sont prismatiques et entassées, et forment la macula
densa. Le long de la macula densa, la paroi de I’artériole glomérulaire afférente (et parfois
efférente) contient des fibres musculaires lisses modifiées appelées cellules
juxtaglomérulaires; avec la macula densa, elles constituent 1’appareil juxtaglomérulaire.
L’appareil juxtaglomérulaire a pour principale fonction de sécréter la rénine. Les
« événements » physiologiques qui entrainent la relache de la rénine par les cellules
juxtaglomérulaires comprennent la baisse de perfusion rénale via les artérioles afférentes
glomérulaires, la diminution des concentrations de sodium dans le tubule contourné distal

et ’activation du systéme nerveux sympathique '°.
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Figure 2 : Anatomie du rein
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1.2.2 - Insuffisance rénale
L’insuffisance rénale (IR) consiste en une atteinte et une diminution de la fonction rénale.
Elle est dite aigué¢ lorsque la détérioration de la fonction rénale est soudaine (réversible
dans la plupart des cas) et chronique lorsque plus progressive (généralement irréversible).

Dans les 2 cas, elle résulte d’une réduction du nombre de néphrons fonctionnels.

A - Mécanismes de progression de I’'IR
L’insuffisance rénale chronique est le résultat de la destruction progressive du nombre de
néphrons fonctionnels et est associée a 1’altération structurelle et fonctionnelle a la fois des
glomérules et des cellules tubulaires. Lors d’une perte importante de néphrons fonctionnels,
les néphrons restants s’adaptent petit a petit a 1’augmentation de la charge de travail en
augmentant leur débit de filtration glomérulaire. Par exemple, lors de 1’ablation compléte
d’un rein, I’hyperfiltration compensatoire du rein restant permet d’assurer environ 80 % de
la fonction rénale « normale ». Ces changements hémodynamiques compensatoires visant a
accroitre le GFR sont responsables en partie de la progression des dommages glomérulaires

tels la glomérulosclérose et I’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire, qui a



22

leur tour peuvent entrainer 1’apparition de dommages tubulointerstitiels et ainsi altérer la
sécrétion et la réabsorption tubulaire ''. L hypertension glomérulaire, 1’hypermétabolisme
tubulaire et ’hypertrophie rénale peuvent aussi expliquer la détérioration progressive de la
fonction rénale '*. Par ailleurs, la production altérée de certains facteurs de croissance et
cytokines synthétisées par les diverses cellules glomérulaires et tubulaires contribue
également a la progression de I'IRC 2. Ainsi, ces facteurs favorisent I’hyperplasie
cellulaire (ET-1, EGF, HGF, PDGF), I’hypertrophie cellulaire (Ang II, FGF, IGF-1, TGF-
B), la syntheése des composantes de la matrice extracellulaire (Ang II, FGF, PDGF, TGF-f)
12 et I’apparition de la fibrose rénale (Ang II, TGF-p1, ET-1). L’implication de I’ET-1, de
I’Ang 11 et du TGF-B1, de méme que celle du NO dans la progression de I’'IRC sera vue en

détail dans la section /.3.

B - Facteurs de risque
Les personnes les plus a risque de développer I'IRC sont celles souffrant de diabeéte,

d’hypertension artérielle et de maladies rénales ' (tableau 2).

Tableau 2 : Facteurs de risque traditionnels et non traditionnels des maladies rénales

Facteurs de risque traditionnels Facteurs de risque non traditionnels
Age avancé Albuminurie

Sexe masculin Surcharge volémique

Hypertension Anémie

Cholestérol Stress oxydatif

Diabete Inflammation

Tabac Malnutrition

Inactivité physique Déséquilibre ET-1/NO

Histoire familiale de MCV et rénale
Hypertrophie ventriculaire gauche

Source : tableau adapté de Uhlig
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C - Conséquences physiologiques et cliniques de I’'IRC
Physiologiquement, I'IRC s’accompagne généralement d’urémie, de créatinémie,
d’oedéme, d’hyperkaliémie, d’acidémie (résultant d’une diminution de 1’excrétion de 1’eau
et des ¢lectrolytes) et d’une réduction de 1’excrétion de déchets métaboliques. L’IRC peut
aussi entrainer I’anémie (diminution de la production d’érythropoiétine) ®. Cliniquement,
les symptomes de I'IRC sont 1’asthénie, D’apparition de troubles digestifs (nausée,
vomissement, anorexie), cardiovasculaires (péricardite, insuffisance cardiaque, HTA)
neurologiques, osseux (diminution de la production des formes actives de la vitamine D) et

urinaires, entre autres.

D - Prévalence et liens avec les MCV
Selon les fondations canadienne et nationale du rein, on estime a environ 1,9 et 20 millions
le nombre de Canadiens et d’Américains souffrant de maladies rénales chroniques. L’IRC
constitue un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires telles 1’HTA,
I’athérosclérose, I’insuffisance cardiaque et I’hypertrophie ventriculaire gauche ', de sorte
que ces complications cardiovasculaires sont la cause premicre de morbidité et de mortalité
chez les patients dialysés '>'®. En effet, la mortalité due aux MCV est de 10 a 30 fois plus
élevée chez les patients dialysés que pour I’ensemble de la population '*. Parallélement, la
plupart des facteurs de risque cardiovasculaire sont fortement répandus lors des maladies
rénales chroniques. Par exemple, 70 a 80 % des personnes atteintes de maladies rénales

chroniques souffrent d’hypertension artérielle .

1.2.3 - Hypertension artérielle associée a ['IRC
Les maladies rénales chroniques sont les causes identifiables les plus communes de
I’hypertension artérielle et représentent 5 % des cas d’HTA *''. Dans les cas de maladies
rénales chroniques, la prévalence de I’HTA augmente au fur et a mesure que le GFR décroit
et que la protéinurie augmente. Par ailleurs, ’HTA est nettement plus présente dans le cas
de dommages glomérulaires que tubulointerstitiels . L’IRC est donc un facteur de risque
de I’hypertension artérielle, au méme titre que I’hypertension artérielle essentielle peut
conduire a I’IRC; ces 2 pathologies contribuent chacune a la progression et a 1’aggravation

de I’autre, a la maniére d’un cercle vicieux (figure 3).
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Figure 3 : Relation entre I'HTA et I'insuffisance rénale
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Brenner fait état de quelques mécanismes directement liés a I’'IRC dans le développement
de I’hypertension artérielle (figure 4) ''. Ainsi, & mesure que I'insuffisance rénale progresse
et que le GFR décroit, on note une tendance a la rétention des ions Na' par les tubules
rénaux. Cependant, la réponse natriurétique attendue est altérée suite a ’activation du
systtme nerveux sympathique (réflexe des artéres afférentes), du systéme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA) et de ’augmentation de ’ET-1 associée a une diminution
de ’action du NO dans les vaisseaux rénaux ''. On note aussi une augmentation de la
concentration intracellulaire de Ca®" suite 4 la production d’hormones parathyroidiennes
(PTH), entre autres, favorisant ainsi la contraction des cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMC). En définitive, ces mécanismes menent a 1’accroissement de la
résistance périphérique, des fluides extracellulaires et du débit cardiaque et contribuent

ultimement a 1’élévation de la PA.
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Figure 4 : Mécanismes par lesquels l'insuffisance rénale méne a I'HTA
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Source : figure adaptée de Brenner !

A - Implication du systéme nerveux autonome

Systeme nerveux autonome et barorécepteurs

Le centre cardiovasculaire du bulbe rachidien regoit les influx des centres nerveux
supérieurs et de divers récepteurs sensoriels tels les barorécepteurs. La réponse du centre
cardiovasculaire consiste a augmenter ou a diminuer la fréquence des influx nerveux en
faisant intervenir les parties sympathiques et parasympathiques du systeéme nerveux
autonome. Ainsi, des groupes de neurones disséminés dans le centre cardiovasculaire
régissent la fréquence cardiaque, la contractilité des ventricules et le diamétre des vaisseaux
sanguins par des boucles de rétro-inhibition dans lesquelles interviennent les réflexes des
barorécepteurs *. Les barorécepteurs sont des nerfs/récepteurs situés dans la paroi d’artéres
systémiques de gros calibre, comme la crosse aortique et les sinus carotidiens, et sont

sensibles a des variations de pression sanguine. Suite a un changement soudain de pression
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artérielle, ces récepteurs sont stimulés et transmettent immédiatement un signal réflexe au
centre cardiovasculaire afin de rétablir la pression artérielle a la normale.

L’activation du systéme nerveux sympathique entraine une augmentation de la pression
artérielle de plusieurs fagons. L.’augmentation de la PA suite a 1’activation du SNA est due
directement a 1’¢lévation de la fréquence et du débit cardiaque, a la vasoconstriction des
vaisseaux rénaux et systémiques et de facon indirecte, a la relache de catécholamines telles
la noradrénaline et I’adrénaline dans la circulation sanguine par la médullosurrénale '
Notons que les catécholamines ont un effet direct sur I’ensemble du systéme
cardiovasculaire. Par ailleurs, la stimulation des récepteurs B-adrénergique favorise la
relache de la rénine par les cellules juxtaglomérulaires. Des patients en insuffisance rénale
et hypertendus montrent une élévation de norépinéphrine (NE) plasmatique ainsi qu’une
augmentation de la sensibilité aux effets « presseurs » de la NE, confirmant 1’activation du

systéme nerveux sympathique en IR et sa contribution dans le développement de ’'HTA.

B - Controle hormonal

Systeme rénine-angiotensine

Lorsque le volume sanguin ou le débit sanguin rénal diminue, les cellules
juxtaglomérulaires situées dans les parois de 1’artériole afférente du rein sécrétent une
protéase, la rénine. De plus, tel que mentionné plus haut, des influx en provenance des nerfs
sympathiques situés a proximité de ces cellules peuvent aussi entrainer la sécrétion de
rénine lorsque le systéme nerveux sympathique est activé '. La rénine, une fois sécrétée,
persiste environ 30 minutes dans la circulation sanguine et clive 1’angiotensinogene
produite par le foie en angiotensine 1. L’angiotensine 1 est clivée a son tour par ’enzyme
de conversion de 1’angiotensine (ECA) et forme I’ Ang II presque qu’exclusivement par les
cellules endothéliales des poumons. L’Ang II est un puissant agent vasoconstricteur au
niveau des artérioles, ce qui a pour effet d’accroitre la résistance périphérique. Par ailleurs,
I’Ang II stimule la sécrétion d’aldostérone par le cortex surrénal, une hormone qui, au
méme titre que I’Ang II, diminue I’excrétion d’eau et de sodium par le rein (tubule
collecteur pour 1’aldostérone et tubule contourné proximal pour I’Ang II). Ceci a pour effet

d’accroitre le volume sanguin et le débit cardiaque, et ultimement la pression artérielle.
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L’Ang II stimule aussi la libération de I’ADH, qui entraine 1’augmentation de la

. S 2
réabsorption rénale d’eau “.

Figure 5 : Angiotensine II et élévation de la pression artérielle
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Source : figure adaptée de Sandberg '’

ADH (hormone antidiurétique ou vasopressine)
L’activation du systéme nerveux sympathique et du SRAA entraine aussi la sécrétion de

vasopressine par I’hypothalamus (précisément la glande pituitaire), en réponse a une chute
de pression artérielle. La vasopressine a un effet vasoconstricteur direct sur les vaisseaux
sanguins, et augmente la résistance périphérique totale. La vasopressine agit aussi a long
terme dans la régulation de la pression artérielle en causant une diminution de 1’excrétion
d’eau par les reins (tubule collecteur) et en augmentant la perméabilité des cellules

épithéliales & I’eau, augmentant ainsi le volume sanguin et du méme coup la PA .

C - Facteurs métaboliques
La diminution du débit de filtration glomérulaire caractéristique de I'IRC entraine la

libération de I’hormone parathyroidienne, une hormone qui stimule la contraction des
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cellules musculaires lisses des vaisseaux en favorisant I’augmentation de la concentration

. . : . - e s SN b
intracellulaire du calcium, qui augmente la résistance périphérique vasculaire

. Par
ailleurs, la résistance a I’insuline secondaire a I’IRC contribue a la pathogenése de ’'HTA
en modulant la réponse des agents vasoactifs, en stimulant 1’hypertrophie des parois

vasculaires (VSMC) et en favorisant la rétention du chlorure de calcium (NaCl) '
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1.3 - Dysfonction endothéliale

L’endothélium vasculaire est maintenant considéré comme le plus grand « organe »
endocrine du corps humain. Il correspond a la monocouche de cellules endothéliales qui
tapissent la surface interne (intima) des vaisseaux sanguins, constituant une barriére
physique interposée entre la lumiére vasculaire et ’interstitium. L’endothélium est sensible
a divers stimuli tels la pression sanguine, la force de cisaillement et I’action d’hormones
vasoactives. Sous l’effet de ces stimuli, I’endothélium régule le tonus vasculaire en
sécrétant diverses substances vasoactives (vasoconstrictrices ou vasodilatatrices), de fagon
a maintenir le tonus vasculaire constant en condition physiologique normale. Il existe donc
un équilibre entre la production des facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs locaux.
Parmi les vasodilatateurs libérés par 1’endothélium, on retrouve le NO, les prostacyclines
(PGI,) et le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium (EDHF). Les vasoconstricteurs
comprennent I’ET-1, ’Ang II, la thromboxane A, (TXA,) et les espéces réactives de
I’oxygene (ROS).

Par contre, la dysfonction endothéliale référe a un déséquilibre dans la production des
vasodilatateurs et vasoconstricteurs, altérant ainsi les fonctions vasomotrices de
I’endothélium. Généralement, la dysfonction endothéliale est associée a un déficit en
vasodilatateurs et un exceés en vasoconstricteurs.  Elle est impliquée dans la
pathophysiologie de plusieurs maladies cardiovasculaires telles que 1’hypertension
artérielle, les maladies coronariennes, 1’insuffisance cardiaque, les maladies vasculaires

e s o . 18-20
périphériques, le diabete et les maladies rénales chroniques )

1.3.1 - Le monoxyde d’azote (NO)

A - Biosynthese
D’abord identifié par Furchgott et Zawadzki *' comme étant un facteur relaxant endothélial
(endothelium-derived relaxing factor; EDRF) en 1980, le NO fut caractérisé par Palmer >

et Ignarro 3

Radical libre gazeux lipo/hydrosoluble jouant un role de messager
intra/extracellulaire, le NO est formé a partir de la L-arginine ** par une enzyme nommée
NO synthase (NOS), en présence de certains cofacteurs tels la tétrahydrobioptérine, le Ca”",
la calmoduline, la flavine-adénine dinucléotide (FAD) et la flavine mononucléotide (FMN)

(figure 6) *>?° 11 existe 3 isoformes de la NOS : la nNOS (NOS neuronale), la eNOS
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(NOS endothéliale) et la iNOS (NOS inductible). Les 2 premiers sont constitutivement
exprimés et activés par le calcium et la calmoduline, alors que la iNOS est inductible. Le
NO possede une courte demi-vie (3-5 secondes) en condition physiologique puisqu’il est
catabolisé par 1’oxygene (O;) en nitrite/nitrate (NO,/NQOs), par 1’anion superoxide (O;) en

peroxynitrite (ONOO") et par le fer des noyaux hémes circulants 2",

B - Mécanismes d’action

La eNOS, qui joue un rdle clé dans la régulation du tonus vasculaire, est présente dans les
cellules endothéliales vasculaires et peut étre modulée par plusieurs stimuli tant physiques
qu’humoraux. Parmi ces facteurs, on retrouve la force de cisaillement et d’étirement
exercée par le flot sanguin ainsi que les catécholamines, la vasopressine, I’ET-1 (récepteur
ETg), ’Ang II (récepteur AT,), le TGF-B1, la bradykinine, 1’histamine et la substance P.
Par contre, elle est inhibée de fagon compétitive par des analogues synthétiques de la L-
arginine tel le N%-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME), ou par des inhibiteurs
endogénes comme la dyméthylarginine asymétrique (ADMA) *°. La iNOS est présente
dans les macrophages et est induite par certains médiateurs inflammatoires dont
I’interleukine 1B, le tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) et certaines endotoxines, alors
que la nNOS est surtout localisée dans les tissus nerveux du cerveau ainsi que dans le rein.

Le NO produit par la eNOS agit directement sur les cellules endothéliales et peut diffuser
vers la lumiére du vaisseau ou du co6té abluminal. Le NO libéré par les cellules
endothéliales stimule une enzyme cytosolique, la guanylate cyclase soluble (GC), qui
catalyse la formation de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) a partir de la
guanosine triphosphate (GTP). L’augmentation intracellulaire de GMPc active la protéine
kinase G, qui provoque la phosphorylation de protéines impliquées dans les processus de
relaxation musculaire, de prolifération cellulaire (inhibition), d’agrégation plaquettaire
(inhibition) et de I’expression de molécules d’adhésion (inhibition). Par ailleurs, le NO

inhibe la production d’ET-1 par les cellules endothéliales .
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Figure 6 : Synthése du NO et ses principaux effets
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C - Implications en IRC
Etant donné sa courte demi-vie et tenant compte du fait que le NO diffuse rapidement dans
un rayon d’une centaine de micrométres seulement pour y activer ses cibles 2, la
localisation des NOS est souvent tributaire des actions du NO. Ainsi, dans le rein, la eNOS
est surtout présente dans les artéres interlobulaires, les artéres afférentes glomérulaires et
les glomérules *. De fait, le NO contrdle le débit sanguin rénal en s’opposant, entre autres,

3931 par ailleurs,

a I’effet vasoconstricteur de I’Ang II et de I’ET-1 sur I’artériole afférente
il régule le volume de filtration glomérulaire et inhibe la relache de la rénine par les cellules
juxtaglomérulaires, en plus de favoriser I’excrétion du sodium au niveau des tubules
proximaux **~*.

Nous avons montré que les rats urémiques avec néphrectomies 5/6 présentent une
diminution de la synthése de NO, caractérisée par une diminution de la concentration des
métabolites NO,/NOs urinaires, associée a une augmentation d’ET-1 et au développement
de PHTA. 1l a aussi été rapporté que la production de NO était réduite chez les patients
hypertendus *°, alors que des souris mutées pour le géne eNOS développent 'HTA *’. La

supplémentation en L-arginine °' de méme que I’administration d’un adénovirus
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surexprimant la eNOS (résultats non publiés) chez le rat néphrectomisé permet de réduire
I’aggravation de I’'HTA, la détérioration de la fonction rénale et I’apparition des dommages
glomérulaires et tubulointerstiels **. Ces observations sur le role du NO en IRC sont
confirmées par diverses études chez le rat normal démontrant que I’inhibition de la
syntheése de NO avec le L-NAME accroit la protéinurie, la pression artérielle, la résistance
périphérique et favorise 1’apparition de glomérulosclérose et de fibrose interstitielle, en plus
de diminuer le GFR ***. Ces effets étaient associés & une augmentation de 1’expression de

I’ET-1, du TGF-B1 et a I’activation du systéme rénine-angiotensine (SRA) ***'. E

n
condition normale, le NO est donc impliqué dans le maintien du tonus vasculaire, de la
pression artérielle et de la fonction rénale. Cependant, la diminution de la biodisponibilité
du NO causée par la diminution de sa synthése (suite a I’accumulation dans le plasma de
I’inhibiteur ADMA), la diminution de I’expression de la eNOS ou de ses cofacteurs et
I’augmentation de son inactivation par 1’oxygeéne et 1’anion superoxyde pourraient étre en

partie responsables du développement et de la progression de I’HTA ainsi que des

dommages glomérulaires et tubulointerstitiels observés en IRC.
1.3.2 - L’endothéline-1 (ET-1)

A - Biosynthése
L’ET-1 est un puissant peptide vasoconstricteur de 21 acides aminés découvert par
Yanagisawa en 1988 a partir du surnageant de cellules endothéliales aortiques porcines.
L’ET-1 fait partie de la famille des endothélines, qui compte deux autres isoformes, ET-2 et
ET-3, dont la structure et le potentiel vasoconstricteur différent I'un de I’autre **. L’ET-1
dérive du clivage de la préproendothéline (ppET-1) en « big-endothéline » par des
endopeptidases, puis de la conversion ultérieure de la « big—endothéline » en ET-1 par
I’enzyme de conversion de 1’endothéline (ECE) (figure 7) **. L’ET-1 est principalement
sécrétée par les cellules endothéliales en réponse a divers stimuli tels la thrombine,
I’ionophore du calcium, les catécholamines “**, la vasopressine, I’Ang II, le TGE-p1 ***

20,45

de méme que la pression, I’hypoxie et la force de cisaillement . Sa production par

I’endothélium est contrebalancée par la libération de NO et de prostacycline (PGI,) via un

r . : : 7 46,4
mécanisme impliquant le récepteur ETg 647,



Figure 7 : Synthése et actions vasculaires de I'ET-1
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B - Mécanismes d’action
Les actions autocrines et paracrines de ’ET-1 sont médiées par les récepteurs ET4 et ETg,
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G **. Le récepteur
ET, est largement exprimé dans les cellules musculaires lisses et est responsable de I’effet

50-52
1

vasoconstricteur et mitogénique de I’ET- . Le récepteur ETg est principalement

exprimé dans les cellules endothéliales *° et favorise la relache compensatoire de facteurs
vasodilatateurs dérivés de 1’endothélium tel le NO et la PGL, 46’47, de méme que la clairance
de ’ET-1 . Diverses études ont démontré que les voies de signalisation concernées
impliquent ’activation de la phospholipase C, la mobilisation du calcium intracellulaire par
I’entremise de 1’inositol triphosphate (IP3), 1’activation de la protéine kinase C par le
diacylglycérol (DAG) et la cascade signalétique des MAPK (mitogen activated protein

kinase) subséquente, ainsi que la stimulation de I’antiporteur Na'/H" et 1’alcalinisation

intracellulaire *’°'"?. La mobilisation intracellulaire du calcium est responsable de la
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constriction vasculaire médiée par I’ET-1 alors que 1’activation des MAPK confére a ’ET-

1 ses propriétés mitogéniques.

C - Implications en IRC

En condition normale, I’ET-1 est présente de fagon prédominante dans la plupart des
vaisseaux rénaux, dans la partie proximale du tubule contourné proximal de méme que dans
les régions mésangiales des glomérules **. Infusée dans le rein, PET-1 entraine la
vasoconstriction des artérioles afférentes et efférentes glomérulaires et réduit le débit
sanguin rénal et le GFR (via récepteur ET,) >, alors que la stimulation tubulaire du
récepteur ETg semble favoriser la natriurése et la diurese 5,

Des évidences suggérent un role majeur de I’ET-1 dans le développement de I’hypertension
et les dommages rénaux associés a I'IRC tant chez I’animal que chez I’humain °%. Les
patients en insuffisance rénale chronique et terminale présentent une augmentation des
concentrations plasmatiques d’ET-1, corrélée avec la pression artérielle systolique et la

59-62

détérioration de la fonction rénale . Par ailleurs, des études chez le rat en insuffisance

rénale chronique montrent une augmentation d’ET-1 urinaire **%’ laquelle peut étre

.y . e re . r 7 4
associée avec I’hypertension artérielle, la protéinurie et la glomérulosclérose **¢*%%% Ces

changements sont associés a une surproduction d’ET-1 dans les tissus vasculaires et rénaux

64,65,67,69 ; . . oA
22257 Nous avons démontré récemment que cette surexpression de ’ET-1 pouvait étre

modulée par diverses substances telles 1’Ang II et le TGF-p1 7"

. L’implication de ’ET-
1 dans la pathogenése de I’hypertension artérielle et de I’'IRC est renforcée par des études
démontrant que I’utilisation d’un antagoniste des récepteurs ET, parvient a réduire

N honts - i alla 68,71 i et 6871 i 71,72
I’¢lévation de la pression artérielle *>'', de la créatinine sérique ~'", de la protéinurie "~

68,73
1687

et des concentrations tissulaires d’ET- , en plus d’atténuer les lésions et les dommages

: . . 1,74
glomérulaires et tubulaires "’

chez le rat en IRC (néphrectomisé 5/6). Par ailleurs, le
blocage des récepteurs ET de I’endothéline chez des patients en IRC diminue 1’¢lévation
de la pression artérielle et favorise 1’augmentation du débit sanguin rénal, la diminution de
la résistance vasculaire rénale et la diminution de la protéinurie .

Des études ont par ailleurs démontré une diminution du récepteur ETg en IRC **7*. La
diminution du récepteur ETg contribue a 1’¢lévation de la pression artérielle en diminuant la

relache du NO par les cellules endothéliales et en augmentant la persistance des

concentrations circulantes et tissulaires d’ET-1, par la diminution de sa clairance.
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Cependant, méme si son expression est diminuée en IRC, les effets rénoprotecteurs et
antihypertenseurs du blocage des récepteurs ETo pourraient étre reliés a la stimulation
subséquente du récepteur ETg. En effet, I’induction de I'urémie par néphrectomie 5/6 chez
le rat déficient en récepteurs ETg accentue le développement de I’'HTA et la vitesse de
progression des dommages vasculaires et rénaux, confirmant le role protecteur du récepteur

ETg en IRC %77,

1.3.3 - L’Angiotensine Il (Ang II)
L’Ang II est I’hormone peptidique physiologiquement active du SRAA et est impliquée
dans la régulation de la pression artérielle et I’homéostasie des électrolytes et des fluides
corporels. L’Ang II joue aussi un rdle prépondérant dans la pathophysiologie de

I’hypertension artérielle, de I’hypertrophie cardiovasculaire et de I’insuffisance rénale "

A - Systéme rénine-angiotensine
Tel que mentionné a la section /.2.3, I’ Ang Il est produite suite au clivage de 1’angiotensine
1 par I’enzyme de conversion de I’angiotensine et découle d’une cascade enzymatique
impliquant aussi la rénine et 1’angiotensinogene (figure 8). Notons que la formation de
1’Ang II inhibe la reliche de rénine par les cellules juxtaglomérulaires '*”°. Le SRA fut
longtemps considéré comme un systeme autacoide ou 1’Ang II produite était distribuée de
la circulation sanguine vers les tissus périphériques pour ainsi médier ses effets via des
interactions avec ses récepteurs. Cependant, les concentrations tissulaires nettement plus
¢levées que circulantes suggerent la production locale de ce peptide (figure 8). En effet, on
retrouve toutes les composantes du systéme rénine-angiotensine dans le cerveau, le cceur,
les vaisseaux sanguins et le rein. Dans le rein, la rénine est exprimée dans les cellules
juxtaglomérulaires alors que I’angiotensinogene est exprimée dans les tubules proximaux
8081 Par ailleurs, la rénine, I’ECA et I’angiotensinogéne sont exprimées dans les cellules

r . , . 2
mésangiales glomérulaires *.
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Figure 8 : SRA classique et tissulaire
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Source : figure tirée de Michel

B - Mécanismes d’action
L’Ang II exerce ses effets en interagissant avec deux types de récepteurs, les récepteurs
AT et AT, . Le récepteur AT, posséde 7 domaines transmembranaires et est couplé & une
protéine G. Il est distribué dans les vaisseaux sanguins, le cceur, le rein, le foie, les
poumons et le cerveau et est plus précisément retrouvé sur les monocytes, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et les cellules mésangiales
7 Dans ces cellules, la stimulation du récepteur AT, au méme titre que I’ET-1,
provoque 1’activation immédiate d’une protéine G couplée a la phospholipase C, dont
I’activation subséquente entraine la formation de deux seconds messagers, le diacyglycérol
et D’inositol triphosphate (figure 9). La formation d’inositol triphosphate mobilise le
calcium intracellulaire, entraine la contraction des cellules musculaires lisses et favorise
I’augmentation de la pression artérielle. Le DAG, aussi issu de I’activation de la

phospholipase D, active la protéine kinase C et il en résulte I’expression de génes cibles de

I’Ang II, dont I’ET-1, le TGF-B1 ainsi que certaines protéines de la matrice extracellulaire
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via la voie des MAPK. L’activation de la voie des MAPK serait aussi responsable des
propriétés mitogéniques et hypertrophiques de I’Ang II. Finalement, 1’activation de la
phospholipase A, entraine la formation des ROS par la NADPH oxydase®, responsable des

effets pro-inflammatoires, procoagulants et antiapoptotiques de I’ Ang IT. 7°.

Figure 9 : Voies de signalisation de I'angiotensine 11
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Le récepteur AT, de I’Ang II est aussi un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé
a la protéine inhibitrice Gi. La stimulation du récepteur AT, par I’Ang II s’oppose aux
effets médiés par I’activation du récepteur AT; en médiant la relache de bradikinine, du NO
et de prostaglandines et en favorisant la natriurése dans le rein '°. Il est donc responsable de
la vasodilatation médiée par I’Ang II. Par ailleurs, la stimulation du récepteur AT, favorise

1’apoptose et empéche la croissance et la différenciation cellulaire ’*.
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C - Implications en IRC
L’ Ang II contribue de plusieurs fagcons au développement de I’hypertension artérielle et a la
progression de I’insuffisance rénale. D une part, il favorise la constriction des vaisseaux
systémiques, des effets qui sont potentialisés par la stimulation de I’expression de I’ET-1 et

de la thromboxane A, dans les cellules endothéliale 1085

. De plus, I’Ang II agit directement
sur les tubules rénaux en diminuant 1’excrétion d’eau et de sodium, accroissant le volume
sanguin et le débit cardiaque et contribuant ainsi a I’¢lévation de la pression artérielle. Ces
effets sont aussi amplifiés avec la stimulation de la sécrétion d’aldostérone et la libération
de I’ADH par I’Ang I1. De par ces effets vasoconstricteurs sur les artérioles glomérulaires,
I’Ang II joue aussi un rdle clé¢ dans I’augmentation de la résistance vasculaire rénale, qui
augmente la pression capillaire glomérulaire et réduit le GFR en IRC . Ces effets sur le
glomérule favorisent la détérioration de la fonction rénale, caractérisée par la protéinurie et
une diminution de la clairance de la créatinine. D’autre part, I’Ang II contribue au
processus de fibrose interstitielle et de gloméruloscérose en favorisant I’expression du
TGF-B1 dans les cellules mésangiales *’ et tubulaires, I’accumulation de diverses protéines

de la matrice extracellulaire dont la fibronectine et le collagéne *"**

ainsi que la
transdifférenciation des cellules tubulaires épithéliales en myofibroblastes (révélée par
I’expression de I’0-SMA) ®, des effets qui peuvent étre médiés par le TGF-B1.

L’implication de I’Ang II dans la pathogenése de 'HTA en insuffisance rénale a été
démontrée par I'utilisation d’antagonistes des récepteurs AT; (ARA) ou d’inhibiteurs de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (IECA). Ainsi, il a ét¢ démontré chez le rat
urémique néphrectomisé 5/6 que le losartan, un ARA, et le périndopril, un IECA, réduisent
I’¢lévation de la pression artérielle systolique et la créatinine sérique, normalisent la
protéinurie et augmentent la clairance de la créatinine °**°. De plus, le blocage du SRA
diminue les taux d’ET-1 dans l’aorte thoracique, les artéres préglomérulaires et les
glomérules, ainsi que I’excrétion urinaire d’ET-1 ¢’. Par ailleurs, le blocage des récepteurs
AT; de I’Ang II et I’utilisation d’un IECA atténuent les dommages rénaux en plus d’inhiber

66,89

la transdifférenciation cellulaire Ces changements étaient associés avec une

diminution de I’expression rénale du TGF-B1 et du collagene.
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1.3.4 - Le transforming growth factor Beta-1 (TGF-p1)
Le TGF-B1 fait partie de la superfamille des TGF, qui compte divers polypeptides
dimériques incluant les protéines morphogénétiques osseuses (BMP), les activines et les
inhibines. Il est principalement exprimé par les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses vasculaires, les cellules mésangiales et les fibroblastes. Le TGF—B1 est
un facteur de croissance important dans I’inhibition du cycle cellulaire et I’apoptose, la
différenciation et I’hypertrophie cellulaire, 1’accumulation de la matrice extracellulaire,

I’angiogenese, la fibrose et la progression tumorale.

A - Biosynthése et activation
Le TGF-B1 est synthétisé en un complexe latent, avec a son extrémité N-terminale le LAP
(latency associated peptides) ainsi que son domaine mature (TGF-f) en C-terminal,
formant ainsi le small latent complex (SLC) (figure 10). La liaison du LAP avec le TGF-8
mature empéche sa liaison avec son récepteur et prévient la signalisation induite par celui-
ci. Parfois, le SLC est 1ié par des ponts disulfures avec le latent TGF-p binding protein
(LTBP) pour former le large latent complex (LLC). L’activation du TGF-§ requiert la
dissociation du dimeére TGF-B mature du LAP. La chaleur et les pH extrémes, les
peptidases et I’interaction avec les stéroides et les especes réactives de 1’oxygeéne peuvent
tous étre associés a I’activation du TGF- **”'. Cependant, la thrombospondine-1 (TSP-1)

est sans contredit I’activateur majeur du TGF-p ***

. La TSP-1, une glycoprotéine
trimérique de la matrice extracellulaire, est sécrétée par une variété de cellules, dont les
plaquettes, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elle est associée a la croissance des
cellules musculaires lisses et des fibroblastes, possiblement en interagissant avec des
domaines spécifiques du LAP et du TGF-1 mature.

La TSP-1 posséde plusieurs domaines, dont le « properdin-like type 1 repeats ». Deux
séquences présentes dans ce domaine sont requises pour I’activation du TGF-B1 latent, tel
qu’illustré ci-dessous. D’une part, une séquence de 3 acides aminés (RFK) est située entre
le premier et le deuxiéme « type I repeat » et lie le LAP (figure 10). Le second motif
nécessaire a I’activation du TGF-B1 est présent sur chacun des « type I repeat ». 1l s’agit de
trois peptides de 4 acides aminés identifiécs WxxW (WSPW, WSHW et WGPW) qui lient

un site actif situé¢ a D’extrémité C-terminale du TGF-f1 mature. La séquence WxxW

stabilise le complexe TGF-B1/TSP-1 de fagon a orienter RFK et ainsi faciliter sa liaison
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avec son site de liaison sur le LAP, une séquence présente a 1’extrémité N-terminale
composée de 4 acides aminés; LSKL *°. De fagon hypothétique, cette interaction résulte en
un changement de conformation du complexe, vraisemblablement du LAP, qui permet de

libérer le TGF-PB1 et ainsi lier ses récepteurs.

Figure 10 : Structure du TGF-$1 et son interaction avec la TSP-1
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Source : figure tirée de Ghosh *’ et Hugo *’

B - Signalisation par les SMAD
Le TGF-B1 une fois actif se lie a 2 types de récepteurs a activité sérine-thréonine kinase
(aussi appelés « activin-receptor-like kinase »), les récepteurs de type I (55 kDa) et II (75
kDa) *. Le TGF-B se lie d’abord a son récepteur de type II, qui recrute et
transphosphorylise ensuite le récepteur de type I au niveau d’un domaine GS (riche en
glycine et sérine) (figure 11). Le complexe ligand/récepteur permet ensuite la
phosphorylation des protéines transductrices SMAD 2 et 3 (R-SMAD : récepteur SMAD),
dont I’acces et le recrutement au récepteur de type I sont facilités par les protéines
auxiliaires SARA (smad anchor for receptor activation). SMAD 2 et 3 phosphorylés
forment ensuite un complexe hétérodimérique avec la CO-SMAD (médiateur commun—
SMAD) SMAD 4, complexe qui est ensuite transloqué dans le noyau des cellules, ou il
favorisera 1’expression de geénes cibles du TGF-B1 en interagissant avec divers facteurs de

transcription, coactivateurs et corépresseurs.



41

Figure 11 : Voie de signalisation du TGF-$1

@
/

P 4

@ Phosphorylation n

T f

Cytoplasme

Smurf1/2

Transcription

l Facteur de transcription

Source : figure adaptée de Schiller *’

D’un point de vu structurel, les SMAD disposent de 2 domaines, Mad homology 1 et 2
(MHI et MH2) (figure 12). Le domaine MH1 confére a la protéine son activité de liaison a
I’ADN alors que le domaine MH2, outre son site de phosphorylation, est impliqué dans la
liaison avec les récepteurs du TGF-B1 et avec SMAD 4, permettant ainsi la translocation du

c ey o g \ 1
complexe vers le noyau pour ainsi réguler la transcription de génes '.
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Figure 12 : Structure des SMAD
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Par ailleurs, la liaison des ligands de la famille du TGF-B induit 1’expression des SMAD
inhibitrices SMAD 6 et SMAD 7 (I-SMAD), qui s’opposent a leur signalisation. D’une
part, SMAD 7 s’oppose a la signalisation induite par I’activation des R-SMAD 2 et 3 par le
TGF-B1, en compétitionnant pour le récepteur de type I et en favorisant son ubiquitination
et sa dégradation par I’entremise de SMURF 1 et 2 (Smad ubiquitin regulatory factors)
(figure 11) '°'. SMAD 6, quant a elle, inactive les voies de signalisation induite par les
BMP ', Le role de SMAD 7 dans I’interférence avec la voie de signalisation induite par le
TGF-B fut démontré par la surexpression de SMAD 7, qui renverse la phosphorylation de
SMAD 2 et la synthése de collagéne dans les cellules musculaires lisses ', ainsi que la

transdifférenciation des cellules tubulaires épithéliales rénales en myofibroblastes '**.

C - Implications en IRC
En plus de jouer un rdle déterminant dans 1’activation du TGF-B1 lors des maladies rénales
97105106 "1 TSP-1 semble impliquée directement dans la pathogenése de ces maladies.
Ainsi, I’expression de la TSP-1 est augmentée dans les cellules glomérulaires, tubulaires et
les myofibroblastes, et est localisée principalement aux sites d’expression accrue du TGF-
B1 actif et diminuée du LAP. La TSP-1 est aussi associée a 1’apparition de dommages
glomérulaires, tubulaires et interstitiels lors de maladies rénales progressives ''%. De fait,
I’utilisation de peptides et d’oligonucléotides antisenses bloquant de maniere sélective
I’action de la TSP-1 '°*!% entraine une diminution de 1’accumulation glomérulaire de

protéines de la matrice extracellulaire telles le collagene et la fibronectine, ainsi qu’une
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diminution de la protéinurie. Les dommages rénaux observés lors de maladies rénales
progressives pourraient aussi étre attribuables a une diminution de 1’expression de SMAD
7. En effet, dans un modele de glomérulonéphrite, 1’expression de ’ARNm de SMAD 7 est
diminuée d’environ 70 % '*. Par ailleurs, la surexpression du géne de SMAD 7 dans un
modele d’urémie induit par réduction de masse rénale atténue les dommages histologiques

, L. VS : : 110
rénaux et prévient la détérioration de la fonction rénale

. En IRC, I’augmentation de la
TSP-1 et la diminution de SMAD 7 sont alors associées avec une production vasculaire et
rénale accrue du TGF-B1.

Le TGF-Bl joue un role important dans la progression de diverses maladies rénales,
principalement par son action fibrosante. Dans le rein, le TGF-B1 est exprimé dans les
cellules mésangiales et dans tous les segments des tubules rénaux (de fagon prédominante

. ’ . 111
au niveau du tubule contourné distal

). D’une part, il favorise la différenciation des
cellules tubulaires épithéliales rénales en myofibroblastes (EMT : epithelial-to-
mesanchymal transdifferenciation), un processus confirmé par 1’expression de novo d’o-
SMA (figure 13) "*'* Lors de maladies rénales, les cellules tubulaires épithéliales, une
fois stimulées par divers facteurs dont le TGF-B1, s’activent. S’en suit la perte de molécules
d’adhésion telle la E-cadhérine et la sécrétion concomitante par les cellules tubulaires de
MMP-2 (matrix metalloproteinases-2), une protéase de la matrice extracellulaire qui
favorise la dégradation de la membrane basale tubulaire. Les cellules tubulaires se
différencient ensuite en myofibroblastes, qui expriment I’a-SMA et qui possédent des
propriétés migratoires et invasives. Ceux-ci migrent donc vers 1’environnement interstitiel,
ou ils contribuent a la fibrose en favorisant la déposition de la matrice extracellulaire. La
EMT est considérée comme étant défavorable puisqu’elle meéne a la dégradation des
couches polarisées des cellules tubulaires épithéliales rénales et entraine la formation de
cicatrices fibrotiques ''*'". Finalement, la EMT induite par le TGF-B1 est un processus qui
peut étre renversé par le BMP-7 via la phosphorylation des SMAD 1 et 5 ''*. D’autre part,
indépendamment de la EMT, le TGF-B1 favorise 1’expansion et 1’accumulation de la
matrice extracellulaire en stimulant 1’expression des protéines qui la compose telles le
collagéne I et IV, la fibronectine ainsi que PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1), un

99,116-118

anti-fibrinolytique inhibiteur de la synthése de protéases aussi responsable de

I’hypertrophie cardiovasculaire.
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Figure 13 : Role du TGF-p1 dans la transdifférenciation cellulaire (EMT)
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On observe une augmentation marquée du TGF-B1 tant chez ’homme que dans plusieurs
modeles animaux souffrant de maladies rénales (tableau 3). De fagon générale, le blocage
des effets du TGF-B1 (anticorps neutralisant le TGF-B1 (1D11 ou aT) ou récepteur soluble
II du TGF-p) retarde la progression de ces maladies en réduisant les dommages tubulaires
et glomérulaires, 1’expansion de la matrice extracellulaire (ECM), la réponse

. . ’ R . . 7 119-121
inflammatoire, la fibrose rénale et la détérioration de la fonction rénale '

. Récemment,
nous avons démontré que la neutralisation du TGF-B1 chez le rat en IRC (néphrectomie
5/6) atténuait aussi la progression de 'HTA . Ceci confirme 1’é¢tude de Li et al, qui
démontre que les concentrations sériques du TGF-B1 sont corrélées de facon positive avec
la pression artérielle chez les patients en insuffisance rénale terminale '**. Ces changements
sont accompagnés par une diminution de I’expression du collagéne I 2%'%* 111 '"° et TV ',
de PET-1 % de I’'a-SMA 121, de la fibronectine 124, de PAI-1 '* et de la normalisation du
récepteur ETg ® et de Dactivit¢ des NOS '"™'*. L’implication du TGF-B dans le
développement de maladies rénales est supportée par un modele de souris transgéniques

surexprimant la forme active du TGF-B1. Ces souris montrent des taux plasmatiques ¢élevés

du TGF-B1 associés a I’expansion du mésangium, 1’accumulation de protéine de la matrice
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extracellulaire, la fibrose interstitielle, I’atrophie tubulaire, la protéinurie et ultimement, a

. 126
un syndrome néphrotique .

Tableau 3 : Maladies rénales humaines dans lesquelles le TGF-B1 serait impliqué

Mode¢les expérimentaux Maladies rénales humaines
Glomérulonéphrite anti-MBG Néphropathie diabétique
Souris transgénique pour le TGF-3 Glomérulonéphrite
Néphrotoxicité a la cyclosporine Néphropathie IgA
Glomérulonéphrite anti-thymocyte Sclérose focale et segmentaire
Néphropathie membraneuse Lupus néphrétique
Néphropathie diabétique Rejet d’allogreftfe

Obstruction urétrale Néphropathie a la cyclosporine
Rats Dahl sensibles au sel

Néphrectomie 5/6

Maladies rénales polykystiques

Protéinurie par surcharge protéique

Source : tableau adapté de Cheng '’



46

1.4 - Interactions entre les facteurs endothéliaux
En plus de représenter une barriere physiologique entre la circulation sanguine et les tissus
avoisinants, I’endothélium vasculaire joue un rdle crucial dans la régulation du tonus
vasculaire et I’homéostasie cardiovasculaire. L’endothélium module le tonus vasculaire par
la relache de vasodilatateurs dérivés de 1’endothélium tels le NO, les prostacyclines et les
bradykinines ainsi que des vasoconstricteurs comme I’ET-1 et I’Ang II en réponse a divers
stimuli. Dans les cas d’hypertension artérielle et d’insuffisance rénale, il existe une
altération dans la relache de ces facteurs, qui contribue a la progression de ces pathologies.
Nous dresserons dans cette section les différentes interactions entre les facteurs dérivés de

I’endothélium.

1.4.1 - ET-1et NO
Plusieurs études montrent des effets compensatoires de la synthése d’ET-1 et de NO. En
condition physiologique normale, I’ET-1 favorise la formation et la relache de NO des

46,47
' La cascade de

cellules endothéliales via la stimulation de son récepteur ETg
signalisation menant a la production de NO suite a 1’activation des récepteurs ETg implique
I’augmentation du calcium intracellulaire résultante de I’activation de la phospholipase C et
de I’IP3, ce qui mene a I’activation de la eNOS. A P’inverse, le NO inhibe la formation de
I’ET-1 dans les cellules endothéliales via un mécanisme dépendant de la GMPc *° (figure
7). Par ailleurs, I’inhibition chronique de la synthése du NO entraine la potentialisation des
effets vasoconstricteurs de PET-1 '**, des effets qui peuvent étre contrés par 1’utilisation

d’un antagoniste non-sélectif des récepteurs de I’endothéline '*°.

Ces observations
démontrent I’interaction entre le NO et ’ET-1 dans le maintien du tonus vasculaire et, par
le fait méme, de la pression artérielle. Dans notre laboratoire, nous avons démontré
’altération des systemes de I’ET-1 et du NO ainsi que leur implication dans la progression

de I’hypertension et de Dinsuffisance rénale *'*%%

. Ainsi, des animaux urémiques
(néphrectomie 5/6) montrent une augmentation d’ET-1 a la fois vasculaire, glomérulaire,
urinaire et plasmatique, des changements qui peuvent étre associés a une diminution de la
biodisponibilit¢ du NO. Ceci pourrait s’expliquer, en partie, par la diminution de

I’expression du récepteur ETg observée dans ce modéle animal .
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1.4.2 - Angiotensine Il et NO
Le NO freine les effets médiés par le récepteur AT, de I’Ang II en diminuant 1’expression
de ’ARNm de I’enzyme de conversion de 1’Ang II dans I’endothélium vasculaire. De plus,
il réduit 1’expression du récepteur AT, dans les cellules musculaires lisses °° et inhibe la
relache de la rénine **. Par ailleurs, I’Ang II, via la liaison avec le récepteur AT, stimule la
formation de la NADPH oxydase **, entrainant 1’accumulation de ’anion superoxide dans
la cellule, qui se lie au NO et I’inactive en formant le peroxynitrite (figure 14). A ’inverse
du récepteur AT}, la stimulation du récepteur AT, de I’angiotensine favorise la synthése du
NO en augmentant les taux de bradykinine et en favorisant la formation des NOS "',
L’utilisation d’un antagoniste des récepteurs AT; de I’Ang II suite a I’inhibition chronique
de la syntheése du NO avec le L-NAME atténue I’hypertension artérielle, les dommages
glomérulaires et les changements tubulaires et hémodynamiques *****!. Ceci démontre que
le NO et I’Ang II constituent des antagonistes physiologiques et confirme I’importance
d’une balance NO/SRA adéquate dans le maintient de la pression artérielle, de la fonction
rénale et de la prévention des dommages glomérulaires, en condition physiologique

normale.

Figure 14 : Interactions entre l'angiotensine II et le NO
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1.4.3 - Angiotensine Il et ET-1
D’une part, I’Ang II stimule la relache de ’ET-1 dans les cellules musculaires lisses, les
cellules mésangiales et de fagon dose-dépendante dans les cellules endothéliales 132713,
Nos études ont par ailleurs démontré que I’expression accrue d’ET-1 dans 1’aorte
thoracique, le rein et les glomérules en urémie était modulée par 1’ Ang IT °**"7°_ La relation
entre I’Ang Il et ’ET-1 a de plus fait I’objet d’études démontrant le role de I’ET-1 dans la
médiation de plusieurs effets de I’Ang II. Ainsi, il a été démontré que ’ET-1 médie la
synthése de collagéne de type I dans le rein et I’aorte de souris infusées avec 1’Ang I **, de
méme que la fibronectine dans les cellules mésangiales stimulées avec I’Ang II '*°. Dans un
autre ordre d’idée, ’ET-1 inhibe la production de I’Ang II en inhibant la sécrétion de rénine

par les cellules juxtaglomérulaires. Le mécanisme évoqué résulterait de I’activation de la

phospholipase C et de 1’augmentation calcique intracellulaire '*°,

1.4.4 - Angiotensine Il et TGF-f1
Des études montrent aussi que I’Ang II stimule 1’expression de I’ARNm du TGF-B1 dans
les cellules musculaires lisses vasculaires et favorise I’activation et la synthése protéique du

TGF-B1 dans les cellules mésangiales 137-139

. Les mécanismes en cause impliquent la
phosphorylation et I’activation de la voie ERK1/2 ainsi que 1’augmentation de la TSP-1, le
principal activateur du TGF-B1, via p38 MAPK et JNK. Par ailleurs, comme il a été
mentionné a la section /.3, I’Ang II contribue au processus de fibrose interstitielle et de
glomérulosclérose en favorisant I’expression rénale du TGF-Bl et I’accumulation de
diverses protéines de la matrice extracellulaire dont la fibronectine, le collageéne de type I et
I’a-SMA, par I’entremise du TGF-B1. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que le TGF-B1 stimule
I’expression de I’angiotensinogeéne dans les cellules tubulaires proximales via la formation
des ROS et la voie des MAPK '*°, ainsi que la sécrétion de rénine par les cellules

juxtaglomérulaires '*'

. L’Ang II et le TGF-B1 favorisent donc leur production respective et
contribuent de facon conjointe au développement de dommages histologiques rénaux en

urémie.
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1.4.5 - TGF-p1 et ET-1
Le TGF-B1 stimule I’expression de I’ET-1 (ARNm et peptide) dans les cellules musculaires

lisses et les cellules endothéliales '*%'*

. Le mécanisme proposé¢ implique la liaison des
protéines effectrices du TGF-B1, les R-SMAD, et le facteur de transcription AP-1
(activator protein-1) sur leur site respectif de liaison présent sur le promoteur du géne de
’ET-1 "*. De plus, nous avons récemment démontré que la neutralisation du TGF-B a
I’aide d’un anticorps monoclonal chez le rat urémique avec masse rénale réduite réduit
I’expression rénale de ’ET-1 et augmente celle du récepteur ETg. Ces changements sont
associés a une diminution de la pression artérielle chez le rat urémique °°, suggérant

I’implication du TGF-B1 dans la régulation du tonus vasculaire et la pression artérielle par

I’induction du systeme ET-1.

1.4.6 - TGF-pI et NO
Le TGF-B1 favorise I’expression de la eNOS dans les cellules endothéliales par I’activation
de SMAD 2 '*. A I’inverse, le NO inhibe la transcription de génes induite par le TGF-B1,
en interférant avec la signalisation des SMAD, plus précisément en empéchant la
phosphorylation et la translocation de SMAD 2 au noyau '*. Par ailleurs, il a ét¢ démontré
que le NO inhibe I’augmentation de la synthése du TGF-B1 et I’expression du collagéne de
type I dans les cellules mésangiales incubées dans un milieu riche en glucose '*’. De plus,
I’inhibition chronique du NO chez le rat entraine une augmentation de I’expression du
TGF-B1 dans le cortex rénal *. La diminution de la biodisponibilit¢ du NO observée en

urémie pourrait donc expliquer en partie I’augmentation de 1’expression rénale du TGF-f1.
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1.5 - Hypothéses et objectifs généraux de recherche
L’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur de morbidité et de mortalité
cardiovasculaire chez les patients en IRC. Bien que les mécanismes de 1’hypertension
artérielle associés a I’IRC soient encore mal définis, des études récentes indiquent que le
déséquilibre entre les vasoconstricteurs dérivés de I’endothélium tels ’ET-1 et ’Ang II et
les vasodilatateurs comme le NO est un mécanisme clé. La dysfonction endothéliale est
aussi associée a la production accrue d’agents de transformation cellulaire dont le TGF-B1,
qui peut a son tour affecter la production des facteurs vasoactifs endothéliaux. Nous avons
donc émis I’hypothése que ’ET-1, I’Ang II, le TGF-B1 et le NO interagissent entre eux
pour accentuer la dysfonction endothéliale en IRC. Ces interactions entre les différents
facteurs dérivés de I’endothélium jouent un réle majeur dans la pathogenése de
I’hypertension et la progression de I’IRC. Dans le cadre de ma maitrise, j’ai étudié I’effet
d’un antagoniste des récepteurs ET de I’ET-1, d’un anticorps neutralisant le TGF-f1 ainsi
que d’un antagoniste des récepteurs AT, de 1I’Ang II sur la pression artérielle, la
détérioration de la fonction rénale, les dommages histologiques rénaux ainsi que la
production des facteurs vasoactifs dérivés de 1’endothélium chez le rat urémique avec

masse rénale réduite.
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Chapitre 2 - Le blocage des récepteurs ET, de
I’endothéline atténue I’hypertension artérielle chez
le rat urémique hypertendu

Les ¢tudes impliquant des antagonistes des récepteurs ET, de I’endothéline semblent
contradictoires et mitigées quant a leurs effets bénéfiques chez le rat urémique et ce, malgré
les multiples indices suggérant I’implication de I’ET-1 tant dans les mod¢les animaux que

chez I’homme en IRC.

2.1 - Hypothese et objectifs de I’étude
Nous avons donc émis I’hypotheése que le blocage des récepteurs ETa de 1’endothéline
atténue la progression de I’hypertension artérielle et les altérations cardiovasculaires et
rénales caractérisant I’IRC et associées a I’augmentation de la production d’ET-1. De plus,
I’effet protecteur sur la fibrose interstitielle et la sclérose glomérulaire serait attribuable a
’atténuation de la production locale du TGF-f1. Nous avons donc vérifié chez le rat
urémique avec masse rénale réduite les effets de I’antagoniste sélectif des récepteurs ETa
de I’endothéline, I’ABT-627 sur :
* La pression artérielle systolique
* La progression de I’insuffisance rénale
* Les dommages histologiques vasculaires, glomérulaires et tubulaires rénaux
* La production rénale et vasculaire du TGF-$1
» L’expression rénale du récepteur ETg de I’endothéline

» L’expression et la localisation vasculaire de I’ET-1
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2.2 - Matériel et méthodes

A - Protocole animal

Les ¢études sont réalisées avec des rats Sprague-Dawley pesant environ 250g. L’insuffisance

rénale est induite telle que décrite précédemment **©

par la ligature de 2 a 3 branches de
I’artére rénale gauche suivie de I’ablation totale du rein controlatéral, la semaine suivante.
En tout temps, les animaux ont acces a de I’eau et de la nourriture standard de laboratoire et
sont maintenus dans une pi¢ce avec I’humidité et la température contrdlées, avec des cycles
de lumiére/noirceur de 12h. Suite a la néphrectomie 5/6, les rats sont divisés en 2 groupes
avec des pressions artérielles systoliques similaires. Un premier groupe ne regoit aucun
traitement (Nx) alors que [’autre groupe recgoit I’antagoniste des récepteurs ET, de
I’endothéline ABT-627 (Nx + ABT-627) (10 mg/kg/jour) dans 1’eau a boire. Des rats
témoins servent de controles.

La pression artérielle est mesurée chaque semaine au niveau de la queue du rat a 1’aide d’un
senseur a pulsations. Aprés 6 semaines de traitement, une collecte des urines est effectuée
sur une période de 24 heures pour la mesure de la protéinurie et de la créatinine urinaire.
Les animaux sont ensuite anesthésiés et exsanguinés par une ponction au niveau de I’aorte
abdominale. Le sang est préservé pour les mesures de la créatinine sérique. Le rein gauche
restant, le ventricule gauche, un segment de 1’aorte thoracique ainsi que le lit artériel
mésentérique sont prélevés et conservés a -80 °C. Une section de ’aorte thoracique est
prélevée et congelée a -80°C dans une solution d’OCT pour des analyses en
immunofluorescence. Une section longitudinale du rein restant des animaux urémiques est
fixée dans une solution de formaldéhyde 3,7 % et conservée pour la coloration Masson-

trichrome et I’expression de I’a-SMA en immunohistochimie.

B - Mesure des concentrations rénales et urinaires d’ET-1 et du TGF-$1

Des fragments de cortex rénal sont pesés, homogénéisés dans une solution formée de HCI
IN, d’acide acétique 1 %, d’acide trifluoroacétique 1 % (TFA) et de NaCl 1 %, puis
centrifugés a 3000 X g pendant 30 minutes a 4°C. Les échantillons d’urine sont acidifiés

avec une solution de TFA 0,2 %. Les extraits sont ensuite purifiés sur une colonne Sep-Pak
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Cis (Waters, Milford, Massachusetts, USA). Les concentrations rénales et urinaires d’ET-1

69,135,148 . .
72 Les concentrations urinaires

sont mesurées par essai radio-immunologique (RIA)
du TGF-B1 sont évaluées par ELISA apres acidification des échantillons (Promega,

Madison, Wisconsin, USA).

C - Expression du TGF-B1 et du récepteur ETg et par analyse de type Northern dans
le cortex rénal

L’ARN total est isolé & partir de fragments de cortex rénal selon la méthode standard
guanidine isothiocyanate-phénol-chloroforme **%°. Des échantillons de 25 pg d’ARNm par
animal sont ensuite séparés sur gel d’agarose 1 % en condition dénaturante, transférés sur
une membrane Hybon XL (Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey, USA) et
exposés aux ultraviolets (UV Crosslinker XLE-1000; Fischer Scientific, Ottawa, Canada).
Pour le récepteur ETg, les membranes sont préhybridées pendant 4 heures a 60°C dans une
solution formée de 50 % de formamide, 400 mM de NaPO4 (pH 7.2), ImM d’acide
tétraacétique d’éthylenediamine (EDTA), 5% de dodécylsulfate de sodium (SDS) et 0,1 %
d’albumine bovine sérique (BSA), puis hybridée durant 16h avec une sonde radiomarquée
spécifique au récepteur ETs. Pour le TGF-f1 et I’ARN ribosomal 18S, les membranes sont
préhybridées a 42°C pendant 4h dans une solution de 50 % de formamide, 50 mM de
NaPO4 (pH 7.2), 5 X SSC, 10 % de solution de Denhardt, 1 % de SDS, 20 pg/ml d’ADN de
sperme de saumon dénaturé et 100 pg/ml d’ARNt de levure, puis hybridée durant 16h avec
des sondes radiomarquées spécifiques au TGF-B1 et a I’ARN ribosomal 18S. Les
membranes sont ensuite lavées a 3 reprises pendant 30 minutes a 65°C dans une solution de
2 X SSC et 0,1 % SDS, puis exposées sur un film Biomax MS (Eastman Kodak, Rochester,
NY, USA) avec écran intensifiant a -80°C. Pour chaque géne, ’analyse est effectuée a

partir d’échantillons de 3 a 6 animaux par groupe.

La sonde d’ARN pour le récepteur ETg chez le rat correspond a un fragment de 494 paires
de bases de la séquence codante, précédemment préparée a partir de poumons de rat par
RT-PCR*™%. La sonde est marquée avec I’UTP [a’*P] en utilisant la polymérase SP6
(Promega). La sonde d’ADNc pour le TGF-B1 chez le rat correspond a un fragment de 490

paires de bases obtenu a la suite d’une double digestion du vecteur pBlueScript (SK+) avec
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les enzymes de restriction ECOR1 et Bgll. La sonde est marquée avec le CTP [o°P]
(ready-to-go DNA Labelling Beads (-dCTP) kit, Amersham Bioscience, Little Chalfont
Buckinghamshire, England). La sonde d’oligonucléotides codant pour I’ARN ribosomal
18S est marquée avec ’ATP [y**P] en utilisant la polynucléotide kinase (Amersham
Biosciences). Les sondes radioactives sont ensuite purifiées par chromatographie sur une

colonne de séphadex G-50.

D - Immunofluorescence en microscopie confocale dans I’aorte thoracique

Des coupes de tissu de 7 um sont montées sur lame et fixées dans I’acétone 100 % pendant
10 minutes a -20°C. Les tissus sont lavés dans une solution de 0,2 % triton (dans du PBS
1X) durant 5 minutes, puis lavés 2 autres fois uniquement dans le PBS 1X a température
picce. Les lames sont ensuite incubées dans une solution bloquante (10 % sérum bovin
foetal (FBS) dans du PBS 1X) durant 30 minutes, puis a 4°C durant 16h avec le premier
anticorps préalablement dilué dans le PBS 1X (ET-1 1:200; TGF-B1 1:200). L’anticorps
ET-1 provient du Dr. Marcel Lebel alors que I’anticorps TGF-B1 provient de la compagnie
Santa Cruz. L’actine du muscle lisse est révélée avec la phalloidine Alexa fluor 488
(1:150; Molecular probes, Eugene, Oregon, USA). Les tissus sont ensuite lavés tel que
décrit plus haut et la liaison du premier anticorps est détectée suite a 1’incubation avec un
second anticorps couplé avec Alexa fluor 594 (1:1000; Molecular Probes). La fluorescence
de ’ET-1 et du TGF-B1 est déterminée par microscopie confocale (MRC-1024 Confocal
System, Bio-Rad, CA, USA), et quantifiée a I’aide du programme Metamorph (Molecular
Devices Corporation, Orleans Drive Sunnyvale, CA, USA).

E - Analyses histologiques

Les sections de rein fixées dans le formaldéhyde sont déshydratées, fixées dans la paraffine
et des coupes de Spum d’épaisseur sont montées sur lames. Les tissus sont ensuite colorés au
Masson-trichrome pour 1’évaluation des dommages histologiques rénaux. L’expression de
I’a-SMA est déterminée par immunohistochimie a 1’aide d’un anticorps de lapin anti-a-
SMA (Sigma) par la technique avidine-biotine-peroxydase (Vectastain ABC-AP kit; Vector
laboratories, Burlingame, California, USA). L’expression de 1’a-SMA est quantifiée a
I’aide du programme Image J (Wayne Rasband, Research Services Branch, National

Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).
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F - Analyses biochimiques

Le sérum est obtenu suite a la centrifugation d’un millilitre de sang prélevé lors des
sacrifices, préalablement incubé 1h a température picce. La créatinine sérique, la
protéinurie et la créatinine urinaire sont mesurées a 1’aide d’un systéme automatisé
d’analyse biochimique (Ilab 1800; Instrumentation laboratory, Lexington, Massachusetts,

USA).

G - Analyses statistiques

Les données sont analysées a 1’aide du logiciel GraphPad InStat (graphPad Software,
Mobile, CA, USA) et les résultats exprimés représentent la moyenne + SEM. Les valeurs
sont comparées par analyse de variance ANOVA suivie du test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keul. L’écart entre les moyennes est considéré comme étant significatif

lorsque p<0,05.



2.3 - Résultats

2.3.1 - Pression artérielle systolique

Avant le traitement, la pression artérielle systol

significative chez les animaux urémiques comparativement aux animaux témoins (p<0,01).
La PAS des animaux urémiques non-traités augmente de fagon progressive tout au long de
I’¢tude. Le traitement avec ’ABT-627 atténue de fagon significative 1’¢lévation de la

pression artérielle chez les animaux urémiques (p<O0,

ique (PAS) est augmentée de facon

01).

Figure 15 : Profil de la PAS chez les animaux témoins, Nx et Nx + ABT-627
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2.3.2 - Créatinine sérique
La créatinine sé€rique est augmentée de fagon significative chez les animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins, a la fin de I’étude (90 + 4 umol/l versus 38 =+
2 umol/l; p<0,05). Le traitement avec I’ABT-627 n’a aucun effet sur 1’élévation de la

créatinine sérique chez les animaux urémiques (81 = 6 umol/l).

Figure 16 : Créatinine sérique chez les animaux témoins, Nx et Nx + ABT-627
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2.3.3 - Parametres urinaires

A - Volume urinaire
Le volume urinaire des animaux urémiques est augmenté de facon significative
comparativement aux animaux témoins (35 + 3 ml/24h versus 15 + 2 ml/24h; p<0,05). Le
traitement des animaux urémiques avec I’ABT-627 atténue 1’élévation du volume urinaire

(25 = 3 ml /24h; p<0,05).

Figure 17 : Volume urinaire chez les animaux témoins, Nx et Nx + ABT-627
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B - Protéinurie
La protéinurie est accrue chez les animaux urémiques comparativement aux animaux
témoins (66 £ 16 mg/24h versus 13 + 3 mg/24h; p<0,05). Le traitement des animaux

urémiques avec I’ABT-627 n’a aucun effet sur la protéinurie (54 = 16 mg/24h).

Figure 18 : Protéinurie chez les animaux témoins, Nx et Nx + ABT-627

- Témoin
125 - Nx
B Nx - ABT-627

100 *

Pretemnurne
(mg/24h)
o

50

25

Valeurs exprimées : moyenne = SEM

* p<0,05 vs témoins



60

C - Clairance de la créatinine
La clairance de la créatinine est diminuée chez les animaux urémiques comparativement
aux animaux témoins (1,1 £ 0,1 ml/min versus 2,6 £ 0,9 ml/min; p<0,05). Le traitement
avec I’ABT-627 ne permet pas d’atténuer la diminution de la clairance de la créatinine chez

les animaux urémiques (1,1 + 0,1 ml/min).

Figure 19 : Clairance de la créatinine chez les animaux témoins, Nx et Nx + ABT-627
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D - Concentrations urinaires d’ET-1
Les concentrations urinaires d’ET-1 tendent a étre augmentées chez les animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins (148 + 53 pg/vol versus 37 £ 5 pg/vol). Le
traitement des animaux urémiques avec ’ABT-627 n’a aucun effet sur les concentrations

urinaires d’ET-1 (188 = 81 pg/vol).

Figure 20 : Concentrations urinaires d'ET-1 chez les animaux témoins, Nx et Nx +
ABT-627
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2.3.4 - Concentrations tissulaires d’ET-1
La concentration d’ET-1 est augmentée dans le cortex rénal des animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins (0.62 + 0.09 pg/mg vs 0.25 £+ 0.02 pg/mg, p<0,01).
Le traitement des animaux urémiques avec 1’ABT-627 atténue [’¢lévation de la

concentration rénale d’ET-1 (0.44 = 0.06 pg/mg).

Figure 21 : Concentrations d'ET-1 dans le cortex rénal
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2.3.5 - Expression du TGF-f1 et du récepteur ETg par analyse de type
Northern dans le cortex rénal

Comparativement aux animaux témoins, 1’expression de I’ARNm du TGF-B1 est

augmentée dans le cortex rénal des animaux urémiques (a), alors que I’expression de

I’ARNm du récepteur ETg est diminuée (p<0,05) (b). Le blocage des récepteurs ET, chez

les animaux urémiques n’a aucun effet sur la surexpression du TGF-B1, ni sur la diminution

de ’expression du récepteur ETg de I’endothéline.

Figure 22 : Expression de ' ARNm du TGF-1 et du récepteur ETg dans le cortex

rénal
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2.3.6 - Immunofluorescence en microscopie confocale dans [’aorte
thoracique

L’expression de I’ET-1 et du TGF-B1 est localisée dans I’endothélium de 1’aorte thoracique
et est significativement augmentée chez les animaux urémiques comparativement aux
animaux témoins (figure 23 et tableau 3; p<0,05). Le traitement des animaux urémiques
avec I’ABT-627 normalise I’expression de ’ET-1 (p<0,01) alors que I’expression du TGF-

B1 demeure inchangée.

Tableau 4 : Quantification de I'expression vasculaire de I'ET-1 et du TGF-p1

Groupe Expression de I’ET-1 Expression du TGF-B1
Témoins 100 100

Nx 136 + 4* 133 +9*

Nx + ABT-627 94 + 5% 132+ 2%

Valeurs exprimées : moyenne = SEM. Les unités sont arbitraires
* p<0,05 vs témoins; § p<0,01 vs Nx.
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2.3.7 - Analyse histologique des dommages rénaux et expression de
["a-SMA

Des sections de rein colorées au Masson-Trichrome révelent de la glomérulosclérose focale
et segmentale, de I’hypertrophie vasculaire et de la fibrose interstitielle chez 1’animal
urémique comparativement aux animaux témoins (figure 24 : fleches en b). La fibrose
interstitielle est associée a une augmentation de I’expression interstitielle de 1’a-SMA
(fleche en e; tableau 5) chez I’animal urémique, alors que I’a-SMA est exclusivement
exprimée dans les vaisseaux rénaux chez I’animal témoin (fleche en d). Le traitement des
animaux urémiques avec I’ABT-627 atténue I’apparition des dommages histologiques

rénaux et prévient I’élévation de 1’expression interstitielle d’a-SMA.

Tableau 5 : Quantification de I'expression de 1'a-SMA dans le cortex rénal

Groupe Expresion de I’a-SMA
Témoins 1,44 + 0,03

Nx 4,74 +£0,45*

Nx + ABT-627 3,46 £ 0,27*F

Valeurs exprimées : moyenne = SEM. Les unités sont arbitraires
* p<0,01 vs témoins; T p<0,05 vs Nx
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Chapitre 3 - Effets de la neutralisation du TGF-$1
chez le rat en insuffisance rénale chronique

Le TGF-B1 joue un role clé dans la progression des maladies rénales par son action
fibrosante et hypertrophique. Cependant, I’implication du TGF-B1 dans la dysfonction
endothéliale et conséquemment dans le développement de 1'hypertension artérielle demeure

encore méconnue.

3.1 - Hypothése et objectifs de I’étude
Nous avons donc émis I’hypothése que la neutralisation du TGF-B1 chez le rat urémique
atténue 1’¢lévation de la pression artérielle, prévient la détérioration de la fonction rénale et
procure une protection cardiovasculaire et rénale en diminuant I’expression de facteurs
dérivés de D’endothélium et de genes locaux impliqués dans la progression de
I’hypertension et ’IRC. Afin de valider cette hypothése, nous avons évalué chez le rat
urémique avec masse rénale réduite les effets de la neutralisation du TGF-B1, a 1’aide de
I’anticorps monoclonal 1D11, sur la pression artérielle systolique, la détérioration de la
fonction rénale et I’expression de I’ET-1 et son récepteur ETg, du TGF-B1 et son récepteur
de type II ainsi que de PAI-1 dans 1’aorte thoracique. Ces effets ont été comparés au

blocage des récepteurs AT, de I’Ang I a ’aide d’un ARA, le losartan.
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3.2 - Matériel et méthodes

A - Protocole animal

Les études sont réalisées chez des rats Sprague-Dawley pesant 250g. L’insuffisance rénale
est induite par la ligature de 2 a 3 branches de I’artére rénale gauche, suivie de 1’ablation
compléte du rein controlatéral, la semaine suivante. En tout temps, les animaux ont acces a
de I’eau et de la nourriture standard de laboratoire et sont maintenus dans une piéce avec
I’humidité et la température contrdlées avec des cycles de lumiere/noirceur de 12h. Suite a
la néphrectomie 5/6, les rats sont séparés en 3 groupes avec des pressions artérielles
systoliques similaires : un groupe urémique ne recevant aucun traitement (Nx), un groupe
urémique recevant I’anticorps monoclonal 1D11 neutralisant le TGF-f1 (Nx + 1D11) (0,5
mg/kg/jour) et un groupe urémique recevant un antagoniste des récepteurs AT; de I’Ang II,
le losartan (Nx + Los) (20mg/kg/jour). Des rats témoins servent de controles.

La pression artérielle est mesurée de facon hebdomadaire au niveau de la queue a 1’aide
d’un senseur a pulsations. Aprés 6 semaines de traitement, une collecte des urines est
effectuée durant 24 heures. Les échantillons d’urine sont utilisés pour la détermination de la
protéinurie et du taux de nitrites/nitrates. Les animaux sont ensuite anesthésiés, puis
exsanguinés par ponction de I’aorte abdominale. Le sang est préservé pour les mesures de
la créatinine sérique. Le rein gauche restant, le ventricule gauche, un segment de 1’aorte
thoracique ainsi que le lit artériel mésentérique sont prélevés et conservés a -80 °C. Une
section de I’aorte thoracique est prélevée et congelée a -80°C dans une solution d’OCT pour

des analyses en immunofluorescence.

B - Dosage des Nitrites/Nitrates (NO/NO3)

La concentration de NO,/NOj, les métabolites inactifs du NO, est mesurée dans 1’urine par
une méthode colorimétrique avec le réactif de Griess. Les échantillons sont dilués dans un
volume égal de tampon phosphate (pH 7.4) et déprotéinés avec des tubes Centrisart
(potentiel filtrant de 20 000 Dalton; Sartorius, Goettingen, Allemagne) par ultrafiltration a
3000 rpm pendant 45 minutes a 4°C. 25uL d’ultrafiltrat pour les animaux témoins et SOuL
pour les animaux urémiques sont ensuite dilués et complétés a 250ul avec du tampon

phosphate. Les échantillons sont ensuite incubés en présence de 0,4 U/ml de nitrate
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réductase, 150pg/mL de NADPH et 3ug/mL de FAD (Roche Diagnostics). Un aliquote de
150puL est ensuite incubé 5 minutes en présence d’un volume égal du réactif de Griess,
préparé en combinant une solution de sulfanilamide 1 % dans du HCl 10N et une solution
de N-(1-naphthyl) éthylénediamide 0.1 % dans du H3PO4 5 %, selon une proportion 1:1.
L’absorbance est mesurée a 550 nm et la concentration des nitrites/nitrates est déterminée a

I’aide d’une courbe standard linéaire de 1.25 a 80uM.

C - Immunofluorescence en microscopie confocale dans I’aorte thoracique

L’immunofluorescence est effectuée selon la méthode déja décrite a la section 2.2 D.
L’anticorps eNOS provient de la compagnie BD Transduction Laboratories tandis que
I’anticorps pour le récepteur ETg provient de la compagnie Maine Biotechnology. La

concentration de I’anticorps eNOS utilisée est de 1 :200 alors que celle du récepteur ETg

estde 1 :100.

D - PCR quantitatif en temps réel (QRT-PCR)

L’ARN total est isolé¢ a partir d’un segment de 1’aorte thoracique en utilisant la méthode
standard au Trizol (Lifes technologies). L’ADNCc est obtenu a 1’aide de la trousse 7-Primed
First-Strand Kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) a partir d’1pg d’ARN. Les
préparations d’ADNc sont dilués 1:20 dans 1’eau pure et sont ensuite amplifiés par PCR
quantitatif en temps réel (MX 3005 P™, Stratagene) a 1’aide du kit master mix fourni par le
fabricant, qui contient le brillant SYBR green I dye, lequel lie I’ADN double brin et émet de
la fluorescence. Les différents oligonucléotides propres a chaque geéne a 1’étude sont
présentés dans le tableau 6. La B-actine est utilisée comme contréle pour vérifier

I’homogénéité des échantillons et 1’efficacité de la réaction.
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Tableau 6 : Séquence des oligonucléotides, la température et le nombre de cycles
utilisés pour le QRT-PCR

Températures (en °C)

Géne Séquence des oligonucléotides dénaturation appariement élongation | cycles
()5S’ TTCTGGTCTCTGTAGAGTTCC 3’
TGE-B1 (t)5’GGACCGCAACAACGCAATCTATG 3’ 95 60 72 40
(-)S’TGTATTCCGTCTCCTTGGTTCAGC 3°
TGF-B RII (+)5’CGCCAACAACATCAACCACAATAC 3’ 95 60 72 40
(-)S’CATCTCCGTCTTCCGCTCCTC 3’
) (+)5’GCCTCCAAAGACCGAAATGTG 3°
PAL-1 (-)S’GTCGTTGATGATGAATCTGGCTC 3° 95 >8 72 45
B-actine (+)5’GACCTCTATGCCAACACAGT 3’ 95 60 7 40

(-)S’CTCATCGTACTCCTGCTTGC 3’

E - Expression du TGF-B1 et la TSP-1 par analyse de type Northern

L’ARN total est isolé a partir du cortex rénal en utilisant la méthode standard au Trizol
(Lifes technologies). Des échantillons de 25 ug d’ARN par animal sont utilisés. Les
analyses Northern sont réalisées selon le protocole déja décrit en détail a la section 2.2 C.
Les sondes pour le TGF-B1 et ’ARN ribosomal 18S sont les mémes, alors que la sonde
utilisée pour la TSP-1 correspond a un fragment de 572 paires de bases de la séquence
codante obtenue par PCR. Les séquences d’oligonucléotides utilisées sont les suivantes :
TSP-1 (+) 5 GTGTTCGACATTTTTGAACTC 3’

TSP-1 (-) 5 CCAAAGACAAACCTCACATTC 3’

F - Analyses statistiques

Les données sont analysées a 1’aide du logiciel GraphPad InStat (graphPad Software,
Mobile, CA, USA) et les résultats exprimés représentent la moyenne = SEM. Les valeurs
sont comparées par analyse de variance ANOVA suivie du test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keul. L’écart entre les moyennes est considéré comme étant significatif

lorsque p<0,05.
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3.3 - Résultats

3.3.1 - Pression arterielle systolique
Avant les traitements, la pression artérielle systolique est augmentée de fagon significative
chez les animaux urémiques comparativement aux animaux témoins (p<0,05). La PAS des
animaux urémiques non-traités augmente de facon progressive tout au long de I’étude. Le
traitement avec 1’anticorps 1D11 atténue de fagon significative 1’¢lévation de la pression
artérielle chez les animaux urémiques (p<0,05) alors que le losartan normalise la PAS a des

valeurs comparables a celles des animaux témoins.

Figure 25 : Profil de la PAS chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx + Los
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3.3.2 - Créatinine sérique
A la fin de I’étude, la créatinine sérique est augmentée de facon significative chez les
animaux urémiques comparativement aux animaux témoins (91 = 5 pmol/l versus 42 + 2
umol/l; p<0,01). Le traitement des animaux urémiques avec ’anticorps 1D11 n’a aucune
influence sur la créatinine sérique (97 = 5 umol/l) alors qu’elle est diminuée avec le

losartan (83 + 3 pumol/l; p<0,05).

Figure 26 : Créatinine sérique chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx + Los
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3.3.3 - Parametres urinaires

A - Volume urinaire
Le volume urinaire des animaux urémiques est augmenté de facon significative
comparativement aux animaux témoins (43 + 2 ml/24h versus 18 + 3 ml/24h; p<0,01). Le
traitement des animaux urémiques avec I’anticorps 1D11 atténue 1’¢lévation du volume

urinaire (33 £+ 4 ml /24h; p<0,05), alors qu’il est normalisé avec le losartan (18 £ 2 ml/24h;

p<0,05).

Figure 27 : Volume urinaire chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx + Los
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B - Protéinurie
La protéinurie est accrue chez les animaux urémiques comparativement aux animaux
témoins (45 + 4 mg/24h versus 14 + 3 mg/24h; p<0,01). Le traitement des animaux
urémiques avec 1’anticorps 1D11 n’a aucun effet sur la protéinurie (42 + 8 mg/24h), alors

qu’elle est normalisée avec le losartan (7 + 1 mg/24h; p<0,01).

Figure 28 : Protéinurie chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx + Los
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C - Clairance de la créatinine
La clairance de la créatinine est diminuée chez les animaux urémiques comparativement
aux animaux témoins (1,0 £ 0,2 ml/min versus 2,3 £ 0,2 ml/min; p<0,01). Le traitement
avec D’anticorps 1D11 et le losartan ne permet pas d’atténuer la diminution de la clairance
de la créatinine chez les animaux urémiques (0,7 = 0,1 ml/min et 0,9 + 0,1 ml/min

respectivement).

Figure 29 : Clairance de la créatinine chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx
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D - Nitrites/Nitrates (NO,/NO3) urinaires
Les concentrations de nitrites/nitrates dans 1’urine sont comparables chez les animaux
témoins, urémiques et urémiques recevant I’anticorps 1D11 (6 £ 1 umol/24h, 7,2 £ 0,5
umol/24h et 5,5 + 1,1 umol/24h respectivement). Cependant, le traitement des animaux
urémiques avec le losartan diminue I’excrétion urinaire des NO,/NO3 comparativement aux

autres groupes (2,5 + 0,5 umol/24h; p<0,05).

Figure 30 : NO»/NQOj; urinaires chez les animaux témoins, Nx, Nx + 1D11 et Nx + Los
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3.3.4 - Parametres tissulaires

A - Poids des animaux
Le poids des animaux a la fin de I’étude est légerement diminué chez les animaux
urémiques comparativement aux animaux témoins (465 £ 9 g versus 513 £ 16 g; p<0,05).
Le traitement avec le 1D11 et le losartan n’a aucun effet sur le poids des animaux

urémiques au cours de cette étude (454 + 18 g et 437 £ 11 g respectivement).

Figure 31 : Poids des animaux a la fin de I’étude
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B - Poids du rein/poids corporel
A la fin de 1’étude, le ratio du poids du rein sur le poids corporel est comparable pour les
animaux témoins (2,68 + 0,05 X 10° mg/g), urémiques (3,13 £ 0,18 X 10° mg/g),
urémiques recevant I’anticorps 1D11 (3,07 + 0,10 mg/g) et urémiques recevant le losartan

(2,72 40,13 X 10° mg/g).

Figure 32 : Ratio du poids du rein/poids corporel

Hl Temoins
5 | Bl Nx

B Nx+1D11

&= Nx+LOS
4 |
5 F

Poids rein/poids corporel
(mg/g) X 1000

Valeurs exprimées : moyenne + SEM



80

C - Poids du ceeur/poids corporel
Les animaux urémiques développent de I’hypertrophie cardiovasculaire comparativement
aux animaux témoins (3,53 + 0,08 X 10” mg/g versus 2,76 + 0,07 X 10~ mg/g; p<0,01). Le
traitement avec le losartan prévient cette hypertrophie chez les animaux urémiques (2,81 +

0,06 X 10~ mg/g; p<0,01) alors que I’anticorps 1D11 ne semble pas avoir d’effet.

Figure 33 : Ratio du poids du coeur/poids corporel
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3.3.5 - Immunofluorescence en microscopie confocale dans [’aorte
thoracique

A - Expression vasculaire de ’ET-1
L’expression de I’ET-1 est localisée dans I’endothélium de I’aorte thoracique et est
significativement augmentée chez les animaux urémiques comparativement aux animaux
témoins (115 + 4 versus 100; p<0,05) (tableau 7). Le traitement des animaux urémiques
avec le losartan réduit D’expression endothéliale d’ET-1 (103 +2; p<0,05) alors que

I’anticorps 1D11 n’a aucun effet sur son expression (119 + 3).

B - Expression vasculaire du récepteur ETp
L’expression du récepteur ETg de 1’endothéline est localisée dans 1’endothélium de ’aorte
thoracique et est légerement diminuée chez les animaux urémiques comparativement aux
animaux témoins (93 + 2 versus 100) (tableau 7). Le traitement des animaux urémiques
avec I’anticorps 1D11 favorise I’expression du récepteur ETg (107 + 3; p<0,05) alors que le

losartan tend a normaliser son expression (101 + 1).

C - Expression vasculaire de la eNOS
L’expression de la eNOS est localisée dans 1’endothélium de ’aorte thoracique et tend a
étre diminuée chez les animaux urémiques comparativement aux animaux témoins (85 £+ 5
versus 100) (tableau 7). Le traitement des animaux urémiques avec I’anticorps 1D11 et le

losartan tend a normaliser son expression (95 £ 6 et 94 £ 2 respectivement).

Tableau 7 : Quantification de 1'expression vasculaire de I'ET-1, du récepteur ETj et

de la eNOS
Groupe Expression de Expression du récepteur Expression de la
I’ET-1 ETs eNOS
Témoins 100 100 100
Nx 115 £ 4% 93+2 85+5
Nx + 1DI11 119 + 3* 107 +£3 7 95+ 6
Nx + Los 103+£21% 101 £1 94 +2

Valeurs exprimées : moyenne = SEM; Les unités sont arbitraires
* p<0,05 vs témoins; T p<0,05 vs Nx ; f p<0,05 vs Nx et Nx +1D11
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3.3.6 - Analyse de [’expression de genes par PCR quantitatif en temps
réel dans [’aorte thoracique

A - Expression de ’ET-1
L’expression de I’ARNm de I’ET-1 est augmentée chez les animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins (0,644 + 0,272 versus 0,249 + 0,082). Le traitement
des animaux urémiques avec 1’anticorps 1D11 n’affecte pas I’expression de I'ET-1 (0,761 +

0,151) alors que le losartan diminue son expression (0,328 + 0,235).

Figure 34 : Expression de I'ARNm de I'ET-1 dans I'aorte thoracique
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B - Expression du TGF-$1
L’expression de I’ARNm du TGF-B1 est augmentée chez les animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins, sans toutefois atteindre le seuil de signification
(0,775 £ 0,16 versus 0,447 + 0,055). Le traitement avec 1’anticorps 1D11 n’influe pas sur
I’expression de ’ET-1 (0,812 + 0,158) alors que le losartan semble normaliser son

expression chez les animaux urémiques (0,42 + 0,112).

Figure 35 : Expression de I'ARNm du TGF-$1 dans I’aorte thoracique

El Temoins

b}
g B Nx+1DI11
= B3 Nx+LOS
o 1.00
[,
@)
P
=
o
- 0.75
=
7
z
o 0.50
n(l)
o
el
2 0.25
b=
e

0.00

Valeurs exprimées : moyenne + SEM



84

C - Expression du récepteur II du TGF-§
L’expression de I’ARNm du récepteur II du TGF-P tend a étre diminuée chez les animaux
urémiques comparativement aux animaux témoins (0,573 £ 0,073 versus 0,794 + 0,139). Le
traitement des animaux urémiques avec ’anticorps 1D11 n’a aucun effet sur 1I’expression
de son récepteur de type II (0,630 + 0,158) alors que le losartan semble diminuer davantage

son expression (0,430 £ 0,163).

Figure 36 : Expression de PARNm du récepteur II du TGF-p dans I’aorte thoracique
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D - Expression de PAI-1
L’expression de I’ARNm de PAI-1 est diminuée chez les animaux urémiques
comparativement aux animaux témoins (0,69 + 0,082 versus 1,565 =+ 0,544; p<0,05). Le
traitement avec 1’anticorps 1D11 ou le losartan n’a aucune influence sur 1’expression de

PAI-1 chez les animaux urémiques (0,412 = 0,089 et 0,346 + 0,085 respectivement).

Figure 37 : Expression de ' ARNm de PAI-1 dans I’aorte thoracique
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3.3.7 - Expression du TGF-f1 et de la TSP-1 par analyse de type
Northern dans le cortex rénal

A - Expression rénale du TGF-p1

L’expression de ’ARNm du TGF-B1 dans le cortex rénal des animaux urémiques est
augmentée de fagon significative comparativement aux animaux témoins (109 + 1 versus
100; p<0,05). Le traitement avec 1’anticorps 1D11 tend a diminuer I’expression du TGF-1

(102 £ 6), alors que le losartan la normalise chez les animaux urémiques (96 + 2; p<0,05).

Figure 38 : Expression de ' ARNm du TGF-$1 dans le cortex rénal
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B - Expression rénale de la TSP-1
L’expression de la TSP-1 dans le cortex rénal des animaux urémiques tend a augmenter
comparativement aux animaux témoins (120 = 7 versus 100). Le traitement avec 1’anticorps

ID11 et le losartan semblent normaliser 1’expression de la TSP-1 chez les animaux

urémiques (100 + 11 et 94 £+ 7 respectivement).

Figure 39 : Expression de ' ARNm de la TSP-1 dans le cortex rénal
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Discussion

L’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur en IRC, aggravant la morbidité et
la mortalité cardiovasculaire chez ces patients. En effet, prés de 80 % des patients en IRC
souffrent d’HTA. Cependant, les mécanismes impliqués dans la pathogen¢se de ’'HTA
associée a I’IRC sont encore mal définis. Des études récentes montrent qu’ils sont associés
a un déséquilibre de la production des différents facteurs vasoactifs dérivés de
I’endothélium (ET-1, NO, Ang II) ainsi qu’a une surproduction de facteurs de croissance
cellulaire tel que le TGF-B1. Cette dysfonction endothéliale peut étre accentuée par les
interactions entre les différents facteurs endothéliaux, en IRC. Lors de ma maitrise, j’ai
étudié spécifiquement I’implication de I’ET-1, du TGF-B1 et de I’Ang II chez le rat
urémique hypertendu.

Dans un premier temps, j’ai montré que le blocage des récepteurs ETs de I’endothéline
atténue la progression de I’hypertension artérielle ainsi que les dommages rénaux chez
I’animal urémique, confirmant un réle pour I’ET-1. En effet, il a été proposé¢ que I’ET-1
serait impliquée dans diverses maladies rénales chez I’humain aussi bien que dans
différents modeles expérimentaux. Ces observations sont surtout attribuées a une
augmentation de I’ET-1 circulante ou urinaire. Dans notre modéle, la concentration

6467 " par contre, les concentrations

plasmatique d’ET-1 demeure toutefois inchangée
vasculaires et rénales sont significativement augmentées, lesquelles sont associées a une
augmentation de I’expression de la préproET-1. Dans la présente étude, nous avons
confirmé que les animaux urémiques présentent une augmentation de 1’expression
vasculaire d’ET-1. De plus, par immunofluorescence en microscopie confocale, nous avons
démontré que cette hausse d’ET-1 vasculaire survient exclusivement dans 1’endothélium.
L’¢lévation de I’expression vasculaire d’ET-1 peut alors causer une puissante
vasoconstriction des artérioles et artéres systémiques, accroissant la résistance périphérique
totale et la hausse de la pression artérielle. Ces effets pathologiques de I’ET-1 sont

supportés par le blocage des récepteurs ETo avec I’ABT-627, qui atténue de facon

significative I’¢lévation de la pression artérielle chez le rat urémique.



89

Par ailleurs, I’excrétion urinaire accrue de I’ET-1 en IRC peut étre attribuable a
I’augmentation de la production rénale d’ET-1. Ces phénomeénes sont étroitement reliés au
degré d’insuffisance rénale et aux dommages glomérulaires chez I’animal urémique *%>%.
Le role joué par I’ET-1 dans la détérioration de la fonction rénale a ét¢ démontré par
I’infusion intra-rénale d’ET-1, qui réduit le débit sanguin rénal ainsi que le GFR par ses
effets constricteurs sur les artérioles afférentes et efférentes glomérulaire . En relation
avec l’augmentation rénale d’ET-1, les animaux néphrectomisés 5/6 développent de
I’hypertrophie vasculaire, de la glomérulosclérose focale et segmentale modérée, de la
nécrose tubulaire ainsi que de la fibrose interstitielle. De fait, I’ET-1 favorise I’hypertrophie
vasculaire, en modulant la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, ainsi
que I’expansion de la matrice extracellulaire, en stimulant la production de ses composantes
principales, le collagéne et la fibronectine *°. Le role de I’ET-1 dans le développement de
la glomérulosclérose et de la fibrose interstiticlle a été confirmé chez des souris
transgéniques pour le géne de 'ET-1 '*°. L’hyperfiltration compensatoire 4 la baisse du
GFR ainsi que I’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire peuvent expliquer
en partie ces changements morphologiques rénaux. De plus, I’ET-1 serait impliquée dans la
transdifférenciation des cellules tubulaires épithéliales en myofibroblastes (EMT), révélés
par I’expression de ’a-SMA. La EMT est un processus essentiel du développement de la

112,150

fibrose interstitielle rénale . Boukhalfa et Al ont montré que I’expression d’a-SMA est

corrélée avec le degré de fibrose interstitielle dans des biopsies rénales prélevées chez

151 s e r r r
> En association avec la présence de fibrose rénale, nous avons observé une

I’humain
expression marquée d’a-SMA dans les régions péritubulaires et interstitielles du rein restant
des animaux urémiques. Contrairement aux animaux urémiques, les animaux témoins
expriment exclusivement 1I’a-SMA dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux
rénaux. Le blocage des récepteurs ET, de I’endothéline a permis d’atténuer la production
rénale d’ET-1 ainsi que les dommages vasculaires, glomérulaires et tubulaires rénaux. Par
ailleurs, 1’ABT-627 a réduit I’apparition de la fibrose et I’expression de 1’a-SMA
interstitielle. Ces résultats confirment 1’implication de I’ET-1 dans D’apparition des

dommages rénaux ainsi que dans la transdifférenciation des cellules tubulaires épithéliales

en myofibroblastes chez le rat urémique.
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Malgré le fait que le blocage des récepteurs ET, de I’endothéline démontre 1’implication de
I’ET-1 dans la pathogenese de I’hypertension et I’'IRC, nos résultats révelent que le
traitement des animaux urémiques avec I’ABT-627 n’offre pas une protection
cardiovasculaire et rénale marquée. En effet, ’ABT-627 ne normalise pas la PA et n’a
aucun effet sur la protéinurie, la créatinine sérique et I’excrétion urinaire d’ET-1,
contrairement au blocage des récepteurs AT, de I’Ang II (voir plus loin). Les effets du
blocage des récepteurs ET4 de I’endothéline sont contradictoires dans la littérature 7'+
et peuvent s’expliquer par les différentes méthodes d’induction de I’insuffisance rénale ou
le type d’antagoniste des récepteurs ET, utilisé. Cependant, les antagonistes des récepteurs
ETA de I’ET-1 semblent préserver davantage la fonction rénale dans le cas d’insuffisance

68,74 ,
", Par contre, comme nous venons de le démontrer, les effets

rénale chronique sévére
rénoprotecteurs peuvent survenir en dépit de 1’amélioration de la fonction rénale ™ Ceci
suggere que d’autres facteurs qui ne sont pas affectés par le blocage des récepteurs ET, de
I’endothéline tel I’ Ang 11, le TGF-B1 et la relache du NO contribuent aussi a la hausse de la
PAS et a la détérioration de la fonction rénale chez I’animal urémique. En effet, nous avons
récemment démontré les effets protecteurs de la neutralisation du TGF-B1, du blocage des
récepteurs AT, de I’Ang II et de la supplémentation en L-arginine sur la PA, la fonction
rénale et les dommages rénaux. De plus, ces traitements peuvent diminuer les
concentrations glomérulaires et vasculaires d’ET-1 "7 Ceci suggére que I’ET-1, bien
qu’impliquée en IRC, ne serait pas un facteur primaire de la pathologie. En accord avec
cette hypothese, ’ABT-627 ne parvient pas a réduire la surexpression du TGF-B1 dans le
cortex rénal des animaux urémiques, ainsi que son expression vasculaire accrue.

Dans cette étude, nous avons aussi observé une diminution de I’expression de I’ARNm du
récepteur ETp de 1’endothéline dans le cortex rénal des animaux urémiques. Cette
observation confirme les études de Philippe Lavoie ® et de Shimizu et Nabokov, dans un
modéle d’urémie par réduction de la masse rénale '>’*. Cependant, le blocage des
récepteurs ETa de I’endothéline ne parvient pas a accroitre 1’expression du récepteur ETg.
L’expression inchangée du récepteur ETg chez le rat urémique traité avec I’ABT-627 peut
étre reliée a la production rénale exagérée du TGF-B1. En effet, Philippe Lavoie a démontré

66

que la neutralisation du TGF-B1 augmentait 1’expression du récepteur ETg ™, suggérant

ainsi I’implication du TGF-B1 dans la modulation du récepteur ETg en IRC. Tandis que les
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effets vasoconstricteurs de I’ET-1 sont reliés a sa liaison avec le récepteur ET,, la
stimulation du récepteur ETg compense les effets presseurs de I’ET-1 par la relache de
facteurs relaxants dérivés de Pendothélium comme le NO 47152 Ep accord, des souris

déficientes en récepteurs ETp développent de I’hypertension artérielle '

. De plus,
I’induction de I’'urémie par néphrectomie 5/6 chez des rats déficients en récepteurs ETg
accentue le développement de ’HTA et la vitesse de progression de I’insuffisance rénale et
des dommages vasculaires et rénaux '*’’. Ces observations démontrent que le récepteur
ETg joue un réle protecteur dans le développement et la progression de ’HTA associée a
I’IRC. Ainsi, bien que I’expression du récepteur ETg soit diminuée dans notre modele
expérimental, les effets antihypertenseurs et rénoprotecteurs observés chez le rat urémique
traité avec I’ABT-627 pourraient néanmoins étre attribuables a la stimulation du récepteur
ETg.

En résumé, le blocage des récepteurs ET5 de 1’endothéline atténue le développement de
I’HTA, des dommages rénaux et de la EMT chez 1’animal urémique, confirmant un role
pour ’ET-1. Toutefois, il ne parvient pas a prévenir le déclin de la fonction rénale, la
diminution de I’expression du récepteur ETg de 1’endothéline et la surproduction du TGF-
B1 dans le cortex rénal, suggérant la contribution d’autres facteurs, dont le TGF-f1.

La seconde ¢étude visait a élucider le réle du TGF-B1 dans la dysfonction endothéliale
associée a I’insuffisance rénale. Dans cette étude, j’ai démontré que la neutralisation du
TGF-p avec I’anticorps monoclonal 1D11 atténue la PA chez I’animal urémique et prévient
la diminution de I’expression vasculaire du récepteur ETg de I’endothéline. A la fin de
I’étude, la pression artérielle des animaux urémiques traités avec 1’anticorps 1D11 est
diminuée de fagon significative comparativement aux animaux urémiques non-traités. Dans
ce modele expérimental, I’implication du TGF-B1 dans la modulation de la pression
artérielle demeure néanmoins difficile a expliquer puisque le TGF-f1 n’est pas reconnu
comme ¢étant un facteur vasoactif. L effet presseur du TGF-B1 pourrait cependant étre causé
par la modulation de facteurs vasoactifs locaux comme I’ET-1. En effet, le TGF-B1 est un

puissant stimulateur de la production de ’ET-1 dans les cellules endothéliales '**

. Bien que
le TGF-B1 puisse moduler la production vasculaire et rénale de I’ET-1 en IRC %, la
diminution de la PA a I’aide de I’anticorps 1D11 ne peut étre attribuable a la modulation du

systeme endothéline dans cette étude. De fait, la neutralisation du TGF-f3 n’a eu aucun effet
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sur I’expression vasculaire de I’ET-1 chez I’animal urémique, suggérant que d’autres
mécanismes seraient responsables de la diminution de la PA observée.

Comme nous I’avons préalablement démontré, il existe une certaine corrélation entre la
détérioration de la fonction rénale et 1’¢lévation de la PA. Dans cette étude, les animaux
urémiques montrent une augmentation de la créatinine sérique et de la protéinurie,
lesquelles sont associées a I’augmentation de la PA. La neutralisation du TGF- ne permet
pas de réduire de facon significative la protéinurie et la créatinine sérique, suggérant que la
diminution de la PA observée est indépendante de la fonction rénale. L’effet
antihypertenseur de 1’anticorps 1D11 pourrait cependant étre relié a l’atténuation des
dommages tubulaires et glomérulaires rénaux °. Par ailleurs, la neutralisation du TGF-
accroit le débit sanguin médullaire chez les rats Dahl sensibles au sel, ce qui limite
I’expansion du volume extracellulaire et entraine ainsi la diminution de la PAS '
Contrairement a 1’anticorps 1D11, le losartan normalise la pression artérielle chez les
animaux urémiques, ce qui peut étre associée a la neutralisation des effets hémodynamiques
systémiques et glomérulaires de I’Ang II. De fait, le losartan normalise la protéinurie et
tend a diminuer la créatinine sérique chez les animaux urémiques. Ces changements sont
associés a une diminution de 1’expression rénale et vasculaire d’ET-1 et du TGF-B1 chez
les animaux urémiques. Ainsi, I’ET-1 et le TGF-f1 semblent jouer un role de médiateurs
dans les effets hypertenseurs de I’Ang II. L hypertension artérielle associée a I’IRC peut
donc étre attribuable en partie a I’interaction entre les principaux facteurs vasoactifs dérivés
de I’endothélium.

Nous avons aussi vérifié I’interaction possible entre I’ET-1, le TGF-B1 et ’Ang II en
¢évaluant les effets de la neutralisation du TGF-B1 et du blocage des récepteurs AT, de
I’Ang II sur P’expression vasculaire du récepteur ETg de I’endothéline ainsi que du
récepteur de type Il du TGF-B1. D’une part, on note une diminution de 1’expression du
récepteur ETg de 1’endothéline dans 1’aorte thoracique des animaux urémiques. Tel que
mentionné précédemment, la diminution de 1’expression du récepteur ETg peut jouer un
role important dans le développement de ’HTA et la progression de 1’insuffisance rénale

7. Le récepteur ETg est responsable de la vasodilatation

chronique en urémie
compensatoire médi¢e par I’ET-1 au niveau des cellules endothéliales, en favorisant la

relache du NO. Cependant, nous avons observé une diminution de I’expression de la eNOS
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chez I’animal urémique, suggérant une diminution de la relache de NO. Dans cette étude, la
neutralisation du TGF-B1 et le blocage des récepteurs AT, de I’Ang II augmentent
’expression vasculaire du récepteur ETg et de la eNOS chez I’animal urémique. A la
lumiére des résultats obtenus, il semble que le TGF-B1 et I’Ang II modulent de fagon
négative I’expression du récepteur ETg, ce qui peut alors limiter la relache endothéliale du
NO en urémie. Ces effets peuvent accentuer 1’effet vasoconstricteur de I’ET-1 médié par le
récepteur ET4.

D’autre part, on note une diminution de I’expression du récepteur de type II du TGF-f3 chez
I’animal urémique avec néphrectomie 5/6. Aucune étude a ce jour ne fait état de la
modulation vasculaire du récepteur de type II du TGF-B lors de maladies rénales
progressives, bien qu’on observe une expression rénale accrue dans les cas de

195156 par ailleurs, il a été démontré

néphropathies diabétiques et de néphrites progressives
que le TGF-B1 réduit de 40 % 1’expression du récepteur de type II du TGF-B, alors que
I’angiotensine Il augmente de 70 % son expression dans les cellules musculaires lisses
vasculaires '°’. Chez I’animal urémique, 1’expression du récepteur de type II du TGF-p tend
a augmenter suite au traitement avec I’anticorps 1D11, alors que le losartan semble
diminuer davantage son expression. Ces résultats suggérent que le TGF-B1, a ’opposé de
I’Ang 1II, régule de facon négative I’expression de son récepteur de type II chez le rat
urémique.

Il est reconnu que les effets fibrosants et hypertrophiants du TGF-B1 et de I’Ang II sont
reliés a I’expansion de la matrice extracellulaire en stimulant I’expression des protéines qui
la compose telles le collagéne I et IV et la fibronectine, ainsi qu’a la syntheése de PAI-1, un

118,158

anti-fibrinolytique qui inhibe la synthése de protéases . De plus, I’Ang II stimule

1 %, qui est responsable de I’activation du TGF-B1. Au cours de

I’expression de la TSP-
cette étude, nous avons vérifié les effets de la neutralisation du TGF-B1 et du blocage des
récepteurs AT, de I’Ang II sur I’expression de PAI-1 et de la TSP-1. Nos résultats montrent
que I’expression vasculaire de ’ARNm de PAI-1 est diminuée chez le rat en insuffisance
rénale, alors que celle de la TSP-1 est augmentée. Les résultats obtenus dans le cas de PAI-
1 vont a I’encontre d’autres études, qui montrent plutét une augmentation vasculaire et
rénale de PAI-1 dans le cas de diverses maladies rénales progressives ainsi que chez des

159-161
1

rats Dahl sensibles au se . Le traitement des animaux urémiques avec |’anticorps
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1D11 ou le losartan n’a aucun effet sur I’expression vasculaire de PAI-1. Par contre, seul le
losartan parvient a réduire I’augmentation de I’expression de la TSP-1 dans le cortex rénal
des animaux urémiques, ce qui peut contribuer a la diminution de I’activité du TGF-B1
induite par la TSP-1 en urémie.

Certains résultats obtenus dans la présente étude peuvent étre affectés par le degré
d’insuffisance rénale. En effet, I’'urémie induite suite aux néphrectomies 5/6 est considérée
comme ¢étant moindre comparativement aux études antérieures effectuées dans notre

. 31,66 ,68
laboratoire ~ """

. De fait, la protéinurie, qui constitue un excellent indicateur de la
détérioration de la fonction rénale et de la présence de dommages rénaux, est inférieure a
celle généralement obtenue dans ce méme modele expérimental d’IRC. Le degré modéré
d’IRC est aussi confirmé par I’analyse histologique de coupes de rein colorées au Masson-
trichrome, qui montrent de la glomérulosclérose, de la fibrose interstitielle et des
dommages tubulointerstitiels légers. Par ailleurs, on note la présence d’hypertrophie
vasculaire modérée dans des sections d’aorte thoracique des animaux urémiques. Dans cette
étude, les systemes TGF-B/rénine-Ang Il contribuent au développement de I’HTA, puisque
les traitements avec 1’anticorps 1D11 et le losartan parviennent a réduire 1’¢lévation de la
PA secondaire a I’insuffisance rénale induite. Cependant, les effets protecteurs modérés de
I’anticorps 1D11 et du losartan pourraient étre attribuables au faible degré d’urémie et de
dommages rénaux chez I’animal urémique. De fait, nous avons démontré 1’implication du
TGF-B1 et de ’Ang II dans le développement de I’HTA, le déclin de la fonction rénale, la

glomérulosclérose, 1’apparition de fibrose interstitielle ainsi que dans la modulation de la

synthése rénale de I’ET-1 chez des rats avec un degré d’urémie plus important
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Conclusion

Mes travaux a la maitrise montrent que le blocage des récepteurs ET4 de 1’endothéline et la
neutralisation du TGF-B1 chez le rat urémique avec masse rénale réduite permettent
d’atténuer 1’élévation de la pression artérielle, sans toutefois prévenir le déclin de la
fonction rénale et offrir une protection cardiovasculaire et rénale marquée, contrairement au
blocage des récepteurs AT, de I’Ang II. Ainsi, le développement de I'HTA et la
progression de I'IRC dans notre modé¢le expérimental semblent étre principalement
attribuables a 1’action de 1’Ang II. Par ailleurs, I’Ang II module I’expression vasculaire et
rénale de I’ET-1 et du TGF-B1, suggérant que les effets pathophysiologiques de I’Ang 11

seraient médiés par ces facteurs, qui agiraient possiblement de fagon indépendante.
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