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INTRODUCTION

L’hypertension artérielle (HTA) est la premiere maladie chronique dans le monde et
un des principaux facteurs de risque vasculaire. Une prise en charge efficace de I’'HTA
diminue le risque de complications cardiovasculaires et contribue & I’allongement de
I’espérance de vie. En milieu anesthésique, une enquéte réalisée en 1996 a révélé qu’un tiers
des 8 millions d’anesthésies effectuées chaque année concerne des patients agés de plus de 60
ans a forte prévalence d’hypertension artérielle (Clergue et al., 1999). C’est dire la fréquence
avec laquelle le médecin anesthésiste réanimateur est confronté a la prise en charge d’un
opéré hypertendu. Chez ces patients, la préparation a [’intervention, la conduite de
I’anesthésie et des soins postopératoires doivent assurer une stabilité tensionnelle, pour limiter
le risque de survenue de complications cardiovasculaires auxquelles ces malades sont plus
particuliérement exposés. Les accés d’hypertension artérielle peropératoire sont
principalement le fait d’un niveau d’hypnose ou d’analgésie inadapté au stimulus chirurgical.
Au réveil, ces acces hypertensifs résultent essentiellement de 1’augmentation du tonus
adrénergique en réponse a des stimulations nociceptives et a une levée de la vasodilatation
observée pendant 1’anesthésie. Quoi qu’il en soit, en per ou postopératoire ces episodes
hypertensifs doivent étre traités rapidement. Dans la méme idée, la pré-éclampsie est une
situation particuliérement a risque dans laquelle la prise en charge de I’hypertension artérielle
est un enjeu majeur. Les inhibiteurs des canaux calciques voltage-dépendants, en particulier
ceux du groupe des dihydropyridines, nifédipine et nicardipine, occupent une place
importante comme traitement de premiére intention de ces acces hypertensifs (Coriat et al.,
2004). Leur administration a cependant été 1’objet de restrictions de la part des autorités

sanitaires frangaises.

L’utilisation au cours de la période périopératoire de 1’urapidil, agent antihypertenseur
d’action mixte centrale et périphérique, a été décrite par Dooley dés 1998 (Dooley et al.,
1998). Depuis cette date, I'urapidil a conquis une place importante dans 1’arsenal
thérapeutique antihypertenseur, en raison d’une tolérance particuliérement satisfaisante.
Ainsi, I’'urapidil n’induit pas de tachycardie reflexe contrairement aux inhibiteurs calciques
voltage-dépendants, antihypertenseurs classiquement proposés en premiere intention (Roche
et al., 2011). Malgré cela, son indication reste limitée a I’hypertension accompagnée d’une

atteinte viscérale menacant le pronostic vital a trés court terme [recommandation pour la



pratique courante, RCP d’Eupressyl®]. Cette restriction dans ses indications peut s’expliquer
par un mécanisme d’action complexe et non complétement ¢élucidé. L’urapidil,
antihypertenseur vasodilatateur agit par deux mécanismes au moins : 1’un périphérique par
blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques et 1’autre central par stimulation des récepteurs
5-HT1a sérotoninergiques et inhibition du systéme neveux sympathique (Fozard et al., 1987,
Saxena et al., 1990). Son action sur les récepteurs alpha-1 adrénergiques est bien connue et
serait responsable de la majeur partie de son action (Saxena et al., 1990; Van Zwieten et al.,
1990; Gross et al,. 1987; Grohs et al., 1992). L’urapidil agit également par un mécanisme
central par stimulation de récepteurs 5-HT1a sérotoninergiques localisées au niveau de la
région ventromedullaire du cerveau. L’implication éventuelle des récepteurs 5-HT1a
sérotoninergiques périphériques dans I’action de 1’urapidil est mal connue. Dans un premier
temps, nous avons souhaité caractériser les effets vasculaires sérotoninergiques de
I’urapidil sur différents lits artériels et dans différentes espéces, compte tenu de la
diversité des effets médiés par les récepteurs sérotoninergiques. En effet, les récepteurs
impliqués dans D’effet vasculaire vasodilatateur de la sérotonine sont hétérogénes. De
différents types, ils dépendent de nombreux facteurs dont I’espéce et le lit vasculaire. Ainsi
I’effet vasodilatateur endothélium dépendant de la sérotonine serait médié par les récepteurs
de type 5-HTip dans des arteres coronaires de porc et de type 5-HT2s pour les arteres
pulmonaires de porc. Nous nous sommes donc intéressés aux effets vasculaires périphériques
de I'urapidil sur des artéres coronaires et pulmonaires de porc, des aortes de rat et des arteres

pulmonaires humaines.

La circulation pulmonaire étant une circulation particuliére tant sur le plan anatomique
que fonctionnel, notre travail a abordé dans un deuxieme temps I’action de I’urapidil sur le
lit vasculaire pulmonaire et en particulier sa capacité a ne pas inhiber la
vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) reflexe protectrice. La vasoconstriction
hypoxique est un mécanisme physiologique d’adaptation a I’hypoxémie. Cotte et collegues,
suggerent a propos d’un cas clinique publi¢ en 2012, d’éviter 'utilisation des inhibiteurs
calciques classiques lorsque la VHP est essentielle pour prévenir une hypoxie aigué et
d’utiliser préférentiellement 1’urapidil si un traitement antihypertenseur est nécessaire chez
ces patients. Le cas clinique de Cotte met en évidence le respect de la VHP par 1'urapidil
(Cotte et al., 2012). Peu d’études expérimentales se sont intéressées a la caractérisation du
mécanistique de ce phénomene. L’objectif de notre travail est de déterminer d’une part les

effets de 1’urapidil, de la nicardipine (couramment utilisé en clinique) et de la clévidipine (un



nouvel inhibiteur des canaux calciques voltage-dépendents d’action rapide) sur la
vasoconstriction hypoxique d’anneaux d’artéres pulmonaires proximales et distales de porc et
d’autre part, de caractériser les mécanismes impliqués dans la vasoconstriction hypoxique et

la modulation par les deux classes d’antihypertenseurs.



Chapitre I: Urapidil: de ’ancienne molécule aux indications
récentes

1. Propriétés Pharmacologiques
1.1. Propriétés Pharmacodynamiques cardiovasculaires

L’urapidil est un agent anti-hypertenseur dérivé du diméthyluracile phénylpiperazinique
(Figure 1).
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L’urapidil baisse les pressions artérielles systolique et diastolique principalement en
réduisant les résistances artérielles périphériques. Cet effet est la conséquence d’une action
mixte périphérique et centrale. La baisse des résistances artérielles périphériques est la

conséquence du blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques postsynaptiques. Il exerce



également une action sur le systeme nerveux central impliquant a la fois un blocage des
récepteurs alpha-1 adrénergiques et une activité agoniste sérotoninergique sur les récepteurs
5-HT1a, qui diminue le tonus sympathique et limiterait la tachycardie reflexe (Roche et al.,
2011).

1.1.1. Les récepteurs adrénergiques et sérotoninergiques : généralités
Les récepteurs alpha adrénergiques sont subdivisés en plusieurs type selon leur affinité
pour différents agonistes et antagonistes. Nous nous intéresserons plus particulierement aux

récepteurs alpha 1 et 2 adrénergiques.

Tableau 1 : Agonistes et antagonistes de récepteurs adrénergiques

Récepteurs Alpha 1 adrénergique Alpha 2 adrénergique
Agoniste adrénaline adrénaline
methoxamin clonidine
Antagoniste doxazosin yohimbine
prazosin prazosin
spiroxatrine spiroxatrine
Mécanisme Couplage protéine Gq Couplage protéine Gi
Activation phospholipase C Inhibition de 'adenylate cyclase

Source : Site IUPHAR

Les récepteurs alpha adrénergiques 1 et 2 difféerent également par leur mécanisme
d’action. La stimulation des récepteurs alpha adrénergiques 1 par les catécholamines entraine
I’activation d’une protéine de couplage Gq. Cette protéine G active D’effecteur, la
phospholipase C, qui entraine la libération d’inositol 1,4, 5-triphosphate (IP3) et de
diacylglycerol (DAG) a partir du phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PIP2). L’IP3 stimule
la libération des stocks de calcium (Ca?*) séquestrés, entrainant une augmentation de la
concentration cytoplasmique de calcium libre. Le calcium se liant a la calmoduline peut alors

activer des protéines kinase dépendant du calcium (CaM-Kkinase) et en particulier la kinase des



chaines légéres de la myosine (MLCK) qui va phosphoryler les chaines légéres de la myosine

et entrainer une contraction (Figure 3).
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Figure 3: Caractérisation de la stimulation des récepteurs alpha 1 adrénergiques. La
stimulation de ces récepteurs par les catécholamines entraine l'activation d’'une
protéine de couplage Gg. Cette protéine G active I'effecteur, une phospholipase C,
qui entraine la libération d’inositol 1,4, 5-triphosphate (IP3) et de diacylglycerol (DAG)
a partir du phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PIP;). L'IP; stimule la libération des
stocks de calcium (Ca?") séquestrés, entrainant une augmentation de la
concentration cytoplasmique de calcium libre. Le calcium se liant a la calmoduline
peut alors activer des protéines kinase dépendant du calcium (CaM-kinase) et en
particulier la kinase des chaines légeres de la myosine (MLCK) qui va phosphoryler
les chaines légéres de la myosine et entrainer une contraction.

Les récepteurs sérotoninergiques ont été répartis conventionnellement en sept groupes
differents, notés 5-HT1 a 5HT7 (IUPHAR). Les sous types 5-HTi, 2, 4 5 6 sont tous
heptahélicoidaux (protéine a sept hélices transmembranaires) couplés aux protéines G. Ces
récepteurs modulent I'activité neuronale en augmentant ou diminuant les potentiels d'action
postsynaptiques. La famille des récepteurs 5-HT1 comporte cing membres, nommés 5-HTia,
5-HTis, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1r. lls ont pu étre identifiés grace la spipérone, une molécule a
haute affinité pour les récepteurs 5-HTia et faible affinité pour 5-HTip. L'activation du
récepteur 5-HT1a (couplé a une protéine G) par la sérotonine provoque une ouverture de
canaux potassiques et une fuite de K* et donc hyperpolarisation de la cellule. La fixation de la
sérotonine sur le récepteur 5-HTia (ou 5-HTis) provoque une modification de sa
configuration spatiale, ce qui active la protéine Gi a laquelle il est couplé. Il s'ensuit une
cascade de réactions : La stimulation de ces récepteurs couplés a un protéine Gi entraine une
inhibition de I’adenylyl cyclase (AC). L'inhibition de l'adénylate cyclase (AC) entraine une

diminution de 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc¢) et donc pas d’activation de la



protéine kinase A (PKA). Cela entraine une augmentation de l'ouverture d'un canal potassique
et une sortie importante d'ions K* de la cellule provoquant une hyperpolarisation avec
augmentation de la charge négative intracellulaire. Finalement, le neurone portant le récepteur
se retrouve hyperpolarisé, ce qui entrave la propagation de I'influx nerveux. La sérotonine en
activant ces récepteurs 5-HT1a joue ainsi un réle inhibiteur de I’influx nerveux (Figure 4).

Les corps cellulaires et les dendrites des neurones sérotoninergiques, situés dans les
noyaux du raphé, I'hippocampe, I'amygdale et les noyaux de la base, expriment en gquantité
importante des autorécepteurs 5-HT1a et des canaux potassiques. Les récepteurs 5-HT1a sont
aussi largement distribués dans le systéeme limbique ou ils sont la cible privilégiée de
nombreux anxiolytiques et antidépresseurs. Les récepteurs 5-HTis et 5-HTip sont surtout
présents au niveau présynaptique dans les ganglions de la base ou ils forment une boucle de

rétroaction négative.
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Figure 4 : Cascade de signalisation aprés la fixation de la sérotonine
sur le récepteur 5-HT1a
Source : IUPHAR

Dans certaines especes, et en particulier dans les arteres pulmonaires de porc, les
récepteurs 5-HT2s/c, couplés a une protéine Gq, entrainent une production de monoxyde
d'azote NO dans la cellule endotheliale entrainant une relaxation du muscle lisse vasculaire et

donc une vasodilatation (Glusa et al., 2000).

L’urapidil a une action mixte périphérique et centrale. La baisse des résistances
artérielles périphériques est la conséquence du blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques

postsynaptiques. Il exerce également une action sur le systéeme nerveux central impliquant a la



fois un blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques et une activité agoniste sérotoninergique
sur les récepteurs 5-HT1a, qui diminue le tonus sympathique et limiterait la tachycardie
reflexe (Roche et al., 2011).

1.1.2. Effet périphérique de [ 'urapidil

e Blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques post synaptiques

L’effet antagoniste de 1’urapidil sur les récepteurs alpha-1 adrénergiques a été largement
étudié dans différents modeles et différentes espéces: on parle d’effet alpha-1 bloquant
(Figure 5). Dés 1983, Shoetensack suggérait, grace a 1’utilisation d’une antagoniste non
sélectif des recepteurs alpha-1 adrénergiques (dihydro-ergotamine), que [I’effet
antihypertenseur de 1’urapidil était principalement le fait d’un blocage des récepteurs alpha-1
adrénergiques (Shoetensak et al., 1983). Peu de temps apres, une étude des affinités de
I’urapidil pour des radioligands spécifiques dans du tissu cérébral de rat vient confirmer cette
hypothese (Kellar et al., 1984). Ainsi, I’'urapidil présente une forte affinité pour les récepteurs
alpha-1 adrénergiques mais aussi, mais plus faible, pour les récepteurs alpha-2 adrénergiques.

Quelques années plus tard, avec le développement des antagonistes spécifiques des récepteurs
alpha-1 et alpha-2 adrénergiques, il apparait clairement que 1’urapidil est un antagoniste
sélectif des récepteurs alpha- let 2 adrénergiques mais preférentiellement pour les récepteurs
alpha-1 adrénergiques et ceux dans différents modeles animaux : chats et chiens anesthésiés
(Kellar et al., 1984), rat anesthésié (Van Zwieten et al., 1985). Dans cette derniere étude sur le
rat décérébré, Van Zwieten étudie la courbe dose-réponse de la pression diastolique des rats
en fonction de I’administration de cirazoline, un agoniste spécifique des récepteurs alpha-1
adrénergiques, et aprés un traitement par des doses variées d’urapidil (Van Zwieten et al.,
1985). L’effet antagoniste de 1’urapidil sur les récepteurs alpha-2 adrénergiques a été
également étudié, mais cet effet est largement plus faible que le blocage des récepteurs alpha-

1 adrénergiques (Van Zwieten et al., 1985).
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Figure 5 : Mécanismes impliqués dans [leffet antihypertenseur de [l'urapidil : effet
périphérique par blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques post synaptiques et central
par blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques et une activité agoniste sérotoninergique
sur les récepteurs 5-HT14 (Ramage et al., 1991)

e Blocage des récepteurs béta-adrénergiques cardiaques

L’urapidil posseéde une activité B-1 bloquante faible, qui a été décrite par quelques auteurs.
Ainsi, Van Zwieten et al, montre que I’urapidil a une action compétitive avec la réponse
chronotrope de I’isoprénaline sur des oreillettes de rat isolées (Van Zwieten et al., 1985). Des
études pharmacologiques utilisant des antagonistes sélectifs, mettent en évidence I’effet -1
bloquant mais pas -2 bloquant de I’urapidil (Van Zwieten et al., 1985). Chez ’homme, cette
action reste faible, sans traduction clinique aux doses recommandées (Garcia V. et al., 2010).

1.1.3. Effet central de [ 'urapidil

Dés 1983, Shoentasak et al., suggere la possibilité d’une part d’origine centrale dans
I’effet antihypertenseur de 'urapidil. En effet, I’effet antihypertenseur de 1’urapidil est plus
marqué quand celui-ci est directement injecté dans le cerveau. L’injection d’urapidil dans
I’artére vertébrale gauche diminue plus fortement la pression artérielle (PA) que I’injection
dans la veine fémorale de chats anesthésiés (respectivement 30% de réduction de la pression
artérielle contre 10% aprés injection de 300ug/ kg d’urapidil) (Van Zwieten et al., 1985). Cet

effet serait méme plus marqué dans la partie postérieure du cerveau (Kellar et al., 1984).



Mais a cette époque, les preuves sont peu concluantes. Plusieurs hypothéses sont alors
proposées : I’implication de récepteurs alpha-2 adrénergiques centraux, le réle de récepteurs
alpha-1 adrénergiques centraux et une hypothése plutét novatrice émise par Ramage des
1986, le role de récepteurs sérotoninergiques 5-HT1a centraux responsables d’une inhibition

du systeme nerveux sympathique.

Le rble des récepteurs alpha-2 adrénergiques centraux dans 1’effet central de
I’urapidil, comme la clonidine (agoniste classique des récepteurs alpha-2 adrénergiques) a été
largement étudié mais cette hypothése semble peu probable. Premiérement, 1’effet
antihypertenseur de la clonidine est inchangé par I’injection d’urapidil (Kellar et al., 1984).
Deuxiémement, 1’effet antihypertenseur centrale de I’urapidil n’est pas inhibée par I’injection
préalable, directement dans 1’artére vertébrale, de yohimbine (un antagoniste sélectif des
récepteurs alpha-2 adrénergiques) contrairement a la réponse a la clonidine (Van Zwieten et
al., 1984). Et pour finir, les zones cérébrales impliquées dans les effets centraux de la
clonidine et de 1’urapidil sont différentes (Timmermans et al., 1981). Ainsi, I’effet central de
I’urapidil n’implique pas des récepteurs alpha-2 adrénergiques comme c’est le cas pour la

clonidine.

Le rble des récepteurs alpha-1 adrénergiques centraux n’est pas clair non plus. Pour
certains auteurs, les récepteurs alpha-1 adrénergiques centraux joueraient un rdle, méme
faible, dans I’effet antihypertenseur de 1’urapidil (Kellar et al., 1984 ; Ramage et al., 1986).
Cependant, Gillis et al ont montré que I’administration centrale de prazocine, un antagoniste
sélectif des récepteurs alpha-1 adrénergiques ne reproduit pas 1’effet antihypertenseur de
I’urapidil (Gillis et al., 1987).

L’idée de l’'implication de récepteurs sérotoninergiques 5-HT1a centraux dans I’effet
central de 1’urapidil s’est développée au fil des études. Premiérement, 1’affinité de I’urapidil
pour différents sous-types de récepteurs sérotoninergique a été définie par Fozard et collégues
en 1987 et une forte affinité pour le sous-type 5-HT1a a été mis en évidence (Fozard et al.,
1987). Quelques années plus tard, Laporte confirme cette sélectivité pour le 5-HT1a avec des
études de ligands sur le rat in vitro (Laporte et al., 1991). Deuxiémement, 1’utilisation
d’antagonistes séléctifs des récepteurs sérotoninergiques 5-HT1a a été contributive. En effet,
le prétraitement par la spiroxatrine, un antagoniste sélectif 5-HTia, réduit 1’effet central
antihypertenseur de 1’urapidil (Nelson et al., 1986 ; Dabire et al., 1987) et du 8-OH-DPAT (8-
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hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin, agoniste spécifique des récepteurs 5-HT1a) (Kolossa
et al., 1987 ; Valenta et al., 1990). Dans la méme idée, la courbe dose-réponse de I’urapidil
est décalée vers la droite de maniere parallele aux concentrations croissantes de spiroxatrine
(Sanders et al., 1988). Pour finir, le 8-OH-DPAT entraine une diminution de la pression
artérielle malgré le blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques périphériques et centraux
par la prazocine (Kolossa et al., 1989).

En conclusion, D’effet antihypertenseur central de 1’urapidil sur les récepteurs
sérotoninergiques 5-HT1a est additif a son effet périphérique sur les récepteurs alpha-1
adrénergiques post synaptiques. L’effet central de 1'urapidil sur les récepteurs 5-HTia
expliqueraient en partie 1’absence de tachycardie reflexe (Saxena et al., 1990, Sporton et al.,
1991). Les récepteurs sérotoninergiques 5-HTia impliqués dans 1’effet central de ’urapidil se
situeraient plus precisément au niveau des aires Bi/Ba de la partie ventromédullaire du

cerveau (Van Zwieten et al., 1990 ; Saxena et al., 1990).

Le rble des récepteurs sérotoninergiques 5-HTia dans 1’effet antihypertenseur de
I’urapidil est toujours un sujet de recherche et de discussion. Ainsi, le réle des récepteurs
sérotoninergiques 5-HT1a, bien connus et étudiés au niveau du systéme nerveux central, est
moins connu au niveau du systéme vasculaire périphérique. C’est pourquoi, 1’idée d’une
implication potentielle de récepteurs sérotoninergiques 5-HTia périphériques dans 1’effet
antihypertenseur de 1’urapidil apparait intéressante. Ainsi, en 1994, Van Zwieten et al,
montrent que le flesinoxan, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HTia, entraine une
vasodilatation dans 1’avant-bras des volontaires sains qu’a forte dose. A ces fortes
concentrations, le flesinoxan ne pouvant plus étre considéré comme un agoniste selectif des
récepteurs 5-HTaa il aurait un petit effet alpha-1 bloquant. Ils en concluent que les récepteurs
sérotoninergiques 5-HT1a périphériques ne seraient pas impliqués dans 1’effet vasodilatateur
de I’urapidil au niveau de lit vasculaire de ’avant-bras. (Van Zwieten et al., 1994). Plus
récemment, une équipe russe rapporte une relaxation de 1’ordre de 70-80% avec le 8-OH-
DPAT sur des aortes de rat pré contractées avec de la noradrénaline, soutenant 1’idée de la
présence de récepteurs 5-HT1a sur ’aorte de rat (Kozhzvnikova et al., 2010). La discussion
est relancée sur le role potentiel des récepteurs sérotoninergiques 5-HT1a périphériques dans

I’effet antihypertenseur de 1’urapidil.
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1.2. Autres effets pharmacodynamiques

Un effet bénéfique de 1’urapidil sur le profil lipidique et le métabolisme du glucose, a
été suggéré lorsqu’il est administré comme traitement antihypertenseur a des patients
hyperlipidémiques ou diabétiques (Dooley et al., 1998). Des études expérimentales ont
cherché a préciser les effets d’un traitement par urapidil sur la glycémie de rat diabétique. Une
de ses études, compare les effets de la glycémie, I’insulinémie, le poids et la pression
artérielle du ramipril (inhibiteur de | ‘enzyme de conversion de I’angiotensine, connu pour son
effet favorable sur le métabolisme glucidique) et ’urapidil. Le but de cette étude était de
rechercher une antagonisation des effets favorables, la aussi connus, d’un blocage des
récepteurs alpha-adrénergiques par 1’agonisme 5-HT1a propre a ’urapidil. L’urapidil et le
ramipril avaient un effet bénéfiqgue comparable sur tous les paramétres métaboliques et
hémodynamiques étudiés (Ittner et al., 2000).

L’urapidil n’interagit par avec les récepteurs muscariniques, histaminergiques,

dopaminergiques ou opioides (Garcia et al., 2010).

1.3 Propriétés Pharmacocinétiques

Aprés administration intra-veineuse, la concentration plasmatique d’urapidil décroit
pendant 10 minutes puis reste en plateau pendant environ 1 heure. Ainsi, 1’effet
antihypertenseur de 1’urapidil maximal est observé en deux & trois minutes. L’urapidil est
donc un médicament d’action rapide ayant toute sa place dans 1’urgence hypertensive. La
demi-vie d’élimination sérique est de 2,7 heures en moyenne ce qui correspond a la durée
d’action de 'urapidil. L’urapidil est métabolisé essentiellement au niveau hépatique en trois

métabolites, dont le principal chez I’homme est le dérivé parahydroxylé (M1), qui est inactif.

2. Les indications classiques et plus récentes de I’urapidil

Les indications figurant sur ’autorisation de mise sur le marché (AMM) francaise
sont I'urgence hypertensive, [’hypertension artérielle péri-opératoire et I’hypotension
artérielle contrélée En France, 1’urapidil par voie intraveineuse est recommandé pour le
traitement des urgences hypertensives (Agences francaise de sécurité sanitaire des produits de

santé). En revanche, en Allemagne et en Autriche, I’urapidil est recommandé comme
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traitement de premiére intention de I’hypertension artérielle associée a la pré-eclampsie
(Deutsch Gesellschaft, 2010).

2.1. Les indications classiques :

2.1.1. L’urgence hypertensive

Une des indications classiques de 1’urapidil est I’hypertension artérielle essentielle ayant
un retentissement viscéral menacant le pronostic vital a trés court terme (urgence
hypertensive) notamment lors de I’hypertension maligne, de 1’encéphalopathie hypertensive,
de la dissection aortique, de la décompensation ventriculaire gauche avec cedéme pulmonaire,
ainsi que dans I’hypertension en période périopératoire (Recommandations pour la pratique
clinique, 2012). La prise en charge d’une élévation aigue de la pression artérielle doit étre
adaptée a chaque situation clinique allant de I’abstention thérapeutique, a la baisse plus
marqué et rapide de la pression artérielle. Le traitement, souvent intraveineux, ne doit pas
aggraver une situation souvent précaire. L’absence de tachycardie permet dans ces cas, de
préserver le flux coronaire et d’optimiser les demandes en oxygéne du myocarde. Dans une
étude en préhospitalier, Alijotas-Reg et colléegues ont montré I’efficacité, la maniabilité et
I’absence d’effets indésirables graves de ['urapidil dans le traitement des urgences

hypertensives (Alijotas et al., 2001).

2.1.2. Urapidil dans la période périopératoire

L’utilisation de I’urapidil au cours de la période périopératoire a été décrite par Dooley
et Goa (Dooley et al., 1998). Ses propriétés cardiovasculaires, respiratoires et son effet sur le
frisson rendent 1’urapidil adapté au contréle des poussées hypertensives périopératoire. Au
cours de la phase de reveil, les épisodes hypertensifs sont le plus souvent liés a une
augmentation du tonus adrénergique en réponse a des stimulations nociceptives et a une levée
de la vasodilatation observée pendant I’anesthésie. Les frissons ainsi que la période de
I’extubation trachéale sont particuliérement a risque d’accés hypertensifs, mais ceux-ci sont
de courte durée. Enfin, un peu plus a distance, ’augmentation de la pression artérielle peut
étre liée a I’interruption des traitements anti-hypertenseurs pendant la période périopératoire.
L’urapidil, du fait de ses propriétés pharmacologies et de sa maniabilité, est un anti-

hypertenseur adapté aux élévations postopératoires de la pression artérielle.
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Concernant le role potentiel de I’urapidil dans la thermorégulation, Fritz et al., ont étudié les
modifications des seuils de régulation thermique a la suite d’un prétraitement par I’urapidil,
chez des volontaires sains refroidis artificiellement (Fritz et al., 2002). Le seuil de
vasoconstriction de 1’organisme était diminué a la suite de I’administration d’urapidil dont un
bolus de 25 mg suffisait a stopper I’apparition d’un frisson. En post-opératoire, 1’urapidil
s’avere donc un traitement approprié¢ aux patients coronariens et/ ou insuffisant respiratoires.
Il permet de contréler les poussées hypertensives, de préserver la fonction cardiorespiratoire
et de diminuer les conséquences hémodynamiques du frisson postanesthésique (Roche et al.,
2011).

2.2. Les indications plus récentes

Des publications récentes concernant I’urapidil, conduisent a envisager de nouvelles
indications pour cette « vieille » molécule. Nous ne détaillerons ici que la pré-éclampsie et
I’intérét de 1’urapidil dans les pathologies respiratoires, car ces deux sujets présentent un
intérét particulier dans notre travail de recherche. Nous pouvons citer comme autres
indications potentielles : 1’urapidil et phéochromocytome, urapidil et pathologie ischémique
cardiaque, urapidil et insuffisance cardiaque, urapidil et traitement des troubles mictionnels, et
urapidil et effets métaboliques (Roche et al., 2011).

2.2.1. Urapidil et pré-éclampsie

L’urapidil, du fait de ses propriétés pharmacologiques est particulierement intéressant
dans le contexte obstétrical et notamment dans le cadre de la prise en charge de la pré-
éclampsie. La pré-éclampsie est une pathologie materno-feetale complexe, de gravité variable,
d’évolution imprévisible et classiquement décrite par la triade : hypertension artérielle,
protéinurie, cedéme des membres inférieurs. Sa physiopathologie encore méconnue associe
probablement un rejet du greffon foeto-placentaire a une maladie endothéliale vasculaire
maternelle.

L’urapidil fait partie des alternatives thérapeutiques de premiére intention
recommandées pour la prise en charge des crises hypertensives dont celles de la pré-
éclampsie (Link et al., 2009 ; Hirschl et al., 1995). Plusieurs travaux préliminaires ont montré
I’efficacité et la bonne tolérance maternelle de 1’urapidil dans la pré-éclampsie. Ainsi,

I’urapidil permet de contréler I’hypertension maternelle sans entrainer ni hypotension
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artérielle, ni tachycardie, ni céphalées maternelles, ni rebond d’hypertension a la fin du
traitement (Wacker et al., 1994). Des études comparant 1’urapidil a la dihydralazine,
traitement de référence aux Etats-Unis, confirment 1’efficacit¢é comparable des deux
médicaments avec une meilleure maniabilité et tolérance maternelle pour 1’urapidil (Wacker
et al., 2006). De maniére similaire, des études préliminaires d’un essai randomisé contr6lé de
I’urapidil contre la nicardipine, montre une efficacité comparable des deux molécules avec
une meilleur tolérance pour 1’urapidil (Vizitiu et al., 2010). Concernant le feetus, les auteurs
concluent a 1’absence d’effets secondaires préoccupants de 1’urapidil sur les nouveau-nés et a
une influence moindre de ce médicament sur leurs paramétres hémodynamiques en
comparaison avec ce qui est observée lors du traitement par dihydralazine. Ainsi, les
gazométries et les fréquences cardiaques des nouveau-nés de meres traitées par urapidil ne
sont pas différentes de celles des enfants des meres traitées par dihydralazine. En revanche,
les pressions artérielles systoliques, diastoliques et moyennes des nouveau-nés sont plus
basses dans le groupe dihydralazine que dans le groupe urapidil. La différence est
statistiguement significative mais les valeurs corrigés pour le poids de naissance, restent dans
tous les cas dans les limite de la normale (Schulz et al., 2001).

L’urapidil ne semble pas entraver la circulation utéroplacentaire (Roche et al., 2011).
Sur le rat diabétique, le traitement par ['urapidil permet de restaurer le débit utéroplacentaire
et de corriger I’hypotrophie feetale (Takenaka et al., 1995). Chez I’homme, ’urapidil exerce
une action relaxante, dose dépendante, sur des anneaux d’artéres et de veines placentaires
normales, prélevées a terme (Resch et al., 2003).

Pour toutes ces raisons, l’urapidil semble avoir un potentiel intéressant dans le
traitement de la pré-éclampsie. Bien entendu, des études complémentaires sur le mecanisme
d’action de I’urapidil dans la pré-éclampsie et en particulier au niveau de la dysfonction

endothéliale sont nécessaires afin d’appuyer cette indication.

2.2.2. Urapidil et pathologies respiratoires

L’administration de bétablogquants a des patients aux antécédents cardiopulmonaires
(asthme,  broncho-pneumopathie  chronique obstructive) expose au risque de
bronchoconstriction pouvant aggraver une défaillance respiratoire préexistante. Dans une
revue de la littérature concernant le traitement de I’hypertension artérielle non compliquée
chez le patient souffrant de broncho-pneumopathie chronique obstructive avec hypertension

artérielle pulmonaire, Cazzola et al. ont montré I’effet bénéfique de 1’urapidil sur 1’état
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hémodynamique et la fonction pulmonaire (Cazzola et al., 2002).

En clinique, et en particulier en réanimation, les patients atteints d’une pathologie
respiratoire (pneumopathie, atélectasie) peuvent présenter des épisodes hypertensifs d’origine
variée (hyperactivité sympathique due au réveil, analgésie insuffisante). Cette association est
méme assez fréquente. Dans ces cas-1a, les inhibiteurs calciques sont classiquement utilisés en
premicre intention. Cotte et collégues, rapportent le cas d’un patient de 55 ans, atteint d’une
pneumonie hypoxémiante ayant présenté deux épisodes d’hypoxémie suite a 1’administration
d’un inhibiteur calcique, la nicardipine. L’originalité de cette observation réside dans
I’importance de la dégradation de 1’oxygénation a la suite de I’injection d’une dose modérée
de nicardipine (dose continue 4mg/h pendant 30 minutes). Les antihypertenseurs, dont
I’action inhibitrice sur la VPH est la mieux documentée, sont les inhibiteurs calciques.
L’action des inhibiteurs calciques sur la pression artérielle se fait par I’intermédiaire d’une
vasodilatation artérielle liée a I’inhibition des canaux calciques dans les cellules musculaires
lisses. Les études expérimentales mettent en évidence une vasodilatation artérielle
pulmonaire, uniquement en cas d’hypoxémie (Nakazawa et al., 1988). Celle-ci correspond a
une inhibition de la VPH. Cet effet est retrouvé pour les inhibiteurs calciques de la classe de
dihydropyridines, dont la nifédipine et la nicardipine. Les inhibiteurs calciques non-
dihydropyridiniques, comme le vérapamil et le diltiazem, semblent avoir une action moins
marquée sur la vascularisation pulmonaire (Erdemli et al., 1994). Leur tolérance sur
I’oxygénation artérielle est meilleure (Okutomi et al., 1989). Les données expérimentales
récentes mettent en avant le réle central de la concentration intra- cellulaire en calcium dans
la régulation de la VPH (Sylvester et al., 2012). Cela pourrait expliquer I’intensité des effets

des inhibiteurs calciques sur la vascularisation pulmonaire.

En clinique, les propriétés vasodilatatrices pulmonaires des inhibiteurs calciques sont
utilisées dans le traitement de 1’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Chez I’homme
sain, la nifédipine inhibe la VPH sans modifier 1’oxygénation du sang artériel (Naeije et al.,
1982). Cet effet est retrouvé chez le patient atteint de broncho-pneumopathie chronique
obstructive (Burghuber et al., 1987). Les données cliniques sur les effets de la nicardipine
chez des patients hypoxémiques sont divergentes. Une étude ne retrouvait pas d’altération de
I’hématose ni de réduction de la VPH chez des patients souffrant de HTAP, secondaire a une
insuffisance respiratoire chronique (Saadjian et al., 1993). Cependant, il est établi que parmi
les personnes avec une HTAP chronique, seule une faible proportion présente une

amelioration de ces pressions artérielles pulmonaires aprés administration d’inhibiteurs
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calciques. Cette différence de sensibilité est due a 1’existence de modifications structurales
progressives des vaisseaux pulmonaires, diminuant le role de la VPH dans ’HTAP (Neely et
al., 1996). En situation aigué, la nicardipine réduit modérément la PaO2 des patients
présentant une poussée hypertensive en postopératoire d’une chirurgie abdominale majeure
(Vincent et al., 1999). Un inhibiteur calcique proche de la nicardipine, la nimodipine, a été
incriminé dans la survenue d’hypoxies sévéres chez un patient présentant une contusion
pulmonaire (Devlin et al., 2000). Les similitudes entre ce cas clinique et I’observation de
Cotte sont nombreuses. En effet, les malades présentaient une pathologie pulmonaire aigué
hypoxémiante sur poumon antérieurement sain. Dans les deux cas, I’administration de
I’inhibiteur a entrainé une aggravation de I’hypoxémie en quelques minutes. La normalisation
de I’hématose s’est faite en moins d’une heure, délai compatible avec la pharmacocinétique

de ces médicaments.

Toujours dans le cas clinique de Cotte, les auteurs rapportent une amélioration de
1’état respiratoire et une stabilisation de la tension artérielle apreés 1’administration d’urapidil.
IIs concluent en suggérant d’éviter 1’utilisation des IC en cas d’hypoxie aigue (Cotte et al.,

2012) et plutdt d’utiliser I'urapidil qui respecterait la VHP.

Ainsi I'urapidil, molécule plutot ancienne, reste d’actualité au vu de ces nouvelles

pistes d’investigations et en particulier sa propriété a préserver la VHP.
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Chapitre Il : La vasoconstriction hypoxique pulmonaire

1. Lacirculation pulmonaire

Le principal r6le de la circulation pulmonaire ou petite circulation est de permettre les
échanges gazeux (oxygéne Oz et gaz carbonique (COz2) entre 1’organisme et 1’atmosphére :
c’est la fonction hématosique. La circulation pulmonaire est la seule circulation d’organe qui

voit transiter la totalité du débit cardiaque.

Plusieurs points caractérisent la circulation pulmonaire (Fishman et al., 1985) :

- Elle regoit I'ensemble du debit cardiaque

- Les pressions, pulsatiles, sont faibles. La pression moyenne de l'artére pulmonaire est
de l'ordre de 15 mmHg. La différence de pression entre I'entrée et la sortie de la
circulation pulmonaire ou pression motrice est d'environ 10 mmHg chez le sujet sain.

- Correspondant a ces faibles pressions, les parois des arteres pulmonaires sont fines et

contiennent peu de cellules musculaires lisses par rapport aux artéres systémiques.

1.1. Caractéristiques anatomiques et physiologiques

La circulation pulmonaire débute par le tronc de I’artére pulmonaire qui recoit le sang
veineux mélé éjecté par le ventricule droit. Elle se termine par les quatre grosses veines
pulmonaires qui contiennent du sang oxygéné et qui se drainent dans I’oreillette gauche. La
géométrie de cette circulation est complexe (Figure 6). L’artére pulmonaire se divise en

arteres lobaires puis en branches sublobaires, segmentaires, subsegmentaires, et lobulaires.
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Figure 6 : Circulation pulmonaire et circulation systémique
(Source : http://www.alloprof.qc.ca/BV/pages/s1274.aspx)

Au terme de ces divisions se trouve le réseau de capillaires qui cheminent dans les parois
alvéolaires. C’est 1a que se font les échanges gazeux. Au-dela se constitue le réseau veineux

par la convergence et la réunion des branches veineuse (Figure 7).

sang
artériel

- sang .
M /wr veineux | air
!/ /o
bronchiole
réseau de
capillaires
02 co,
alvéole échanges entre
pulmonaire I"air et le sang

Figure 7 : Echange gazeux au niveau de l'alvéole.
Source : http://www.reannecy.org
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La structure et la fonction des vaisseaux pulmonaires different selon leur siége proximal ou
distal.

Les vaisseaux proximaux (tronc pulmonaire, artéres principales et intra-pulmonaires) sont
élastiques. Ils transportent le sang du ventricule droit aux arteres de résistance. Les
vaisseaux élastiques forment un réservoir distensible et élastique pour le volume
systolique ventriculaire droit. En raison de leur compliance, ils se distendent a chaque
systole, stockent une partie du volume systolique qui est distribuée pendant la diastole
vers les petits vaisseaux. Ceci diminue la charge systolique du ventricule droit, diminue le
flux systolique des vaisseaux périphériques et améliore le flux diastolique. En cas
d'hypertension artérielle pulmonaire aigué, la compliance artérielle pulmonaire est
diminuée. Le maintien du volume systolique augmente la charge systolique du ventricule
droit et la compliance artérielle pulmonaire est diminuée. Le maintien du volume
systolique augmente la charge systolique du ventricule droit et la tension pariétale des
artéres pulmonaires. Ces vaisseaux élastiques ont également une couche musculaire et
peuvent étre le siége d'une vasoconstriction.

Les artéres pulmonaires distales, vaisseaux de résistance, ont une média formée de
cellules musculaires lisses. Elles sont le siége principal de la vasoconstriction hypoxique
pulmonaire. Quand les artéres deviennent intra-acinaires, elles perdent leur muscle lisse.
Ces artérioles alimentent les capillaires alvéolaires d'ou naissent les veinules pulmonaires,

a l'origine des veines pulmonaires.

Tableau 2 : Propriétés des arteres et veines pulmonaires

Diametre de la lumiére Epaisseur de la paroi Cellules musculaires
lisses
Arteres élastiques 1-2cm 2mm +++
Arteres musculaires Immalcm 1mm +++
Artérioles 30 um 20 pm +
Capillaires 5a8um I um 0
Veinules post-capillaires 20 pm 2 um 0
Veinules 0,5cm 0,5 mm +
Veines l1a3cm 1,5mm +
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Ainsi, les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires se situent dans la media
des vaisseaux sanguins et régulent le flux sanguin grace au mécanisme de vasomotricité. La
vasomotricité se manifeste soit par une vasoconstriction (diminution du diamétre des
vaisseaux) qui s'associe a une réduction de la circulation sanguine, soit par une vasodilatation
(augmentation de ce diametre) qui a I'inverse, entraine une augmentation du flux sanguin.

On peut distinguer quatre type de vaisseaux sanguins : les arteres, les artérioles, les vaisseaux
capillaires et les veines. Le vaisseau se compose i) d’une intima qui correspond a
I’endothélium délimitant la lumiére du vaisseau, ii) d’une media qui est la tunique de cellules
musculaires lisses et de fibres élastiques iii) d’une adventice qui est essentiellement composée
de fibres et de collagene (Figure 8). La présence de cellules musculaires lisses varie en
fonction des différents territoires vasculaires. Grace a leur contraction ou relaxation, les
cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires régulent le débit sanguin local et la

pression artérielle.
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-  Endothélium <

% + Subendothélium
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Adventice

Lumiere
Veine

Lumiere
Artére( musculaire)
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capillaires

" )

S ——— — Cellules endothéliales
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Figure 8 : Structure d’artére et de veine pulmonaire.
(Schéma réalisé par Jerome Harlé, 2009)
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1.2.Pressions, débits, résistances pulmonaires

1.2.1. Pressions et résistances

La circulation pulmonaire est normalement une circulation a basse pression, en comparaison a

la circulation systémique.

Le tableau suivant compare les valeurs mesurées au repos :

Tableau 3 : Caractéristiques des circulations pulmonaires et systémiques

Circulation Pression Pression de Débit Résistances
d’entrée sortie (I/min) (mmHg/l/min)
mmHg mmHg

Pulmonaire 15 5 5 ~ 2

Systémique 100 2 5 =~ 20

La pression d’entrée mesurée dans ’artére pulmonaire (Pap moyenne) est, au repos, environ
six fois moindre que celle de la circulation systémique (pression aortiqgue moyenne) ; pourtant
les pressions de sortie des deux circulations que sont la pression dans 1’oreillette gauche (Poc)
pour la circulation pulmonaire et la pression veineuse centrale pour la circulation systémique

sont voisines.

La résistance vasculaire pulmonaire (RVP) est géneralement quantifiée, par 1’analogie avec la
loi d’Ohm (Fritts, 1959), comme quotient: la différence entre les pressions moyennes

d’entrée (Pap) et sortie (Poc) divisée par un débit continu.
RVP = (P entrée — P sortie) / débit = (Pap - Poc) / Q

Ou P pression moyenne, Pap: pression artérielle pulmonaire moyenne, Poc : pression

auriculaire gauche moyenne, Pap - Poc : pression motrice, Q : débit cardiaque.

Dans la pratique, il est facile de cathétériser I’artére pulmonaire pour en mesurer la pression.
Faute de pouvoir mesurer aisément la pression dans 1’oreillette gauche, on estime la valeur de
la Poc par la pression recueillie au bout d’une sonde lorsque celle-ci est bloquée par ’artére
pulmonaire : en 1’absence de débit, la pression a 1’extrémité de la sonde s’équilibre en effet

avec la pression de I’oreillette gauche.
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La pression dans 1’artére pulmonaire varie entre une valeur systolique (25-30 mmHg) et une
valeur diastolique (8-10 mmHg). La différence entre ces deux valeurs est grande par rapport a
la pression moyenne (15 mmHg): elle révele le caractére pulsatile de la circulation

pulmonaire.

Le volume de sang présent dans la circulation pulmonaire est trés petit, comparé a la
circulation systémique. Chez un adulte normal, on peut estimer le volume sanguin pulmonaire
a environ 500 ml, dont seulement 75 ml sont présent dans le lit capillaire, alors que la

circulation systémique totalise plus de 4000 ml de sang.

Chez un sujet normal, une pression artérielle pulmonaire moyenne & 10-15 mmHg suffit a
assurer un débit adéquat ce qui révele que le niveau de résistance pulmonaire est
étonnamment faible. Le maintien des pressions et résistances artérielles pulmonaires a des

valeurs tres basses répond a plusieurs exigences :

e L’oxygeéne est un gaz peu soluble qui diffuse difficilement de I’air au plasma. Pour que ce
gaz puisse arriver dans le sang, a travers la paroi alvéolaire, il est nécessaire que la
distance de diffusion soit la plus courte possible. Ceci implique des vaisseaux aux parois
fines ne pouvant donc supporter que des pressions intravasculaires faibles.

e La circulation pulmonaire et la circulation systémique étant monté en série, il est
nécessaire que le débit cardiaque ne soit soumis aux exigences que d’une seule de ces
deux circulations, sous peine de conflit. Le maintien de la pression artérielle systémique a
des chiffres ¢élevés étant 1’objectif principal, c’est la régulation de la pression artérielle
systémique qui est étroitement lié avec le contréle du débit cardiaque. En pratique, le
ventricule gauche impose le débit que doit assurer le ventricule droit. Il est donc essentiel
que la post-charge du ventricule droit soit faible, de fagcon a permettre aisément a ce
ventricule de modifier son volume d’¢jection. Le maintien de pressions basses dans la
circulation pulmonaire permet ainsi au ventricule droit, malgre la faible épaisseur de ses

parois de satisfaire les exigences du débit impose par le ventricule gauche.

1.2.2. Relation pression-débit

L’évaluation des caractéristiques résistives de la circulation en faisant appel au calcul
de la resistance vasculaire est a priori commode : cette évaluation reste malgré tout

insuffisante car la relation pression-débit n’est pas linéaire. La relation pression-débit
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pulmonaire autorise des grandes variations de débit tout en limitant les variations de
pressions, et minimise ainsi le surcroit de travail imposé au ventricule droit dans les
conditions d’un débit cardiaque élevé. Ce type de relation est caractéristique de la circulation
pulmonaire et s’explique par la diminution des résistances vasculaires pulmonaires dés

I’augmentation du débit cardiaque.

1.3.Facteurs modulant le niveau des résistances vasculaires pulmonaires et donc du tonus

vasculaire pulmonaire

1.3.1. Facteurs mécaniques :
Dans les conditions normales, les deux mécanismes qui permettent d’assurer le
maintien de pressions basses dans la circulation pulmonaire utilisent des propriétées

mécaniques du poumon : le recrutement et la distensibilité.
Le recrutement :

La distribution du débit sanguin au sein d’un poumon humain est extrémement hétérogeéne. La
perfusion augmente progressivement des parties supérieures aux parties inférieures du

poumon, ou elle est toutefois limitée.

L'interprétation de ce phénoméne développée par West et al., (1964), repose sur une

modélisation du poumon en 3 compartiments (Figure 9).

e Lazone 1, en position verticale, est située a I'apex du poumon. A ce niveau, en raison
de la gravité, la pression alveolaire peut y étre supérieure a la pression artérielle
pulmonaire locale (PA>Pa). A I’extréme le débit peut y étre nul. Cette zone
pulmonaire, ventilée mains non perfusée, et qui ne sert a priori a rien pour les
échanges gazeux, représente un espace mort alvéolaire. Cette zone ne caractérise que
I'extréme sommet du poumon vertical et n'existe pas en position horizontale.

e La zone 2 est une zone de transition qui peut étre le siége de recrutements importants
pour des petites modifications de pression et de débit. Dans cette zone, la pression
artérielle pulmonaire locale est supérieure a la pression alvéolaire et cette derniére
elle-méme supérieure a la pression veineuse (Pa>PA>Pv). C’est la différence entre la
pression artérielle et la pression alvéolaire qui représente ici la pression motrice de
perfusion.

e La zone 3 est normalement complétement perfusée. Comme la pression artérielle
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pulmonaire locale et la pression veineuse ont augmenté parallélement (0,75 mmHg par
cm de hauteur de poumon), la pression veineuse devient supérieure a la pression
alvéolaire (Pa>Pv>PA). Le débit y est donc déterminé par la différence de pression
(Pa-Pv).

La répartition dans le poumon de ces différentes zones dépend donc des valeurs de la
pression artérielle pulmonaire (PAP) et de la pression veineuse, cette derniére étant
assimilable a la pression dans 1’oreillette gauche (Poc). Si la Poc est anormalement haute et
donc aussi le PAP (cas de I’insuffisance cardiaque), la zone 1 cesse d’exister, et la zone 2 est
d’autant moins étendue que la Poc est plus haute. De plus, la distribution, dépendante de la

gravité est modifiée par le changement de posture et par I’exercice.

POUMON

Hauteur

A

Palg: e e

—_

ZONE 3
Pa> Py > PA

Débit sanguin

Figure 9 : Modele d'interprétation de I'inhomogénéité de la perfusion pulmonaire. Les zones
de West, représentées sur un poumon en position verticale, sont déterminées par les
interactions entre les pressions vasculaires et alvéolaires. Pour simplifier la présentation,
seules les zones 1, 2 et 3 sont schématisées ici. La colonne d'eau située a gauche
représente la pression artérielle pulmonaire et celle a droite la pression veineuse pulmonaire.

PA : pression alvéolaire; Pa : pression artérielle pulmonaire; Pv : pression veineuse
pulmonaire (d'aprés West et al., 1964).
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Distension

Du fait de la faible épaisseur de la paroi des vaisseaux pulmonaires, et de leurs propriétés
viscoélastique, les vaisseaux pulmonaires sont distensibles: le rayon des vaisseaux
pulmonaires varie directement avec les modifications de pression et de flux. Cette propriété
permet de réduire les résistances vasculaires pulmonaires. Ce mécanisme deviendrait surtout
prépondérant lorsque les pressions deviennent relativement élevée, et que le recrutement est

déja intervenu pour des modifications de pression plus faibles.
Vaisseaux extra-alvéolaires et alvéolaires :

Des modifications de la résistance vasculaire pulmonaire peuvent également étre liées a un
changement de diameétre des vaisseaux dits extra-alvéolaires, c’est a dire des vaisseaux de
relatif grand diameétre par rapport aux capillaires situés avant ou apres le paroi alvéolaire. Ces
vaisseaux extra-alvéolaires sont entourés d'une gaine ou régne une pression dite interstitielle
qui évolue parallelement a la pression pleurale. Dans les parties supérieures du poumon ou la
pression pleurale est tres négative, les vaisseaux extra-alvéolaires sont distendus. Dans les
parties inférieures du poumon, la pression pleurale moins négative diminue le diamétre des
vaisseaux extra-alvéolaires, réduisant leur débit et par conséquence le débit dans les vaisseaux

intra-alvéolaires qui en dépendent.
1.3.2. Contrdle du tonus vasculaire pulmonaire

Le maintien dans la circulation pulmonaire d'une pression basse est lie aux propriétés
de recrutement et de distensibilité des vaisseaux pulmonaires mais également au trés faible
tonus vasculaire pulmonaire a I'état de base, a la différence de la circulation systémique. Le
tonus basal est un élément important de la réactivité vasculaire pulmonaire & un stimulus. Il
existe des différences importantes entre les especes dans les réponses vasculaires pulmonaires

liees a une susceptibilité interindividuelle probablement d'origine génétique (Fishman, 1985).

La circulation pulmonaire est sous I'influence de facteurs actifs et passifs. Les facteurs
passifs (débit cardiaque, pression oreillette gauche, pressions des voies aériennes, alvéolaires
et interstitielles, gravité) modifient la résistance vasculaire pulmonaire indépendamment du
tonus vasculaire pulmonaire. Les facteurs actifs régulent le tonus vasculaire pulmonaire en
provoquant une contraction ou une relaxation du muscle lisse vasculaire. Ces facteurs

incluent, outre la pression alvéolaire en oxygene et dans une moindre mesure la teneur en gaz
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carbonique du sang veineux mélé, des mécanismes nerveux et humoraux et des facteurs
paracrines et autocrines (Fishman, 1985; Liu & Barnes, 1997). L'endothélium a un role
important dans le contréle du tonus vasculaire pulmonaire. Les cellules endothéliales libéerent
des médiateurs vasoactifs dont certains sont susceptibles d'influencer la croissance et la
différenciation des cellules de la paroi vasculaire. Dans I'étude de I'action vasculaire
pulmonaire d’agents pharmacologiques, il est important d'envisager leurs effets sur les
cellules endothéliales et musculaires lisses car la majorité des agonistes modifient le tonus

vasculaire pulmonaire par la libération de médiateurs endothéliaux.

2. La vasoconstriction hypoxique pulmonaire

2.1. Géneralités :

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) correspond a une contraction reflexe
des cellules musculaires lisses pulmonaires en réponse a une baisse régionale de la pression
partielle en oxygeéne (Po2).

Découvert en 1946 par VVon Euler et Liljestrand grace a leurs travaux chez le chat (\Von Euler
et al., 1946) (Figure 10), le phénomene de vasoconstriction hypoxique pulmonaire interpelle
car il s’oppose a la vasodilatation observée dans les autres organes en réponse a une hypoxie
locale. Depuis, la VHP a fait ’objet de nombreux travaux. Ainsi, la vasoconstriction
pulmonaire hypoxique ameéliore I'oxygénation par redistribution du débit sanguin vers les
zones les mieux ventilées permettant un ajustement de la perfusion capillaire pulmonaire a la

ventilation alvéolaire.

Figure10 : Premiére description du
phénoméne de VHP par Von Euler et
Liljestrand chez le chat ventilé. Pression dans
Ioreillette gauche (LA) et dans [I’artére
pulmonaire (PA) soumis a 3 épisodes
d’hypoxie successifs (2,4,6).

D’aprés Von Euler et Liljestrand., 1946)

Localisation anatomique :

27



Le site anatomique précis de la VHP est incertain. Chez 1’animal, le phénomeéne de
VHP pourrait se manifester a tous les niveaux de 1’arbre vasculaire pulmonaire des petites
arteres pulmonaires aux veinules en passant par les artérioles et les capillaires. Le site
anatomique précis de la VHP fait cependant I’objet de controverse. Pour certains, la réponse
la plus importante et la plus soutenue a I’hypoxie se situerait au niveau des artéres
pulmonaires distales (Glazier et al., 1971 ; Kato et al., 1966). Pour d’autres, les capillaires
seraient le principal site de la VHP. En 1922, Haldane suggérait déja qu’il existait un
mécanisme qui adaptait le flux sanguin en fonction de la ventilation et que celui-ci se situait
au niveau des capillaires (Haldane et al., 1922). Cette hypothése a été longtemps critiquée :
comment les capillaires dépourvues de cellules musculaires lisses réduisent ils le flux
sanguin ? 1l a fallu attendre les travaux de Kapanci en 1974 pour apporter une hypothese. Ce
serait la présence de cellules contractiles intersticelles dans le septa alvéolaire (des
myofibroblastes alvéolaires) qui répondant a 1’hypoxie en se contactant, entrainerait une
déformation des capillaires par contact direct et donc une contraction (Kapanci et al., 1974).
A T’heure actuelle, les différents travaux chez 1’animal, suggérent que le phénomene de VHP
peut se produire a tous les niveaux de 1’arbre vasculaire pulmonaire mais que celui-Ci serait

prédominant au niveau des petites arteres pulmonaires (Sylvester et al., 2012).

Caractéristiques temporelles :

L’étude de la relation dans le temps entre la PaO2 et I’amplitude de la vasocontraction
est intéressante pour comprendre la variabilité du phénoméne de la VHP. Cette relation
dépend de nombreux facteurs dont 1’espéce, le type de modéle utilisé, le degré de 1’hypoxie
(modérée ou sévere) et le type d’hypoxie appliquée (globale ou locale). Il faut ainsi distinguer
deux cas de figures pour lesquels la réponse varie en fonction du modele étudié : 1’étude sur

poumon intact, isolé (Figure 11.A) ou I’étude de vaisseaux pulmonaires isolés (Figure 11.B).
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Figure 11: Courbe en fonction du temps de la réponse hypoxique de poumons ou lobe

pulmonaire isolés soumis a une hypoxie modérée ou sévére (A) et de vaisseaux isolées pré

contractés soumis a une hypoxie sévére (B). (D’aprés Sylvester et al., 2012)

En cas de poumon intact ou isolé :

La vasoconstriction hypoxique présente trois phases distinctes qui different en fonction du

dégrée de I’hypoxie :

En hypoxie modérée (30-50 mmHg), les différentes études réalisées chez le chien
anesthésié (Tucker et al., 1975), le cochon anesthésié (Lamm et al., 2007), ou le poumon
isolé de porcs (Sylvester et al., 1980) montrent que la phase 1 commence quelques
secondes apres le début de I’hypoxie par une vasocontraction qui atteint son maximal en
15 minutes. Cette réponse est ensuite soutenue pendant 30-120 minutes correspondant a la
phase 2. La phase 2 consiste en une augmentation progressive de la vasocontraction
atteignant un pic a 2 heures. La phase 3 correspond a en une augmentation soutenue de la

contraction au-dela de 120 minutes.

L’Hypoxie sévere globale a été étudiée dans différents modeles (poumons intacts (Malik
et al., 1973), poumons isolés exvivo (Clarke et al., 1993 ; Emery et al., 2003) et dans de
nombreuses espéces (chiens (Malik et al., 1973), cochon (Sylvester et al., 1980), rat
(Emery et al., 2003), souris (Weismann et al., 2004)). Ainsi, en cas d’hypoxie sévére
globale (Po2 < 30 mmHg), la phase 1 apres avoir atteint son maximum en 10-15 minutes,

décline de 20 a 100% en 15 a 50 minutes, pour revenir a des valeurs proche d’une
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situation en normoxie. La phase 2 variable selon les especes, correspond en une
augmentation de la contraction pour atteindre un niveau maximal en 30 a 180 minutes. La
phase 3 consiste également en une augmentation soutenue de la contraction au-dela de
120 minutes. En cas d’hypoxie modérée locale, la phase 1 ne change pas, avec un
maximum en 15-30 minutes, puis le niveau de contraction reste inchangé ou augmente
tres légerement pendant les 30-225 minutes suivantes. A 1’heure actuelle, les raisons de la
différence entre les caractéristiques temporelles d’une hypoxie sévére globale ou locale
sont inconnues. Une des hypotheses serait que la diminution de la contraction en cas
d’hypoxie sévéere globale serait due aux PaO2 trés basses non retrouvées en cas d’hypoxie

sévere locale (Bjertnaes et al., 1980; Clark et al., 1993,).

En cas de vaisseaux pulmonaires isolés :

Arteres pulmonaires proximales: La réponse hypoxique des artéres pulmonaires
proximales a été étudiée sur un grand nombre d’espéces (chat (Madden et al., 1985), porc
(Feletou et al., 1995), rat (Becker et al., 2007), homme (Demiryurek et al., 1993 ;
Hoshino et al., 1988), mouton, chien). On observe ainsi une grande variabilité des
réponses des vaisseaux pulmonaires proximaux isolés a I’hypoxie. Ces réponses varient en
fonction de I’espece, du type de vaisseaux et des conditions expérimentales. L origine de
ces différences n’est pas encore tres claire et est, sans doute multifactorielle. Quoi qu’il
en soit, la majorité de ces études mettent en évidence la nécessité d’une precontraction des
vaisseaux isolés afin de pouvoir observer une vasocontraction mesurable et reproductible.
L’agent pré-contracturant utilis¢é varie selon les études, allant de [’endothelin-1
(Demiryurek et al., 1993), a I’analogue du thromboxane U46619 (Feletou et al., 1995).
Comme illustré dans le schéma de Sylvester, la vasocontraction hypoxique de vaisseaux
isolés présente deux phases. Apres la precontraction, la phase 1 commence quelques
secondes apres le début de ’hypoxie et atteint son pic en 5 minutes. Il existe 1a aussi une
relation entre le degré d’hypoxie et ’amplitude de la contraction maximale. Relation qui
dépend de nombreux facteurs dont 1’espéce et le modeéle expérimentale. Dans certaines
études, la phase 1 est suivie d’une légere vasodilatation (Jones et al., 2000). En contraste
avec le phase 1, la phase 2 se développe progressivement pour atteindre un maximum en
30-60 minutes. Selon les études et les espéces, la phase 2 serait plus petite (Dipp et al.,
2001) ou égale ou plus grande (Bennie et al., 1991) que la phase 1. En ce qui concerne

notre modele d’artéres pulmonaires proximales de porc, alors que la phase 2 existe dans
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les 1°® et 3°M pranches de division, elle serait absente dans les 4°™ et 5°™ pranches de
division. Les raisons de cette différence sont inconnues a 1’heure actuelle (Kovitz et al.,
1993). De méme, en cas d’artéres pulmonaires proximales de porc, la phase 2 est présente
a 0% Oz mais absente a 4 a 10 % O2 (Kovitz et al., 1993).

e Arteres pulmonaires distales: La réponse hypoxique des artéres pulmonaires
distales semble plus soutenue (7°™ et plus branches de division) et a été étudié dans de
nombreuses espéces. Cependant, alors que la réponse a 1’hypoxie semble plus importante
donc plus intéressant a étudier, les différentes études semblent moins formelles : la
précontraction ne serait pas toujours indispensable a 1’observation de la contraction
hypoxique (précontraction non necessaire (Bonnet et al., 1991), précontraction nécessaire
(Kovitz et al., 1993)) et la morphologie de la courbe ne serait pas forcément biphasique
(Bonnet et al., 1991).

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la VHP, les phases 1 et 2 ont été le
plus étudiées. La différence qui existe entre une réponse probablement tri phasique en cas de
poumons isolés et plutdt bi phasique en cas de vaisseaux isolés n’est pas ¢€lucidée et
nécessiterait des explorations supplémentaires. De méme, il n’existe actuellement aucune

étude mécanistique expliquant la phase 3.

2.2.Mécanisme d’action

A T’heure actuelle, le mécanisme d’action de la VHP n’est pas complétement élucidé. Il
reste de nombreuses questions non résolues et de nombreuses controverses. Cela peut
s’expliquer d’une part, par la multitude de modéles expérimentaux existants et donc de
réponses différentes a I’hypoxie et, d’autre part, par un mécanisme d’action complexe.

Il y a une 20°™ d’année, deux hypothéses étaient proposées pour expliquer la VHP : celle de
I’existence d’un médiateur avec la production locale d’un vasoconstricteur ou la suppression
d’une production locale d’un vasodilatateur, et celle d’un effet direct de 1’hypoxie sur le tonus
du muscle lisse vasculaire. Dans le cadre de la recherche d’un médiateur, de nombreuses
substances vasoactives ont ét¢ étudiées mais aucun médiateur n’a été mis en évidence de
maniére formelle. A I’heure actuelle, la majorité des arguments soulignent 1I’importance de la

cellule musculaire lisse vasculaire comme principal effecteur du stimulus hypoxique mais
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I’effet direct de I’hypoxie sur I’endothélium dans la modulation de la vasoconstriction
hypoxique doit étre pris en compte.

Quoi qu’il en soit, la vasoconstriction hypoxique se décompose en plusieurs étapes sur
lesquels les différents auteurs semblent d’accord : la détection de I’hypoxie ou stimulus
hypoxique, la transmission de la réponse hypoxique a la cellule musculaire lisse et la
modulation de cette réponse.

2.2.1. Stimulus hypoxique

L’identification des acteurs impliqués dans la détection de 1’hypoxie est difficile et
compliquée car les candidats sont nombreux et qu’ils existent de nombreuses conditions
expérimentales (Figure 12). L’oxygene peut influencer le systéme biologique de différentes
maniéres : en se liant de maniére réversible a des molécules, en induisant une modification de
leur structure (hémoglobine) ou en participant a des réactions biochimiques (production

d’énergie). Les stimuli hypoxiques potentiellement impliqués dans le VHP sont les suivants :

e Modification des canaux K*: I’oxygéne peut se lier de maniére réversible au résidu

sulfure de la protéine, altérant ainsi sa fonction.

e Balance anti-oxydante/  pro-oxydante : la  balance  anti-oxydante/  pro-
oxydante cytoplasmique dépend de la disponibilité de I’oxygene et du rapport du couple
oxydoréducteur, glutathion et nicotinamide adenine dinucléotide (NAD). Il est probable
qu’en normoxie, I’état d’oxydoréduction de la cellule maintient les canaux potassiques
voltages dépendants (Kv) en position ouverte permettant ainsi d’établir le potentiel de
membrane de repos (MacCurty et al., 1976). La recherche par identification moléculaire
des canaux Kv impliqués dans la VHP a permis de mettre en évidence le réle central de
Kv1.5, un canal de type Shaker, et Kv2.1 (Archer et al.,1998 ; Guzy et al., 2005). Pour
preuve, des souris knock-out pour Kv1.5 montre une réduction marquée de la VHP
(Archer et al., 2001). En hypoxie, le canal Kv se fermerait entrainant un changement du
potentiel de membrane puis une activation d’un canal calcique voltage dépendant. Cet état
d’oxydoréduction pourrait également entrainer une contraction des cellules musculaires

lisses via un effet par le relargage de calcium a partir du réticulum sarcoplasmique.
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La production d’espéces réactives de 1’oxygene mitochondriales. Dans les mitochondries
en condition normoxique, environ 3% des flux d’électrons résultent de la formation
d’espéces réactives de 1’oxygeéne. En condition hypoxique, la production d’espéces
réactives de I’oxygene augmente ou diminue selon la disponibilité¢ de I’oxygeéne et des
donneurs d’¢lectrons dans la cellule. Des controverses existent a ce sujet entre les
différents auteurs (Ward et al., 2006 ; Chandel et al., 2000). Quoi qu’il en soit, I’hypoxie
entrainerait le plus souvent une augmentation de la production d’ d’espéces réactives de
I’oxygéne, signal moléculaire qui semblerait jouer un réle important dans le VHP
(Schumacker et al., 2011).

Statut énergétique de la cellule : le statut énergétique de la cellule est maintenu par la
production de molécules de haute énergie telle que I’adénosine tri-phosphate (ATP) par la
glycolyse. Dans une cellule musculaire lisse en hypoxie, on observe une augmentation de
I’entrée de glucose dans la cellule et une augmentation de la glycolyse. L’adenylate kinase
activée transforme alors 1’adénosine tri-phosphate en adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), messager secondaire déclenchant la libération du calcium de ses points de
stockage intracellulaire (Kamenetsky et al., 2006). Cependant, un niveau excessif d’
AMPc¢ active une adenosine monophosphatase kinase sensible a 1’0xygene qui réduit la
consommation d’ATP (Lumb et al., 2015).

Les facteurs induits par I’hypoxie sont des protéines agissant comme facteurs de
transcription dans tous les tissus et régulé par I’absence oxygeéne. D’un point de vue
physiologique, I’hypoxie tissulaire est traitée en stimulant la sécrétion de 1’hormone
érythropoiétine (EPO) qui engendre la production de globules rouges, et, par conséquent,
améliore le transport d’oxygene aux tissus cibles. Au niveau moléculaire, ce travail est
majoritairement assuré par HIF-1, soit le complexe le plus actif de la famille des HIFs.
HIF-1 posséde deux sous-unités : une sous-unité a sensible a I’oxygeéne et une sous-unité
[ constitutive. En normoxie, la sous-unité alpha, tres instable, subit une hydroxylation par
des prolyl-hydroxylases (PHD), dés sa sortie du noyau, puis est liée par la protéine pVHL
(von Hippel Lindau protein), une protéine suppresseure de tumeur, ce qui mene a la
dégradation de cette sous-unité alpha par le protéasome cytoplasmique. Cette étape se
produit assez rapidement, puisque HIF-o posséde une demi-vie de seulement 5 minutes

dans le cytoplasme. De plus, la normoxie cellulaire entraine aussi 1’activation de la
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protéine factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) qui agit au niveau du noyau en bloquant la
transcription de génes cibles comme I’EPO. De son c6té, la sous-unité béta est toujours
active, sous I’influence du facteur de transcription spl. En situation d’hypoxie, la sous-
unité alpha devient stable, car elle n’est plus hydroxylée par les PHD (son substrat étant
I’oxygene), donc elle ne lie plus la protéine pVHL. Elle est alors transportée dans le noyau
par translocation nucléaire ou elle se liera a la sous-unité béta. Le complexe HIF-1 ainsi
formé permettra la transcription des genes cibles, comme par exemple I’EPO. Finalement,
I’hypoxie agit aussi en bloquant 1’activit¢é de FIH-1. Lors d’un retour aux conditions
normales d’oxygene, les protéines HIF-a se trouvant dans le noyau seront dégradées par le
protéasome nucléaire. La principale maladie qui occasionne des problémes au niveau de
HIF-1 est causée par la maladie de von Hippel Lindau qui se définit par une mutation dans
le gene de la protéine pVHL. Les personnes atteintes seront hétérozygotes pour 1’alléle
muté et des tumeurs apparaitront au niveau de la rétine, des reins ou du systeme nerveux
central. La protéine pVHL n’étant plus 1a pour inhiber la surexpression de HIF-1a, les
tumeurs présentent alors une grande vascularisation et une forte tendance a créer des
métastases (Lumb et al., 2015).

Cyclooxygenase et lipooxygénase : Ces deux enzymes utilisent I’oxygéne comme substrat
et sont donc de fait sensible a I’hypoxie. Classiquement, ils entrainent la formation de
composeés vasoactifs, les prostanoides et leucotriénes, qui ont des effets sur les vaisseaux
pulmonaires. Des études récentes montrent que ces 2 enzymes ne joueraient pas un role
dans le déclenchement de la VHP mais auraient plut6t un réle de modulateur (Lumb et al.,
2015).
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Figure 12 : Les différents acteurs impliqués dans la détection de I’hypoxie
D’aprés Sylvester et al., 2012.

Avec autant de candidats pour le réle de « détecteur » d’hypoxie, il n’est pas surprenant
qu’aucun consensus n’ait été trouvé a 1I’heure actuelle. Les différents mécanismes décrits
doivent probablement coexistés en fonction de la phase de la VHP, du degré d’hypoxie ou de

I’espéce.

2.2.2. Transmission du message: de [’hypoxie a la cellule musculaire lisse

La cellule musculaire lisse semble étre le lieu principal de la réponse cellulaire a
I’hypoxie et la mitochondrie un des acteurs essentiels.
Comme dans d’autres tissus, la contraction d’une cellule musculaire lisse pulmonaire
nécessite ’entrée de calcium dans la cellule par des canaux calciques voltage-dépendants. Le
calcium peut provenir soit de I’extérieur de la cellule soit du réticulum sarcoplasmique, ces
deux mécanismes pouvant étre impliqués dans la VHP. L’augmentation de la concentration en

calcium intracellulaire ([Ca?*]i) entraine une contraction de la cellule musculaire lisse par une
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chaine de réactions : liaison du calcium a la calmoduline, activation de la protéine kinase de la
chaine légére de la myosine, modification de la myosine par phosphorylation et enfin

contraction (Figure 13).
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Figure 13 : Contraction de la cellule musculaire lisse : activation de la protéine kinase de la
chaine légere de la myosine, modification de la myosine et enfin contraction (D’aprés Rigor
etal ., 2013).

Cette chaine de reaction qui aboutit du calcium a la contraction de la cellule musculaire lisse
été largement étudiée dans de nombreux tissus et semble bien connue de nos jours. Par contre,

le lien entre hypoxie et augmentation de calcium intracellulaire semble moins clair.

Que savons-nous a I’heure actuelle ? A I’état basal, les canaux potassiques voltages
dépendants (Kv) maintiennent un potentiel de membrane de repos au environ de -60 mV en
jouant sur le flux sortant des ions K*. Ce potentiel de membrane négatif maintient ainsi les
canaux calciques voltage dépendants de type L, fermés, inhibant I’entrée des ions calciques

dans la cellule.
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Figure 14 : Réle de la balance d’oxydoréduction dans le déclenchement de la VHP
(D’aprés Dunham et al., 2016).

L’une des hypotheses actuelle suggere qu’en hypoxie, la diminution de I’oxygene
empéche la formation de peroxyde d’hydrogéne, diminue la balance d’oxydo-réduction et
surtout diminue les groupements sulfhydryles des canaux potassiques Kv1,5 entrainant leur
fermeture (Dunham et al., 2016). Ainsi, le potassium s’accumule a I’intérieur de le cellule
entrainant une augmentation du potentiel de membrane & -20 mV ce qui déclenche I’ouverture
des canaux calciques voltages dépendant et ainsi I’afflux de calcium en intracellulaire. Cette
augmentation en calcium cytosolique aboutit, comme nous [’avons vu plus haut, a la

contraction de la cellule musculaire lisse (Figure 14).

La réalité est plus complexe puisqu’il existe une grande hétérogénéité des canaux
ioniques potentiellement impliqués dans le phéenoméne de VHP en fonction des modéles, de
I’espece, de la localisation anatomique et de I’age. Pour simple exemple, les canaux Kv
différent chez le feetus et 1’adulte (Gnanayem et al., 2001).

Ainsi ces derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées aux différents canaux
ioniques impliqués dans la VHP. Des études pharmacologiques et éléctrophysiologiques,
utilisant des techniques de patch-clamp ont permis d’identifier les canaux Kv et les canaux
calciques voltages dépendants (Car) comme étant les principaux effecteurs impliqués dans la
VHP. En effet, le 4-aminopyridine, un inhibiteur des canaux potassiques Kv, provoque une

vasoconstriction hypoxique dans un modéle de poumons perfusées de rat (Hasunuma et al.,
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1991). De maniére similaire, la nifédipine et le vérapamil, inhibiteurs classiques des canaux
calciques Cav inhibent la VHP tandis que le BAY K8644, un agoniste des canaux calciques
renforce la réponse vasoconstrictrice a I’hypoxie (McCurty et al., 1985). Pour aller plus loin,
des méthodes d’identification moléculaire ont permis de mettre en évidence le rdle central
joué par les canaux potassiques Kv1.5, un canal-Shaker, et Kv2.1 (Archer et al., 1998 ; Firth
et al., 2011). Toutefois, d’autres classes de canaux potassiques et calciques s’avérent étre
impliquées dans le mécanisme de VHP. En particulier un canal potassique a deux pores, actif
en cas de potentiel de membrane tres négatif, semble jouer un réle important lors de
I’initiation de la VHP, bien que son inhibition ne provoque pas une vasocontraction
pulmonaire (Duprat et al., 1995; Gardener et al., 2004). De méme, en plus des canaux
calciques de type L (Cav) classiquement impliqués, le calcium contribuant a la VHP, peut
résulter du mécanisme biologique de « libération de calcium induit par le calcium (LCIC) »
(Ward et al., 2009). Ainsi, la VHP dépend de la sensibilité des myofilaments de la cellule
musculaire lisse au calcium. Des facteurs intrinseques comme la phosphorylation par la
protéine kinase C ou des facteurs extrinseques comme la libération de NO ou la stimulation

par I’endothéline peuvent accroitre la sensibilité de calcium a I’hypoxie.

2.2.3. Modulation du mécanisme

Les systéemes de modulation permettent de renforcer ou bien d’inhiber le mécanisme
de VHP (Sylvester et al., 2012). Méme si des facteurs comme le pH intracellulaire peuvent
moduler la VHP par un effet direct sur la cellule musculaire lisse, les principaux modulateurs
de la VHP se situent a proximité de la cellule musculaire lisse et en particulier la cellule

endothéliale.

2.2.3.1. Role de la cellule endothéliale pulmonaire

L’endothélium vasculaire pulmonaire se situe a I’interface entre le milieu sanguin et
les alvéoles (Figure 15). Le role exact joué par I’endothélium dans le VHP reste a définir. Ces
controverses peuvent s’expliquer en partie par la difficulté d’étudier les effets de 1’ablation de
I’endothélium. En effet, le retrait de 1’endothélium d’un poumon intact crée une Iésion
majeure de cet endothélium entrainant presque toujours un cedéme pulmonaire important. Sur

vaisseaux isolés, ’ablation de 1’endothélium est de réalisation technique aisée sur des arteres

38



pulmonaires proximales (Rodman et al, 1990) mais plus difficile sur des artéres distales
(Leach et al, 1994).
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» Figure 15 : Cellules endothéliales
i pulmonaires et alvéole.
Source : http://www.reannecy.org
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Malgré ces difficultés techniques, de nombreuses études se sont intéressées et
s’intéressent a la fonction de I’endothélium dans la VHP. Les résultats restent cependant
contradictoires. Pour certains, la dénudation endothéliale inhiberait la contraction a I’hypoxie
d’anneaux vasculaires isolés d’artéres pulmonaires de rat (Bennie et al., 1991; Liu et al.,
2001) ou humaines (Demiryureket al.,). A I’inverse pour d’autres, I’endothélium ne jouerait
pas un role majeur (Rodman et al., 1990). En 1990, Rodman montre que 1’hypoxie induit une
vasoconstriction d’artéres pulmonaires désendothélialisées, suggérant ainsi que la cellule
musculaire lisse est 1’effecteur principal (Rodman et al.,1990). Dans la méme idée, Murray
met en évidence une contraction hypoxique de cellules musculaires lisses en culture (Murray
et al., 1990). Pour Leach, la dénudation endothéliale de vaisseaux isolés proximaux ou
distaux, aurait peu d’effet sur la contraction transitoire initiale mais empécherait le
développement de 1’augmentation secondaire (Leach et al., 1994).Ces resultats peuvent
s’expliquer en partie au moins par D’intensit¢ du stimulus hypoxique. Le retrait de
I’endothélium inhiberait la contraction des cellules musculaires lisses en cas d’anoxie ou
d’hypoxie majeure mais potentialiserait la réponse si le stimulus hypoxique est moins
important (Rodmann et al, 1990). D’autre part, d’autres éléments pouvant varier suivant les
expériences et les laboratoires comme des Iésions des cellules musculaires lisses faites lors de

la denudation endothéliale doivent étre prises en compte.
A T’heure actuelle, les différents auteurs s’accordent pour dire que la cellule musculaire lisse

artérielle pulmonaire est le principal effecteur de la VHP, et a la propriété de se contracter

seule en réponse a I’hypoxie mais que sa réponse est modulée par 1’endothélium.
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L’endothélium semble ainsi jouer un role important de modulateur par I’intermédiaire des
facteurs vasoactifs qu’elle libére en hypoxie et en particulier : le NO, la prostacycline et

I’endothéline-1.

Le NO:
Le NO est une molécule endogéne libéré en partie par les cellules endothéliales et synthétisé a

partir de la L-Arginine et de I’oxygéne par plusieurs enzymes dites NOS synthases (NOS).

Le NO produit par la cellule endothéliale, diffuse a travers la membrane plasmique vers les
cellules musculaires lisses voisines. Dans la cellule musculaire lisse, le NO stimule la
Guanylyl Cyclase (GC), enzyme qui synthétise le Guanosine monophosphate
cyclique (GMPc¢). Le GMPc s’unit ensuite & une protéine kinase GMPc dépendante, une PKG,
qui phosphoryle des substrats, diminuant ainsi la concentration de calcium intracellulaire et la
sensibilité des myofilaments au calcium entrainant une vasorelaxation. Ainsi, la production
basale de NO par la NOS endothéliale maintient le tonus basal de la circulation pulmonaire

dans un état vasodilaté (Figure 16).
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Figure 16 : Réle du monoxyde d’azote dans la vasodilatation de Il'artére pulmonaire.
Abréviations: Ca**: calcium ; CaM : calmoduline ; eNOS : NO synthase endothéliale ; NO :
monoxyde d’azote ; K*: potassium; GCs : guanylyl cyclase soluble ; GTP : guanosine
triphosphate ; GMPc : guanosine monophosphate cycliqgue ; PKG : protéines kinases
dépendante du GMPc ; P : phosphate ; MLCP : phosphatase des chaines légéres de la
myosine (Duong-Quy et al., 2012).

Le role du NO au cours de I’hypoxie fait lui aussi I’objet de discussion.
Une des premicres hypothéses avancée suggere tout simplement qu’en 1’absence d’oxygene,
la diminution de la production de NO contribue a la VHP, par la simple suppression du tonus
basal pulmonaire ou par ’augmentation de la sensibilité des cellules musculaires lisses au
calcium. Pour ce faire, différents inactivateurs du NO ou inhibiteurs de la NOS ont éte
étudiés. Archer et al montre en 1989, que le L-NMMA, un analogue de la L-arginine qui
inhibe la synthése de NO, double I’intensité de la vasoconstriction hypoxique dans un modéle
de poumon perfusé isolé de rat adulte (Archer et al 1989). Cette potentialisation de la

vasoconstriction hypoxique par une inhibition sélective de la synthése du NO a été confirmée
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par d’autres études utilisant divers inhibiteurs de la NOS, L-NMMA, L-NA et L-NAME dans
des préparations de lapins anesthésiés (Persson et al., 1990), des poumons de rats isolés
perfusés (Liu et al., 1991 ; Isaacson et al., 1994 ) et des artéres intrapulmonaires de porcs
isolés (Ogata et al., 1992).

Cependant, d’autres études suggérent quant a elles, que la vasoconstriction hypoxique
provoquerait plutét une libération de NO. Pour Leach et al., en 1994, la contraction
hypoxique de petites et grosses artéres pulmonaires de rat n’est pas modifiée par le L-NA
(Leach et al., 1994). Les effets de directs de I’hypoxie sur la synthese de NO par
I’endothélium pulmonaire ont été également mesurés. Dans des cultures de cellules
endothéliales pulmonaires, la production de facteurs vasorelaxants dépendants de
I’endothélium est réduite par une hypoxie sévere (Po2= 15 mmHg) mais non modifiée par une
hypoxie modérée (Po2= 42 mmHg) (Warren et al., 1989). De plus, la production de NO est
plus élevée dans les cellules endothéliales artérielles pulmonaires exposées a 10 minutes
d’hypoxie (Po2= 37 mmHg) que dans des cellules normoxiques (Hampl et al., 1995). Une
hypoxie aigue (Po2 = 23 mmH) ne modifie pas 1’accumulation de nitrites et de nitrates,
dérivés métaboliques du NO, dans le perfusat de poumon isolé de lapin (Grimminger et al.,
1995). Pour certains auteurs, il apparait donc qu’une hypoxie modérée ne réduit pas et peut

méme au contraire augmenter la production de NO endothélial dans la circulation pulmonaire.

Pour comprendre le rdle de la voie du NO dans la VHP, de nombreuses études se sont
intéressées a la production du GMPc, second messager synthétisé par la GC, elle-méme
activée par le NO. Aprés de nombreuses controverses a ce sujet, I’équipe de Vanhoutte
démontre que I’hypoxie n’a pas d’effet sur la production de GMPc dans un modéle d’artére
isolée de coronaire de porc (Chen et al., 2014; Chan et al., 2011 ). Vanhoutte s’interroge
alors sur le fait qu'une contraction hypoxique requiert la présence de I’endothélium, du NO, et
de la GCs mais curieusement pas du GMPc (De Mey et al., 1983; Chan et al., 2011). En
2014, il propose une nouvelle hypothése : 1’Inosine 3”,5’- cycliqgue monophosphate (IMPc)
serait produite par la GC et cette production serait stimulée par le NO en condition hypoxique.
Plusieurs évidences confirment le role joué par 'IMPc : le taux d’IMPc est €élevé en présence
de NO dans des artéres sans endothélium ou en condition hypoxique chez de arteres pourvues
d’endothélium. Ces effets sont inhibés par 1’0ODQ, un inhibiteur sélectif de la GCs. La
concentration d’IMPc augmente également dans des artéres sans endothélium soumis a

I’hypoxie en présence du composé¢ BAY 58-2667, un activateur de la GC. L’IMPc semble
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ainsi jouer un réle majeur. Des questions restent en suspens. Pourquoi en condition
hypoxique, la GC change de substrat et choisit la formation d’IMPc et non de GMPc ? La
disponibilit¢ plus importante d’ITP en hypoxie ou I’inhibition de 1I’'ITPase en condition
hypoxique peuvent peut étre constituer le début d’une hypothése (Chen et al., 2011). Le réle
de 'IMPc comme médiateur dans la VHP a été étudié : quelle est la cible de I'IMPc ? La
PKA et PKG ne semblent pas étre les cibles classiques. L’IMPc, sur des arteéres coronaires de
porc, active ROCK, ce qui entraine une diminution de I’activité de la phosphatase de la chaine
legére de la myosine (MLCP) et donc une augmentation de la vasoconstriction (Gao et al.,
2007). Rho-kinase semble étre une cible pour I’IMPc. Pour 1’équipe de Vanhoutte, la
formation d’IMPc par la GC est stimulée par le NO en condition hypoxique. Ce changement
est associ¢ a I’activation de ROCK kinase qui entraine une vasoconstriction hypoxique. Des

études supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer cette hypothése (figure 17).
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Figure 17 : Role de 'lMPc comme médiateur dans le VHP.

Abréviation : Ca**: calcium ; eNOS : NO synthase endothéliale ; NO : monoxyde d’azote ;
GCs : guanylyl cyclase soluble; GTP : guanosine triphosphate ; GMPc : guanosine
monophosphate cyclique ; PKG : protéine kinase dépendante du GMPc ; P : phosphate ;
ITP : inosine triphosphate ; IMPc : inosine monophosphate cyclique ; MLCP : phosphatase
des chaines légeéres de la myosine ; ROCK : kinase associée a Rho ; ODQ : inhibiteur de la
soluble GC; Y27632: inhibiteur de ROCK; BAY 58-2667 : activateur de la GCs independent
du NO, DETA NONOate : donneur de NO exogene (Chen et al., 2014).
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D’autres facteurs endothéliaux semblent jouer un role dans la modulation de la

vasoconstriction hypoxique.

La Prostacycline

La prostacycline (PGl2) est un agent vasodilatateur produit par les cellules
endothéliales au niveau de la circulation systémique et pulmonaire. Elle agit en activant
I’adenylyl cyclase ce qui aboutit a I’augmentation de la production d’AMPc. En condition
hypoxique, la production de prostacycline par les cellules endothéliales pulmonaires
augmente atténuant ainsi la VHP (Lumb et al., 2015) (Figure 18).
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Figure 18 : Synthése des prostaglandines (PG) et thromboxane A2 (TXA) a partir de I'acide
arachidonique (AA) par I'action de la cyclooxygénase-1. La PGIl; agit sur son récepteur IP et
permet 'augmentation d’AMPc grace a 'activation de I'adénylyl cyclase. L’AMPc va activer la
PKA qui va phosphoryler la MLCP. La chaine légére de la myosine n’étant plus
phosphorylée, elle ne peut plus se lier a I'actine ce qui conduit a une relaxation des cellules
musculaires lisses vasculaires. Abréviations : IP : récepteur de la PGly; AC : adénylyl
cyclase ; ATP : adénosine triphosphate ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; PKA :
protéine kinase A ; MLCK : kinase des chaines légéres de la myosine ; MLCP : phosphatase
des chaines Iégéres de la myosine ; P : phosphorylation

(D’aprés Amissi et al., 2016).
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Endothéline-1

L’endothéline-1 est un peptide de 21 acides aminés secrété pour I’essentiel par
I’endothélium vasculaire dans 1’espace interstitiel et ayant un effet vasoconstricteur puissant
sur les cellules musculaires lisses. ET1 est le vasoconstricteur le plus puissant connu (Figure
19). Agissant par I’intermédiaire de récepteurs couplés a des protéines G, les récepteurs ETa
et ETs, situés sur les cellules musculaires lisses, 1’endothéline-1 possede de nombreux effets
qui potentialisent la vasoconstriction hypoxique pulmonaire. Le plus important semble étre sa
capacité en condition hypoxique a augmenter la sensibilité des canaux calciques responsables
d’une entrée de calcium dans la cellule. L’endothéline est également impliquée dans le
remodelage vasculaire que I’on peut constater aprés une hypoxie de longue durée. De ce fait,
les antagonistes de 1’endothéline sont utilisées actuellement dans le traitement de
I’hypertension artérielle pulmonaire chronique (Dupuis et al., 2008). La cinétique de
I’endothéline semble plutot longue dans certain modele comme le cochon (Mathew et al.,

1997) et ce qui pose la question de son implication dans la phase initiale rapide de la VHP.
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Figure 19 : Régulation de la synthése de 'ET-1: les voies de production, les récepteurs
ainsi que l'effet sur les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires. La synthése
d’ET-1 débute avec la transcription de préproET-1 qui est clivé par une endopéptidase pour
former le précurseur proET-1(Big ET-1). Big ET-1 est ensuite transformé en peptide mature
par la métalloprotéinase endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1). Deux récepteurs d’'ET ont
été identifiés, ETa que l'on retrouve sur les cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires, son activation permet une vasoconstriction et prolifération cellulaire, alors que
les récepteurs ETg se situent sur les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses
vasculaires pulmonaires et conduisent principalement a une vasodilatation (Remuzzi et al.,
2002).

2.2.3.2.Modulation humorale

Des modulateurs humoraux de la réponse vasculaire a I’hypoxie ont ét¢ mis en
évidence chez I’animal, tel que 1’adénosine, I’histamine ou le 5-hydroxytryptamine. Aucun ne
parait jouer un role important chez I’lhomme (Sylvester et al., 2012). L’angiotensine II a un
effet plutdt vasoconstricteur sur les cellules musculaire lisses du poumon sain humain et

potentialise le VHP dans de nombreuses especes dont I’homme (Cargill et al., 1994).
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2.2.3.3. Réle du systeme nerveux

Le systeme sympathique est responsable de I’innervation des artéres pulmonaires
d’environ 60 um de diamétre mais ne joue aucun réle dans le maintien du tonus vasculaire
pulmonaire basal. Il ne semble pas non plus étre impliquée dans la modulation de la VHP. Il
est par contre impliqué dans le développement de certains cedémes pulmonaires dont les
cedémes pulmonaires de la haute altitude. Le systéme parasympathique, quand a lui, ne

semble pas moduler la VHP.
Ainsi le mécanisme exact impliqué dans la VHP n’est pas complétement élucidé et les
différentes hypotheses émises doivent sans doute coexister a des degrés variables en fonction

de I’espéce, du degré d’hypoxie et du protocole expérimental. Sylvester dans sa revue de

littérature nous offre une belle synthése (Sylvester et al., 2012).

2.3.  Facteurs affectant la VHP

En plus des facteurs physiologiques comme 1’age ou la température, certains médicaments
peuvent interférer avec la VHP. lls existent également une grande hétérogenéité de la réponse
ala VHP.

2.3.1. Médicaments interférant avec la VHP

Tableau 4 : Médicaments interférant avec la VHP

Augmentation de la VHP Diminution de le VHP
Catécholamines Acetazolamide
Almitrine NO inhalé

Inhibiteurs des phospodiesterases

Donneurs de NO

Prostacycline

Antagonistes de I'endothéline

Inhibiteurs calciques

Inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine

Stéroides
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Concernant les catécholamines, les vaisseaux pulmonaires présentent des récepteurs
adrénergiques ou et B2 et des récepteurs dopaminergiques DA. Des études sur 1’animal
montrent que I’adrénaline, la dopamine, la dobutamine, et 1’isoprénaline attenue la VHP
(Piercy et al., 1990, Lejeune et al., 1987). Il existe cependant une grande variabilité des effets
des catécholamines sur la VHP vraisemblablement en raison de la multitude de récepteurs
adrénergiques et d’effets différents entre la circulation pulmonaire et systémique.
Classiquement, [I’utilisation d’agonistes des récepteurs ouadrénergiques, comme la
noradrénaline ou la néosynéphrine qui entrainent une vasoconstriction pulmonaire devraient
augmenter la VHP. Cependant, in vivo, ces substances ne provoquent pas exclusivement une
vasoconstriction pulmonaire mais également une vasoconstriction au niveau de la circulation
systémique. Ainsi leur capacité a améliorer 1I’oxygénation dans des situations cliniques est
plus mitigée. Dans une étude chez des patients avec une atteinte pulmonaire aigue, la
noradrénaline n’a pas montré une amélioration de I’hématose (Papazian et al., 1999). Cet effet
est sans doute le fait de la vasoconstriction généralisée induite par la noradrénaline (Papazian
et al,, 1999). A [l’inverse, on retrouve dans une étude similaire, une amélioration de
I’oxygénation chez 50% des patients avec une atteinte pulmonaire aigue apres administration

de phényléphrine (Doering et al., 1997).

L’almitrine a faible dose augmente la VHP chez le chien anesthésié par un effet
vasoconstricteur spécifique des arteres pulmonaires (Chen et al.,1990). En France I'almitrine
est commercialisé depuis 1982 dans 1’indication d'insuffisance respiratoire avec hypoxémie
en rapport avec une bronchopneumopathie chronique obstructive (Bury et al., 1989). En
administration chronique, I’almitrine a ét¢ impliquée dans la survenue de neuropathie
périphérique (Gherardi et al., 1985). Ainsi en 2013, I'Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé (ANSM), en France, considere que « l'efficacité des
médicaments contenant de l'almitrine s’avére insuffisante alors que persistent des
préoccupations en matiere de sécurité d’emploi principalement neuropathies périphériques et

perte de poids.
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2.3.2. Héterogénéité de la réponse a la VHP

Visscher en 1962, suggeére que la vasoconstriction pulmonaire est inégale et hétérogene ;
seules quelques zones pulmonaires bénéficieraient de la vasoconstriction « protectrice »
tandis que les autres zones pulmonaires recevant elles un flux plus important de sang seraient
soumis a des dommages capillaires (Visscher et al., 1962). En 1985, une étude chez le porc
utilisant des microspheres a mis en évidence la distribution spatiale hétérogene de la VHP
(Hlastala et al., 2004). Chez I’homme, c’est le développement de I'IRM qui a permis de
démontrer le caractére hétérogéne de la VHP et en particulier en cas d’cedéme du a la haute
altitude (Dehnert et al., 2006) (Figure 20).
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Figure 20 : Hétérogénéité de la réponse a la
VHP chez I'homme. Réalisation d’imagerie par
résonnance magnétique chez des sujets sains
respirant un mélange a 12% oxygene (Sao2 73%-
77%). La couleur indique lintensité du signal qui
représente la perfusion du parenchyme pulmonaire
(De 0 en noir au maximun en blanc).

D’aprés Dehnert et al., 2006
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2.4. Les différents Modéles experimentaux étudiant la VHP

2.4.1. Les différents modéles

Différents modeles expérimentaux existent pour étudier le phénomeéne de VHP : des
vaisseaux isolés a I’animal entier. Comme tous modeles expérimentaux, ceux-ci présentent
des limites et possédent des contraintes. L’hypoxie a été étudié dans différents modeles
(vaisseaux pulmonaires isolés, poumon isolé ex vivo, ou I’animal entier) et dans de
nombreuses espéces (chien, porc, chat, rat, souris). Nous avons utilisé dans nos recherches le
mode¢le d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés d’artéres pulmonaires proximales et distales

de porc. C’est pourquoi nous détaillerons plus particuliérement ce modele.
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2.4.1.1.Modéle des vaisseaux pulmonaires isolés

Les artéres pulmonaires de porcs sont issues du bloc cceur-poumon provenant de
I’abattoir de Strasbourg. La dissection des artéres pulmonaires est réalisée au laboratoire et les
premieres branches de bifurcation sont prélevées. Les artéres sont ensuite dissequées sous
loupe binoculaire (grossissement x20) afin de les individualiser et d’enlever les tissus
conjonctifs et adipeux qui les enveloppent. Ces tissus peuvent produire des interférences lors
de ’expérimentation. Les vaisseaux sanguins sont découpés en anneaux d’une longueur de 2-
3 mm pour les artéres pulmonaires porcines. Pour certains anneaux, la préparation est
complétée par le retrait mécanique de leur endothélium (introduction d’une pince dans la

lumiere qui frotte sur la surface de I’intima a raison de 20 rotations de la pince).
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Figure 21 : Représentation et fonctionnement des chambres & organes isolés (Luscher and
Vanhoutte, CRC Press, 1990)
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Montage dans les chambres a organes isolés

Les anneaux sont montés entre deux crochets puis plongés dans les cuves a organe
isolé contenant une solution physiologique de Krebs oxygénée par du carbogéne (95% O2 +
5% CO2) et maintenue a 37°C. Les crochets sont reliés a un capteur de tension isométrique
qui est relié a un amplificateur et & un ordinateur (Figure 21).

Une fois le montage effectué, les anneaux sont placés sous une tension de 2 g pour les
arteres pulmonaires proximales de porc et 1,5 g pour les artéres distales de porc. Ces tensions
représentent respectivement pour chaque vaisseau la tension optimale reproduisant les
conditions physiologies et permettant d’avoir une réponse contractile maximale. La
détermination de cette tension optimale est établie d’aprés les données de la littérature et les
expériences préliminaires déja réalisées au sein du laboratoire. Pour chaque préparation, les
anneaux sont tendus a leur tension optimale pendant 30 min: on parle de phase
d’équilibration. Vient ensuite la phase de sensibilisation permettant d’évaluer la contraction
maximale du vaisseau. En premier lieu les anneaux sont exposés a une solution dépolarisante
de KCI (80 mM) pour déterminer la capacité maximale de contraction et la vitalité du
vaisseau. Les vaisseaux sont ensuite lavés a trois reprises avec de la solution de Krebs puis
équilibrés durant une période de 30 min. Les vaisseaux sont ensuite exposés a un agent
contracturant spécifique a chaque type d’anneau: la phénylephrine pour les arteres
proximales de porc et le U46619, analogue du thromboxane Az pour les artéres pulmonaires
plutét distales de porc (Glusa et al., 2000). L’emploi de cet agoniste permet d’évaluer si la
préparation est utilisable. Ainsi, seuls les vaisseaux qui répondent par une élévation de tension
d’au moins 60% apres 1’exposition a ’U46619 seront considérés comme exploitables.

La présence d’un endothélium fonctionnel est ensuite vérifiée par I’exposition du
vaisseau a une dose de bradykinine (1077 M) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
Respectivement, sont classés dans le groupe des vaisseaux avec endothélium fonctionnel (E+)
les vaisseaux qui exhibent plus de 60% de relaxation et dans le groupe sans endothélium (E-)

ceux qui exhibent une relaxation inférieure a 15% de la tension de base définie.

Mise en condition hypoxique

Afin d’exposer les anneaux a des conditions hypoxiques, le mélange du gaz est
modifié : arrét du carbogene (95% Oz + 5% CO2) et mise en place d’un mélange contenant
95 %Nz et 5%, de CO2. Le degré d’hypoxie effectif dans la cuve est mesuré par une sonde de
type électrode. (Microélectrode Licox). La majorité des études mettent en évidence la
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nécessité d’une precontraction des vaisseaux isolés afin de pouvoir observer une
vasocontraction mesurable et reproductible (Sylvester et al., 2012). Ainsi les anneaux sont pré
contractés avec du U46619 afin d’obtenir une contraction correspondant a 20% de la

contraction maximale. L hypoxie peut ensuite commencer.

2.4.1.2.Modéle de perfusion ventilation pulmonaire ex vivo

Le modeéle de perfusion ventilation pulmonaire ex vivo consiste a ventiler et perfuser
des poumons en dehors de 1’organisme dans une enceinte fermée, en contrélant le débit, la
température de perfusion, les parameétres de ventilation, la température et 1’hygrométrie de
I’enceinte, et 1’asepsie des poumons (Figure 22). Le circuit se compose essentiellement, outre
d’une enceinte dans laquelle sont déposés les poumons, d’une pompe centrifuge de
circulation, d’un échangeur thermique et d’un respirateur connect¢ a la trachée via une sonde
d’intubation ou une trachéotomie. Certaine équipe utilise une pompe centrifuge de circulation
extracorporelle (CEC), un oxygénateur membranaire, un filtre anti-leucocytes, et un
échangeur. La solution de perfusion (ou perfusat) entre dans le poumon via une canule
connectée a I’artére pulmonaire. Le retour veineux est généralement passif, des veines
pulmonaires jusque dans un réservoir contenu ou non dans I’enceinte. Ce type de modéle peut
étre réalisé chez le petit rongeur comme le rat ou le porc. Dans ce modele, il est aisé

d’appliquer un milieu hypoxique par la ventilation en utilisant un mélange hypoxique.
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Figure 22 : Modéle perfusion ventilation pulmonaire ex vivo
(D’aprées Nelson et al., 2015)
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2.4.1.3.Mod¢le d’hypoxie chez 1’animal entier

Le modele classique d'exposition d’un animal entier a une hypoxie induit une
vasoconstriction pulmonaire, suivie d'un remodelage artériolaire aboutissant a ce qu’on
appelle I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Les données expérimentales animales
confirment que le remodelage artériolaire fait rapidement suite a la constriction hypoxique
initiale. La vasoconstriction hypoxique est rapide, puisqu'elle résulte essentiellement d'une
inhibition de canaux potassium voltage-dépendants des cellules musculaires lisses avec une
modulation endothéliale. La séquence temporelle du remodelage hypoxique est moins bien
connue. Le modele expérimental d'hypertension pulmonaire hypoxique le plus souvent utilisé
recourt au petit rongeur, rat ou souris, soumis a une hypoxie normobare ou hypobare pendant
deux a trois semaines, parfois davantage. Ce type de modele est intéressant pour étudier le
mécanisme de ’HTAP et beaucoup moins pour étudier le phénomene de vasoconstriction
hypoxique. D’autres modeles comme 1’hypoxie localisée chez 1’animal entier sont sans doute

plus intéressants pour notre problématique.

2.4.2. Les limites des modéles et difficulté d’étude

La majorité des études ont été réalisées a partir de cellules provenant d’artéres
pulmonaires proximales ou d’anneaux vasculaires isolés. Nous savons maintenant qu’ils
existent des différences régionales dans la réactivité vasculaire pulmonaire, entre espece mais
aussi interindividuelle.

Pour exemple, la structure et la composition des cellules musculaires lisses sont
hétérogenes et quatre phénotypes ont été identifiés au niveau des artéres pulmonaires, a
différents stades du développement (Frid et al., 1994). Trois types de cellules musculaires
lisses dans I’artére pulmonaire peuvent étre distingués d’un point de vu pharmacologique,
morphologique et éléctrophysiologique (Albarwani et al., 1995). Ces cellules sont
caractérisées par des criteres éléctrophysiologiques et leur type de canal potassique dominant.
Les cellules Kca ont une prédominance de canaux Kca, les cellules Kpr de canaux Kor et les
cellules mixtes sont caractérisées par la présence des deux types de canaux potassiques Kca et
Kpbr. La répartition de ces cellules est différente selon leur localisation proximale ou distale

dans D’artére pulmonaire (Archer et al., 1996). Les artéeres proximales contiennent de
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nombreuses cellules musculaires lisses Kca; les artéres de résistance ont une majorité de
cellules Kpr et peu de cellules Kca.

L’hypoxie dépolarise les cellules Kpr par une inhibition réversible et rapide des canaux Kpr
qui contrélent le potentiel de membrane au repos. Le NO hyperpolarise les cellules Kca par
une ouverture des canaux Kca (Archer et al., 1996). Le corollaire fonctionnel de cette diversité
éléctrophysiologique est la contraction en hypoxie des vaisseaux résistifs riches en cellules
Kor et la réponse plutdt bi phasique avec une relaxation prédominante en hypoxie des
vaisseaux proximaux.

La réactivité vasculaire pulmonaire a I’hypoxie est variable, en outre, selon les especes
et dans une méme espéce selon les individus. Cette variabilité interindividuelle résulte de
I’influence plus ou moins marquée de certains systémes de régulation dépendant des
conditions physiologiques propres a chaque individu. La complexité des mécanismes de la
vasoconstriction hypoxique et la variabilité régionale de la réactivité vasculaire pulmonaire
rendent particulierement difficile ’interprétation des résultats des études portant sur les effets
pharmacologiques des différentes substances.

Il nous a donc paru utile d’étudier la VHP et de tester nos hypothéses dans un modele
d’hypoxie sur des vaisseaux isolés d’artéres pulmonaires de porc. Nous avons choisi le porc,
parce que le phénomene de VHP y est particuliérement important (De Canniére et al.,1992) et
que le poumon de porc est assez grand pour permettre une dissection précautionneuse des
arteres pulmonaires distales. Aprés avoir testé notre hypothése sur des artéres pulmonaires
proximales, nous nous sommes intéressées aux 7°™ branches de division, car c’est a ce
niveau que le phénoméne de VHP serait le plus soutenu. Nous avons ainsi mesuré les
variations de tension isométrique d’anneaux vasculaires isolés, la VHP semblant plutét étre

un phénomene local.
3. Les Implications cliniques de la VHP : de la physiologie a la pathologie

Dans de nombreux cas, la VHP doit étre considérée comme un mécanisme
physiologique : I’organisme s’adaptant ainsi de maniére bénéfique a une situation. Dans

d’autres cas au contraire, la VHP est plutdt délétére pour 1’organisme et doit étre reconnue

puis traitée.
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3.1. Circulation feetale et in vivo

In utéro, I’oxygénation du feetus est assurée par le placenta et non par les poumons. La
circulation feetale est organisée pour privilégier la circulation systémique a la circulation
pulmonaire en assurant un maximum de débit au niveau du placenta (Figure 23). Ainsi les
résistances vasculaires pulmonaires sont élevées et la circulation pulmonaire ne représente
que 10 % du débit cardiaque total. Le niveau élevé des résistances vasculaires pulmonaires
résultent de plusieurs mécanismes : I’immaturité des vaisseaux pulmonaires aux parois
épaissses, la présence d’cau dans les alvéoles et surtout la VHP. Dés D’instant que la
circulation pulmonaire se développe chez le feetus, la VHP est présente et active. La balance
vasoconstricteur—vasodilatateur est franchement en faveur des vasoconstricteurs chez le
feetus. Le mécanisme d’action de la VHP chez le feetus est différent de celui de 1’adulte
(Gnanayem et al., 2001). Les canaux potassiques jouent comme chez 1’adulte un réle central,
mais c’est le sous-type qui differe : alors que les canaux Kvsont impliqués chez I’adulte, ce
seraient des canaux potassiques calciques dépendant BKca qui seraient impliqués chez le
feetus (Gnanayem et al., 2001).). L’endothéline semble également jouer un rdole dans le

maintien des résistances vasculaires pulmonaires chez le feetus (Ivy et al., 2000).
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Figure 23 : Circulation feetale in-utero
Source : UNF3S
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A la naissance avec le premier cri, les résistances vasculaires pulmonaires s’effondrent
et la circulation pulmonaire se met en place. Au cours des premieres semaines de vie, les RVP
vont continuer a diminuer progressivement rendant sensible le nouveau-né a toute variation
hémodynamique. Hypoxie comme acidose peuvent entrainer une vasoconstriction pulmonaire
qui conduirait a un retour a une circulation sanguine de type feetale a faible débit pulmonaire.
Cette absence d’adaptation des résistances vasculaires pulmonaires peut favoriser 1’apparition
d’une hypertension artérielle pulmonaire (Lumb et al., 2015).

Ainsi, la situation du nouveau- né a la naissance est fragile, et le phénoméne de VHP joue un

role plus ou moins important dans cette instabilité.

3.2.Régulation du rapport ventilation/perfusion et VHP

3.2.1. VHP et poumon sain

Chez I’adulte, 1’adéquation entre le rapport ventilation alvéolaire (V) et perfusion (P)
est primordiale pour optimiser les échanges gazeux et en particulier assurer une bonne
oxygeénation. La ventilation alvéolaire globale et le débit sanguin pulmonaire étant a peu pres
similaires de I’ordre de 5 I/min, le ratio V/P global est de 1’ordre de 1. Ceci n’est cependant
pas le cas quand on regarde les débits régionaux. Prenons le cas extréme ou toute la
ventilation alvéolaire pulmonaire se dirigerait vers un seul poumon et le débit sanguin
pulmonaire vers 1’autre, le ratio V/Q resterait égal a 1 mais aucun échange gazeux ne pourrait
se faire (Figure 24).
La VHP est un mécanisme d’adaptation qui permet de réduire le flux sanguin dans les zones
pulmonaires ou la Poz est basse. De ce fait, la VHP semble jouer un role dans la régulation du

rapport ventilation sur perfusion.

3.2.2. VHP et poumon pathologique

Des études chez ’homme ont permis de montrer que 1’obstruction au niveau d’une voie
aérienne entraine rapidement la diminution d’environ 50% du débit sanguin dans cette zone
mal ventilée (Morell et al., 1995). Des études similaires sur I’animal mettent en évidence les
mémes faits en cas de zone pulmonaire collabée (Domino et al., 1983). Pouvons-nous dire
alors, que les changements dus a la VHP peuvent étre bénéfiques pour les patients atteints de
maladies respiratoires tels que 1’asthme, la BPCO ou les Iésions pulmonaires aigues ? La

réponse semble étre oui (Sylvsester et al., 2012) (Figure 24).
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A Normal

V=5 L/min
PO, = 150 mmHg

Q=5 Umin
CpOs= 15.1vol%
Sm/O2= 75%
P02 = 40 mmHg

V, = 2.5 L/min
Ch =2.5 L/min
Vy/Q, =1

V, = 2.5 Umin
Q, = 2.5 Umin
V,/Qy =1

Ca0;, =19.7 vol%
S,0, = 98%
P,0, = 100 mmHg

B. Rapport ventilation /perfusion sans VHP

V; = 0 L/min
(')1 =2.5L/min
V4/Q;=0

V, =5 L/min
C)z =2.5L/min
Vy/Q,p=2

C,0, =17.4 vol%
S0, =87%
P,O, = 52 mmHg

C. Rapport ventilation /perfusion avec VHP

V; =0 Umin . V, =5 Lmin
Q, =1 Umin Q, =4 Umin
V4/Q;=0 Vo/Qy=1.25

C,0, = 18.8 vol%
S,0, =93%
(55% correction)
P,O, = 68 mmHg
(33% correction)

Figure 24 : Rapport ventilation /perfusion chez le patient. Intérét de la VHP
situation pathologique.
D’aprés sylverster et al., 2012.
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En cas d’asthme, la VHP permet de maintenir un rapport ventilation/ perfusion optimal au
cours du traitement aigue par des bronchodilatateurs. A 1’inverse, en cas d’asthme stable
ou d’un asthme sous ventilation, respirer 100% d’oxygeéne aggrave le rapport ventilation

sur perfusion et augmente le shunt.

En cas de BPCO, la VHP est réduite mais permet tout de méme d’optimiser le rapport
ventilation/ perfusion, de diminuer le shunt et ainsi améliorer I’oxygénation. L’almitrine,
en favorisant la VHP, permettait d’augmenter la Pao2 de 52 & 59 mmHg chez le patient
BPCO (Melot et al., 1983). A T’inverse, I’inhibition de la VHP par des inhibiteurs
calciques tels que la nifédipine (Kennedy et al., 1984) ou par des inhibiteurs des
phosphodiesterases (Sildenafil) (Blanco et al., 2010) aggrave 1’état respiratoire des
patients BPCO.

En cas de lésions pulmonaires aigues, la VHP est réduite mais 1’effet restant est suffisant

pour équilibrer le rapport ventilation/ perfusion et réduire le shunt.

En cas d’atélectasie ou de pneumopathies, la VHP permet de rediriger le sang des zones
hypoxiques vers les zones bien ventilées, améliorant ainsi le statut respiratoire. Dans ces
cas-la, la VHP est un phénoméne rapidement réversible en cas de la levée de I’atélectasie

ou de la guérison du foyer infectieux pulmonaire.

En cas d’cedéme pulmonaire de haute altitude, la VHP joue un réle primordial. Les sujets
susceptibles de développer un cedéme pulmonaire de haute altitude présentent une reponse
exagerée du phénomene de VHP ce qui les exposent au risque de fuite capillaire et donc
d’cedéme pulmonaire. Il y a une « surperfusion » des zones non contractées. Certaines
substances qui inhibent la VHP comme les inhibiteurs calciques (Bartsch et al., 1991;
Hackett et al., 1980 ) réduisent I’incidence des cedéme pulmonaire de haute altitude de 63
a 10 % et sont utilisées a 1’heure actuelle pour prévenir et traiter 1’cedéme pulmonaire

de haute altitude.
Ainsi dans certains cas, et en particulier chez les patients porteurs de pathologies

respiratoires, la VHP a un role protecteur de 1’hématose en optimisant le rapport

ventilation/perfusion.
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Hypotheses de travalil

L’urapidil est un antihypertenseur d’action mixte centrale et périphérique. Cet effet
antihypertenseur est la conséquence d’une action antagoniste sur les récepteurs alpha-1
adrénergiques post synaptiques périphériques et d’une baisse du tonus sympathique par action
centrale qui pourrait impliqué a la fois un blocage des récepteurs alpha-1 et une activité
agoniste sérotoninergique sur les récepteurs 5HT1a qui limite la survenue d’une tachycardie
reflexe. Cette Tachycardie reflexe, fréquemment retrouvée avec les inhibiteurs calciques,
traitement classique de I’hypertension artérielle, peut étre a la fois génante pour le patient et
délétére dans certaines situation (Hypertension artérielle du patient coronarien). Malgré cette
meilleure tolérance, les indications de 1’urapidil restaient limitées. A 1’heure actuelle,
’urapidil présente pour de nombreuses équipes un intérét grandissant dans certaines
indications particuliéres telles que 1’hypertension artérielle dans la pré-éclampsie,
I’hypertension artérielle periopératoire, et I’ I’hypertension artérielle chez le patient présentant

une pathologie respiratoire.

L’objectif premier de ce travail a été de caractériser les effets périphériques
vasculaires sérotoninergiques de 1’urapidil sur différents lits artériels et dans différentes
especes, vu la diversité des effets médiés par les récepteurs sérotoninergiques, leurs nombreux
types, et leurs localisations encore imparfaitement connue. En effet, alors que 1’implication
des récepteurs alpha-1 adrénergiques dans I’effet périphérique de 1’urapidil a été largement

étudiée, le role des récepteurs sérotoninergique 5HT1a est bien moins connu.

En 2012, Cotte et collégues, suggérent a propos d’un cas clinique, d’éviter ’utilisation des
inhibiteurs calciques classiques chez des patients présentant une atteinte respiratoire aigue
lorsque la VHP est essentielle pour prévenir une hypoxie aigué. En effet, les inhibiteurs
calciques en inhibant la VHP aggravent un état respiratoire déja précaire. 1ls proposent alors
d’utiliser préférenticllement 1’urapidil qui permet une meilleure oxygénation des tissus. Le
deuxiéme objectif de ce travail a été de déterminer les effets de 1’urapidil, de la nicardipine et

de la clévidipine (un nouvel inhibiteur des canaux calciques voltage-dépendents d’action
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rapide) sur la vasoconstriction hypoxique pulmonaire et de caractériser les mécanismes
impliqués dans la vasoconstriction hypoxique et la modulation par les deux classes

d’antihypertenseurs.

Cette démarche est rassemblée dans deux articles successifs :

Article 1: Ce travail a étudié le r6le des récepteurs alpha-1 adrénergiques et des récepteurs
sérotoninergique 5HT1a dans I’effet périphérique de 1’urapidil dans différents lits vasculaires
et différentes espéces : artéres pulmonaires et coronaires de porc, aorte de rat et artéres

pulmonaires humaines.
Article 2 : Ce travail a consisté a mettre en place le modéle de vasoconstriction hypoxique

d’artéres pulmonaires proximales et distales de porc dans le laboratoire et de comparer les

effets de I’urapidil et des inhibiteurs calciques sur le phénomene de VHP.
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Article 1






PREMIER ARTICLE

Introduction

L’urapidil, antihypertenseur vasodilatateur, a été commercialis¢é sous le nom
d’Eupressyl® par le laboratoire Byk France en 1988. Depuis cette date, I’urapidil a conquis
une place importante dans 1’arsenal thérapeutique antihypertenseur, en raison d’une tolérance
particulierement satisfaisante. Ainsi, 1’urapidil ne présente pas de tachycardie reflexe
contrairement aux inhibiteurs calciques, antihypertenseurs classiquement proposés en
premiere intention. Malgré cela, son indication reste limitée a 1’hypertension accompagnée
d’une atteinte viscérale menagant le pronostic vital a trés court terme. Cette restriction dans
ses indications peut s’expliquer par un mécanisme d’action complexe et non completement
élucidé. Une meilleure compréhension du mécanisme d’action de cet antihypertenseur
particulierement bien toléré, en particulier en périphérie et dans le lit vasculaire pulmonaire,
permettrait peut étre d’¢largir son intérét a deux types d’hypertension secondaire : I’HTA de

la femme enceinte et d’autre part et ’HTA du patient présentant une pathologie respiratoire.

L’urapidil (U), antihypertenseur vasodilatateur agit par deux mécanismes au moins: I'un
périphérique par blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques et 1’autre central par
stimulation des récepteurs 5-HT1a serotoninergiques et sympathoinhibition (Frozard et al.,
1987; Saxena et al., 1990). Par son action alpha-1 bloquante, I'urapidil est responsable d'une
vasodilatation artérielle et veineuse dans les circulations systémique et pulmonaire, entrainant
une baisse de la pression artérielle par diminution des résistances vasculaires systémiques et
artérielles pulmonaires (Valenta et al., 1990). Son action sur les récepteurs alpha-1
adrénergiques est bien connue et serait responsable de la majeur partie de son action (Saxena
et al., 1990; Van Zwieten et al., 1990; Gross et al., 1987; Grohs et al., 1992). L’urapidil agit
également par un mécanisme central par stimulation de récepteurs 5-HT1a sérotoninergiques
localisées au niveau de la région ventromedullaire du cerveau. Cependant, I’implication de

récepteurs périphériques 5-HT1a ne doit pas étre exclue. En effet, la sérotonine induit une
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relaxation endothélium dépendant dans de nombreux modéles de vaisseaux isolés : artéres
coronaires de porc (Vanhoutte et al., 1998) , arteres pulmonaires de porc (Glusa et al., 1996)
et arteres pulmonaires humaines (Despoix et al., 2009). Les récepteurs sérotoninergiques
impliquées dans 1’effet vasculaire vasodilatateur de la sérotonine sont de différents types et
dépendent de nombreux facteurs dont I’espéce et le lit vasculaire. Ainsi 1’effet vasodilatateur
endothélium dépendant de la sérotonine serait médié par les récepteurs de type 5-HTip dans
des artéres coronaires de porc et de type 5-HT2s pour les artéres pulmonaires de porc. De
plus, des récepteurs de type 5-HT1a seraient impliquées dans la relaxation dans un modéle de
vaisseaux isolés d’aorte de rat.

L’implication éventuelle des récepteurs 5-HT1a sérotoninergiques périphériques dans
I’action de 1’U sont mal connus. Le but de cette étude expérimentale in vitro est de participer
a la caractérisation des effets vasculaires sérotoninergiques de 1’U sur différents lits artériels
et dans différentes espéces, vu la diversite des effets médiés par les récepteurs

sérotoninergiques, leurs nombreux types, et leurs localisations encore imparfaitement connue

Méthodes: En accord avec le Comité Régional d’Ethique en Matiére d’expérimentation
Animale (AL/01/09/09/05), les vaisseaux sanguins étudiés sont de 4 types: artéres coronaires
circonflexes (n=4) et pulmonaires (n=4) de porc issues de prélévements cceur-poumons,
aortes de rats Wistar males (n=4) et artéres pulmonaires humaines (n=4) issues de tissu
pulmonaire destiné a 1’incinération (autorisation CPP n°5002). Ces vaisseaux sont découpés
en anneaux de 2 a 4 mm de diametre et montés sur des capteurs de tension dans des chambres
a organes isolés contenant une solution physiologique de Krebs, afin d’évaluer leur réactivité
in vitro a différents agents pharmacologiques. Les réponses a 1’U, la sérotonine (ligand
5HT1a physiologique) et PTOHDPAT (agoniste 5-HT1a spécifique), ont été évaluées (10 a
10° M), en présence de kétanserine (antagoniste 5-HT2), sur ces différents lits vasculaires. La
comparaison des groupes est réalisée par analyse de variance pour mesures répétées (logiciel
PC GraphPad Prismv5.0, La Jolla CA, USA).

Résultats :

Nos résultats experimentaux montrent que 1’urapidil n’entraine pas de relaxation endothélium
dépendante des arteres coronaires et pulmonaires de porc, contrairement a la sérotonine,
agoniste spécifique pris pour contrdle. Ces résultats impliquent soit 1’absence de récepteurs
périphériques 5HT1a sur les artéres coronaires et pulmonaires de porc soit 1’absence d’action

de I’urapidil sur ces récepteurs dans ces territoires.
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Nous avons ensuite voulu étudier les effets de I’urapidil et du 8-OH-DPAT ((8-hydroxy-2-(di-
n-propylamino) tetralin, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), agoniste avec une haute
spécificité des récepteurs sérotoninergiques 5-HT1a) sur 1’aorte de rat. Nous n’avons retrouvé
aucune réponse relaxante ni du 8-OH-DPAT ni de 'urapidil dans ce modéle d’aorte de rat.
La présence de récepteurs 5HT1a au niveau de I’aorte de rat reste donc a confirmer. En
revanche, les effets antagonistes alpha 1 adrénergiques de 1’urapidil sur ’aorte de rat sont
¢évidents. Cet effet semble méme plus important lorsque I’endothélium est absent ou
dysfonctionnel, ce qui laisse penser que 1’urapidil serait plus actif sur des vaisseaux 1ésés, en
situation pathologique.

En conclusion, I’ensemble des données obtenues montrent que les récepteurs 5HTia
périphériques ne semblent pas impliqués dans les effets vasculaires périphériques de
I’Urapidil, qui seraient principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha 1
adrénergiques. Les resultats préliminaires obtenus sur les arteres pulmonaires humaines

confirment ceux obtenus sur 1’animal.
Discussion :

L’absence d’effet relaxant direct de 1’urapidil sur les différents lits vasculaires étudiés indique
I’absence de récepteurs 5-HT1a sur ces vaisseaux. Ainsi, les récepteurs 5-HT1a périphériques
ne semblent pas impliqués dans 1’action périphérique vasorelaxante de 1’urapidil, résultant

principalement du blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques.

La différence de décalage vers la droite de la courbe de contraction a la phényléphrine en
présence ou en absence d’endothélium, laisse supposer que 1’urapidil pourrait étre plus

efficace sur des vaisseaux pathologiques

Des études complémentaires sur d’autres lits vasculaires sont nécessaires afin de confirmer

ces hypotheses.
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Urapidil (Eupressyl") an antihypertensive drug acting as an o; antagonist and a 5-HT; 4 agonist, may be of
special interest in the treatment of hypertension associated with preeclamptic toxaemia and hypoxia-
induced pulmonary arterial vasoconstriction. However, the effect of urapidil on vascular tone has been
poorly investigated. Vascular reactivity was evaluated using pulmonary and coronary arteries from 36
pigs, aortae from 22 rats and 9 human pulmonary artery samples suspended in organ chambers. Con-
centration-relaxation curves either to urapidil, 5-HT, or the 5-HT; receptor agonist 8-OH-DPAT were
constructed after pre-contraction of rings. Pig pulmonary and coronary artery rings were contracted with
U46619, a thromboxane mimetic, rat aortic rings with either endothelin-1 or phenylephrine, and human
pulmonary artery rings with U46619 or phenylephrine. Urapidil markedly inhibited phenylephrine-in-
duced contractions in rat aortic rings with and without endothelium with a more pronounced effect
observed in rings without endothelium. Both 5-HT and 8-OH-DPAT failed to induce relaxation in rat
aortic rings with an intact endothelium. 5-HT, but not urapidil and 8-OH-DPAT, induced a concentration-
dependent relaxation in the porcine coronary and pulmonary artery rings with an intact endothelium
(P<0.05). 5-HT and phenylephrine but not urapidil caused concentration-dependent contractions in
human pulmonary artery rings. The present findings, while confirming that urapidil is a potent inhibitor
of oij-adrenoceptor-induced contraction, do not support the role of 5-HT;4 receptor activation in the
control of the vascular tone of the different types of arteries tested in response to urapidil. In addition,
they indicate that urapidil seems to preferentially target arteries with endothelial dysfunction.
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1. Introduction

Urapidil, is a vasodilator which is currently used as an anti-
hypertensive agent; it was initially commercialized in 1988 as
Eupressyl” by Byk France Pharmaceuticals. Since its initial com-
mercialization, urapidil is widely used in the treatment of hy-
pertension mostly due to better patient tolerance. The treatment
with urapidil is not associated with a reflex tachycardia in contrast
to other antihypertensive vasodilators such as calcium channel
blockers (Shebuski and Zimmermann, 1984). However, its ap-
proved indication remains limited to hypertensive patients with
visceral complications and with an imminent life threatening si-
tuation [Eupressyl” SPC]. Such a restricted indication for urapidil is
mostly due to the fact that its mechanism of action is complex and
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bourg, 74, route du Rhin-BP 60024, 67401 Illkirch, France.
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still only partially understood. A better knowledge of the anti-
hypertensive action of urapidil is needed since it is likely that such
a well-tolerated antihypertensive agent might also be of interest in
the treatment of several other types of secondary hypertension
such as for example in pregnancy and in patients with respiratory
disease (Cotte et al., 2012).

Urapidil has been shown to have a dual action: firstly it works
as a selective oj-adrenoreceptor antagonist and secondly as an
agonist of 5-HT 4 receptors in the central nervous system (Frozard
et al., 1987; Saxena and Villalon, 1990). The a;-adrenergic receptor
blocking action of urapidil causes a reduction of vascular tone,
thus promoting both arterial and venous vasodilatation in the
systemic and the pulmonary circulations leading to a reduced
systemic and pulmonary arterial resistance, resulting ultimately in
a decreased blood pressure (Valenta et al., 1990). The peripheral
aq-adrenoceptor blockade has been suggested as the major effect
contributing to the antihypertensive action of urapidil (Saxena and
Villalon, 1990; Van Zwieten et al., 1990; Gross et al., 1987; Grohs
et al,, 1992). In addition, urapidil has also been shown to reduce
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blood pressure by activating 5-HT;, receptors in the ven-
tromedullary region of the brain (Saxena and Villalon, 1990; Van
Zwieten, 1994). However, the possibility that urapidil might also
activate 5HT,4 receptors localized in peripheral blood vessels to
reduce vascular tone remains to be assessed.

Serotonin has been shown to induce endothelium-dependent
relaxation of several types of isolated blood vessels such as the
porcine coronary artery (Vanhoutte, 1998), the porcine pulmonary
artery (Glusa and Roos, 1996; Roos and Glusa, 1998), and the hu-
man pulmonary artery (Despoix et al., 2009). Serotonin-induced
endothelium-dependent relaxation has been suggested to involve
5-HT receptors similar to the 5-HT;p receptor subtype in the pig
coronary artery (Schoeffter and Hoyer, 1990) and the 5-HT,p re-
ceptor subtype in the pig pulmonary artery (Glusa and Pertz,
2000). Moreover, 5-HT4 receptors have been involved in the
5-HT-induced relaxation in the rat aorta (Kozhevnikova and Av-
donin, 2010). The aim of the present study is to determine the
ability of urapidil to cause relaxation of different types of blood
vessels including the pig coronary artery, the pig pulmonary ar-
tery, the rat aorta and the human pulmonary artery and, to de-
termine the role of 5-HT;, receptors.

2. Materials and methods
2.1. Vascular reactivity studies

2.1.1. Pig coronary and pulmonary arteries

The lungs and hearts from pigs were obtained from the local
abattoir. The proximal branches of pulmonary arteries and the left
anterior descending coronary arteries were dissected, cleaned of
connective tissue and cut into rings (pulmonary arteries: 3-4 mm
in length, coronary arteries: 4-5 mm in length). In some rings, the
endothelium was removed by rubbing the intimal surface of rings
with a pair of forceps. The rings were suspended in organ baths
containing oxygenated (95% O, and 5% CO,) Krebs bicarbonate
solution (composition in mM: NaCl 119, KCl 4.7, MgSO,, 1.17,
KH,POy4, 1.18, NaHCO3, 14.9, CaCl,, 2.5, glucose, 5.5, pH 7.4 at 37 °C).
Following equilibration for 90 min under an optimal resting ten-
sion of 5¢g for pig coronary artery rings and 2 g for pulmonary
artery rings, the rings were contracted with KCI (80 mM) to check
their reactivity. After a 30-min washout period, rings were con-
tracted with the thromboxane mimetic U46619 (108 M) to about
80% of the maximal contraction before the addition of bradykinin
(3107 M) to check for the presence of a functional endothelium.
After washout and a 30-min equilibration period, the rings with
endothelium were contracted again with U46619, before con-
struction of a concentration-relaxation curve to either urapidil,
serotonin or 8-OH-DPAT ((+/—)— 8-Hydroxy-2-(di-n-propylami-
no) tetralin hydrobromide) a selective 5-HT; 4 receptor agonist) in
the presence of ketanserin (10~ M, a 5-HT, receptor antagonist)
to prevent the 5-HT, receptor-mediated contractile response of
the vascular smooth muscle. A concentration-contraction curve to
urapidil and serotonin was also performed in endothelium-de-
prived rings to determine their direct action on the vascular
smooth muscle.

2.1.2. Rat aorta

The study conforms to the guidance for the Care and Use of
laboratory Animals published by the US National Institute of
Health (NIH publication No. 85-23, revised 1996). The present
protocol was approved by the local Ethics Committee (Comité
Regional d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale, ap-
proval AL/01/09/09/05). Male Wistar rats (12-18 weeks-old) were
euthanized with pentobarbital (50 mg kg~ i.p.). After dissection,
the aorta was placed in Krebs solution and stripped of connective

tissue, then subsequently cut into rings (2-3 mm in length). As
indicated, the endothelium was removed by rubbing the intimal
surface of rings with a pair of forceps. The rings were suspended in
organ baths containing oxygenated (95% O, and 5% CO,) Krebs
bicarbonate solution. Following equilibration for 90 min under a
resting tension of 2 g, the rings were contracted with KCI (80 mM)
to assess their reactivity. After a 30-min washout period, the rings
were contracted with the a-adrenergic receptor agonist pheny-
lephrine (10~® M) to about 80% of the maximal contraction before
addition of acetylcholine (10~¢ M) to check for the presence of a
functional endothelium. After washout and a 30-min equilibration
period, the rings with endothelium were contracted with en-
dothelin-1 (3.107° M), before the induction of a concentration-
relaxation curve to either serotonin or 8-OH-DPAT in the presence
of ketanserin (10~° M). In some experiments, the rings with or
without endothelium were exposed to urapidil (107> M) for
25 min before inducing a concentration-contraction curve to
phenylephrine.

2.1.3. Human pulmonary artery

The samples of pulmonary tissue were obtained from the
thoracic surgery operating theater from the Hopital Universitaire
de Strasbourg (France). The experimental protocol has received
approval from the local Ethics Committee for the Protection of
Individuals prior to the start of the study (File N°: CPP 11/25, PRI
2011 N° 5002).

Proximal branches of the pulmonary artery were stripped of
connective tissue and cut into rings (3-4 mm in length). In some
rings, the endothelium was removed by rubbing the intimal sur-
face of rings with a pair of forceps. The rings were suspended in
organ baths containing oxygenated (95% O, and 5% CO,) Krebs
bicarbonate solution. Following equilibration for 90 min under an
optimal resting tension of 2 g, which was determined in pre-
liminary experiments, the rings were contracted with KCI
(80 mM). After a 30-min washout period, rings were contracted
with serotonin (10~> M) to about 80% of the maximal contraction
before the addition of acetylcholine (10-6M) to check for the
presence of a functional endothelium. After washout and a 30-min
equilibration period, a concentration-effect curve either to ur-
apidil, serotonin or phenylephrine was performed.

2.2. Drugs

Urapidil (Eupressyl®) was obtained from Takeda SA (Paris, France)
and all other products were from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

2.3. Data analysis and statistics

The relaxation was expressed as percentage of the contraction.
The contractile responses were expressed in g of tension. The data
are shown as mean values + S.E.M.. The analysis was performed
using either Student’s t test or an analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni post-hoc test as appropriate using
GraphPad Prism (version 5 for Microsoft windows, GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, USA). A P value less than 0.05 was
considered to be statistically significant.

3. Results

3.1. Porcine coronary artery

3.1.1. Serotonin, but not urapidil and 8-OH-DPAT, induced relaxation
The addition of serotonin at the plateau of the U46619-induced

submaximal contraction in the coronary artery rings with en-
dothelium, caused concentration-dependent relaxations in the
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Fig. 1. Serotonin, but not urapidil and the 5-HT;5 receptor agonist 8-OH-DPAT
causes a concentration-dependent relaxation in the porcine coronary artery rings
with an intact endothelium. The rings were contracted submaximally with U46619
before the addition of increasing concentrations of an agonist. The experiments
were performed in the presence of the 5-HT, receptor antagonist ketanserin
(10~ M). The data is shown as mean + S.E.M. of 4 different experiments.*P < 0.05.

presence of ketanserin (10~®M, Fig. 1). The serotonin-induced
relaxation achieved a maximal response of about 70.0 4+ 8.9%
at a concentration of 107 M (Fig. 1). In contrast, neither urapidil
nor the 5-HT;4 agonist 8-OH-DPAT affected the vascular tone
(Fig. 1).

3.1.2. Urapidil did not affect bradykinin-induced relaxation

Next, the possibility that urapidil affects the endothelium-de-
pendent relaxation to bradykinin was assessed. As expected, bra-
dykinin induced concentration-dependent relaxation in the
U46619-precontracted coronary artery rings, which reached a
plateau of 84 + 8% at 3 x 107 M (Fig. 2). Urapidil at the contrac-
tion of 107>M did not affect the bradykinin-induced en-
dothelium-dependent relaxation (Fig. 2).
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Fig. 2. Urapidil does not affect the endothelium-dependent relaxation to brady-
kinin in porcine coronary artery rings with endothelium. The rings were incubated
with urapidil 30 min before the submaximal contraction to U46619. The data is
shown as mean + S.E.M. of 4 different experiments.
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Fig. 3. Serotonin but not urapidil causes concentration-dependent relaxation in
porcine pulmonary artery rings with endothelium. The rings were contracted
submaximally with U46619 before the addition of increasing concentrations of an
agonist. The experiments were performed in the presence of the 5-HT, receptor
antagonist ketanserin (10~ M). The data is shown as mean + S.E.M. of 4 different
experiments.*P < 0.05.

3.2. Porcine pulmonary artery

3.2.1. Serotonin but not urapidil induced endothelium-dependent
relaxation

The addition of serotonin to the U46619-induced submaximal
contraction in porcine pulmonary artery rings with endothelium,
induced concentration-dependent relaxations in the presence of
ketanserin (10~®M, Fig. 3). The serotonin-induced relaxation
amounted to 52 + 6.5% at 10~° M (Fig. 3). In contrast, urapidil did
not affect the U46619-induced contraction up to a concentration of
10~° M (Fig. 3).

3.2.2. Serotonin but not urapidil induced contraction
Serotonin induced concentration-dependent contractions in
pig pulmonary artery rings, which reached a plateau at
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Fig. 4. Serotonin but not urapidil causes concentration-dependent contraction in
porcine pulmonary artery rings without endothelium. The data is shown as
mean + S.E.M. of 4 different experiments.*P < 0.05.

doi.org/10.1016/j.¢jphar.2016.03.012

Please cite this article as: Bopp, C., et al., The effect of urapidil, an alpha-1 adrenoceptor antagonist and a 5-HT;4 agonist, on the vascular
tone of the porcine coronary and pulmonary arteries, the rat aorta and the human pulmonary artery. Eur J Pharmacol (2016), http://dx.



http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.03.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.03.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.03.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.03.012

4 C. Bopp et al. / European Journal of Pharmacology ® (AEER) ERE-REE

® Control

With endothelium

Contraction (g)

10-° 10-8 107 10-¢ 10-5
Phenylephrine [M]

o Urapidil (10 M)

Without endothelium

Contraction (g)

10-¢ 108 107 10-6 105
Phenylephrine [M]

Fig. 5. Urapidil inhibits phenylephrine-induced contraction in rat aortic rings with and without endothelium. The rings were incubated with urapidil (10~> M) for 30 min
before the addition of increasing concentrations of phenylephrine. The data is shown as mean + S.E.M. of 4 different experiments.
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Fig. 6. Both serotonin and 8-OH-DPAT do not induce relaxation of rat aortic rings
with endothelium. The rings were contracted submaximally with endothelin-1
(3.10~° M) before the addition of increasing concentrations of an agonist. Experi-
ments were performed in the presence of the 5-HT, receptor antagonist ketanserin
(10~% M). The data is shown as mean + S.E.M. of 3 different experiments.

concentrations greater than 10~® M (Fig. 4). In contrast, urapidil
did not affect vascular tone at concentrations up to 10~° M (Fig. 4).

3.3. Rat aorta

Since Kozhevnikova and Avdonin (2010) observed that the
selective 5-HT;4 agonist 8-OH-DPAT induced relaxations of nora-
drenalin-precontracted rat aortic rings, experiments were per-
formed to determine the effect of urapidil. Since urapidil (10~> M)
markedly inhibited the alpha 1-adrenergic agonist (phenylephr-
ine)-induced concentration-dependent contractions in aortic rings
without endothelium and also to some extent in those with en-
dothelium (Fig. 5), the effect of serotonin and 8-OH-DPAT was
assessed in endothelin-1-contracted aortic rings. Neither 8-OH-
DPAT nor serotonin affected endothelin-1-induced submaximal
contraction in rat aortic rings with an intact endothelium (Fig. 6).
Moreover, the inhibitory effect of urapidil is more pronounced in
rings without endothelium than in those with endothelium
(Fig. 5).

3.4. Human pulmonary artery

In order to determine the effect of urapidil and serotonin on the
vascular tone of human arteries, proximal branches of 9 pulmon-
ary arteries were dissected from human lung tissues (biological
waste tissue from 15 different patients) and suspended in organ
chambers. Only two out of these nine different human pulmonary
artery rings developed a contractile response to KCl and
phenylephrine.

As shown in the original recordings of vascular reactivity stu-
dies, phenylephrine and serotonin induced contractile responses
(Fig. 7A). Moreover, the addition of acetylcholine (10~¢ M) at the
plateau of the 5-HT-induced contraction, induced up to 30% re-
laxation in the intact rings (Fig. 7B). Urapidil (10~°> M) affected
neither the vascular tone nor the concentration-dependent con-
traction to serotonin (Fig. 7A).

4. Discussion

The present findings indicate that urapidil did not cause en-
dothelium-dependent relaxation of porcine coronary and pul-
monary artery rings in the presence of the 5-HT, receptor an-
tagonist ketanserin. In contrast, serotonin induced pronounced
relaxations of pre-contracted porcine coronary artery rings and
also partial relaxations of porcine pulmonary artery rings. Previous
studies have indicated that the serotonin-induced endothelium-
dependent relaxation in porcine coronary and pulmonary arteries
involves predominantly the endothelial formation of nitric oxide
and also to some extent endothelium-dependent hyperpolariza-
tion (Glusa and Roos, 1996; Park et al., 1999; Cohen and Vanhoutte,
1995; Richard et al., 1990; Thollon et al., 1999). Also, the phar-
macological characterization of the serotonin-induced relaxation
has suggested the involvement of the 5-HTp receptor subtype in
the pig coronary artery (Schoeffter and Hoyer, 1990), and 5-HTop
receptor subtype in the pig pulmonary artery (Roos and Glusa,
1998; Glusa and Pertz, 2000). In the present study, urapidil was
not able to mimic the serotonin-induced endothelium-dependent
relaxation in both types of porcine arteries most likely due to its
poor ability to interact with the 5-HT;p and 5-HT,g receptors. In-
deed, urapidil has been shown to bind with nanomolar affinity to
5-HT A receptor sites, but not to other 5-HT; receptors and 5-HT,
receptors (Gross et al., 1990). Such a conclusion is also supported
by the fact that 5-HT; receptor agonizts, including 8-OH-DPAT,
were unable to provoke relaxation in porcine coronary artery rings
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Fig. 7. Original recordings showing that serotonin and phenylephrine but not urapidil cause concentration-dependent contractions in human pulmonary artery rings. The
fact that urapidil did not affect contractions to serotonin is also shown. The presence of a functional endothelium was tested by the addition of acetylcholine (10~ M) at the

plateau of the contraction to serotonin (10~> M).

(Schoeftter and Hoyer, 1990).

Since Kozhevnikova and Advonin (2010) indicated that the
5-HT;4 agonist 8-OH-DPAT caused 70-80% of relaxation of nora-
drenalin-precontracted rat aortic rings, the effect of urapidil was
evaluated on rat aortic rings. The present findings indicate that
urapidil is a potent inhibitor of phenylephrine-induced contrac-
tions due to its blockade of o;-adrenoceptors. Moreover, the in-
hibitory effect of urapidil is more pronounced in rings without
endothelium than in those with endothelium suggesting that ur-
apidil may target preferentially arteries with an endothelial dys-
function. To avoid an effect of urapidil on the level of pre-
contraction, rat aortic rings were contracted submaximally with
endothelin-1 before the addition of increasing concentrations of
either urapidil or 8-OH-DPAT. Neither urapidil nor 8-OH-DPAT
caused relaxation, and at concentrations greater than 3 x 10" °M a
small but significant contraction was observed. The absence of
vasorelaxation to 8-OH-DPAT in the present study when compared
to the previous one is unclear but may be related to the use of
different vasoconstrictors (endothelin-1 vs noradrenalin), differ-
ences in the experimental rats (gender and/or age), and/or ex-
perimental protocol.

In conclusion, our data indicate that urapidil in contrast to
serotonin failed to cause relaxation of porcine coronary and pul-
monary artery rings, in the presence of ketanserin. In addition, the
selective 5-HT;5 agonist 8-OH-DPAT was also unable to induce
relaxation in the porcine pulmonary artery and the rat aorta. Thus,
the present findings, while confirming that urapidil is a potent
inhibitor of o;-adrenoceptor-induced contraction targeting pre-
ferentially arteries with an endothelial dysfunction, do not support

the role of 5-HT 4 receptor activation in the control of the vascular
tone in response to urapidil in the three types of blood vessels
studied. However, they do not rule out the possibility that urapidil
might affect vascular tone of small resistance arteries, which
contribute to the regulation of blood pressure.
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SECOND ARTICLE

Objectifs :

La seconde partie de notre travail aborde 1’action de 'urapidil sur le lit vasculaire pulmonaire
et en particulier sa capacité a ne pas inhiber la vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP)
reflexe protectrice. La vasoconstriction hypoxique est un mécanisme physiologique
d’adaptation a I’hypoxémie. Elle fait intervenir une vasoconstriction de la vascularisation
artérielle pulmonaire, notamment des artérioles. Cotte et collegues, suggerent a propos d’un
cas clinique publié en 2012, d’éviter 1’utilisation des inhibiteurs calciques classiques lorsque
la VHP est essentielle pour prévenir une hypoxie aigué¢ et d’utiliser préférentiellement
I’urapidil si un traitement antihypertenseur est nécessaire chez ces patients. Le cas clinique de
Cotte met en évidence le respect de la VHP par I’urapidil. Peu d’études expérimentales se
sont intéressées a I’hypotheése mécanistique de ce phénomene. L’objectif de notre travail était
de déterminer d’une part les effets de I'urapidil, de la nicardipine (antagoniste calcique
couramment utilisé en clinique) et de la clévidipine sur la vasoconstriction hypoxique
d’anneaux d’artéres pulmonaires proximales et distales de porc et d’autre part, de caractériser
les mécanismes impliqués dans la vasoconstriction hypoxique et la modulation par les deux

classes d’antihypertenseurs.

Meéthodes :

En accord avec le Comité Régional d’Ethique en Matiere d’expérimentation Animale
(AL/01/09/09/05), les artéres pulmonaires proximales et distales de porc sont issues de
prélévements cceur-poumons provenant de 1’abattoir local. Ces vaisseaux sont découpés en
anneaux de 3a 4 mm etde 1 a 2 mm de diametre pour respectivement les arteres pulmonaires
proximales et distales. Ils sont ensuite montés sur des capteurs de tension dans des chambres a
organes isolés contenant une solution physiologique de Krebs, afin d’évaluer leur réactivité in
vitro a différents agents pharmacologiques. Aprées une précontraction, la réponse a 1’hypoxie
des différents anneaux a été évaluée en présence d’urapidil, de nicardipine, de clévidipine et
de différents inhibiteurs (ODQ, inhibiteur de la soluble GC; carboxy-PTIO, un piegeur de
NO; SOD, une superoxide dismutase; SOD + MnTMPyP, Catalase et PEG-catalase). La
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comparaison des groupes est réalisée par analyse de variance pour mesures répétées (logiciel
PC GraphPad Prismv5.0, La Jolla CA, USA).

Résultats et discussion

Nos résultats expérimentaux indiquent que 1’urapidil préserve la VHP contrairement a la
nicardipine et la clévidipine qui I’inhibent. Les mécanismes impliqués dans la VHP sont
complexes et incompleétement élucidés. L’ensemble des données de notre étude mettent en
évidence I’implication des dérivés réactifs de I'oxygene, de la voie du monoxyde d’azote via
la guanylate cyclase (GC) et I’inosine monophosphate (IMPc) et bien entendu le rdle central
joué par le calcium. Nos données expérimentales semblent indiquer que sur des anneaux
d’artéres pulmonaires isolés 1’urapidil préserve la VHP contrairement a la nicardipine et a la
clévidipine qui I’inhibent. Ces résultats nécessitent d’étre confirmés chez 1’homme dans une
étude controlée randomisée afin de corroborer de facon indiscutable les intéressantes
observations de Cotte. Les implications thérapeutiques potentielles des résultats d’une telle

étude contrdlée randomisée sont réelles.
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1. Introduction:

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is a reflex contraction of the vascular
smooth muscle in the pulmonary circulation in response to a low local partial pressure of
oxygen (pO2).! HPV is a protective mechanism since the reflex vasoconstriction helps to
maintain oxygenation of target tissues by redirecting blood flow from poorly ventilated to
well-ventilated areas of the lung.

HPV has been studied in isolated pulmonary arteries on the pig 3, and on perfused
isolated rat lungs.* The molecular mechanisms underlying HPV are complex and remain only
partially understood. Potential mechanisms involved in HPV include membrane
depolarization, and Ca?" influx involving voltage-operated Ca?*channels °, store-operated
Ca?" channels ©, and sarcoplasmic reticulum Ca?* release channels.” Moreover, HPV is
dependent on the presence of the endothelium, the formation of NO and activation of
guanylyl cyclase, and the subsequent formation of inosine 3',5-cyclic monophosphate (cyclic
IMP) but not of cyclic GMP.2® On the other hand, evidence suggests also that reactive
oxygen species (ROS), in particular superoxide anions and hydrogen peroxide, may be key
mediators in HPV. 2

A case study report has indicated that antihypertensive therapy can have severe
consequence for patients with HPV. Indeed, in 2012 Cotte et al. observed that the use of
nicardipine, a Ca?* channel blocker, in a patient with acute respiratory distress syndrome, was
associated with an acute reduction in PaO2 from 111 to 60 mmHg, and a reduction in
PaO2/FiO: ratio from 245 to 134 mmHg, after 30 minutes.!® The authors attributed this
observation to inhibition of HPV by nicardipine. Replacement of nicardipine with urapidil, an
aiz-adrenoreceptor antagonist and activator of central 5-HTia receptors, resulted in prompt
improvement in the hypoxic episode and the PaO2/FiOz2 ratio increased to 280 mmHg after 6
hours, while treating hypertension. Interestingly, 7 days later a similar hypoxic response was
observed in response to nicardipine but not to urapidil used to treat high blood pressure. The
authors hypothesized that nicardipine but not urapidil might possibly inhibit HPV. However,

the underlying mechanism has not been elucidated.



Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effects of calcium
antagonists including nicardipine and the new generation calcium antagonist clevidipine and
urapidil on HPV in porcine proximal and distal pulmonary artery rings, and to characterize

the underlying molecular mechanism.



2. Materials and methods:
2.1 Vascular reactivity studies
2.1.1 Preparation of isolated arteries

The lungs and hearts from pigs were obtained from the local slaughterhouse. The
proximal and the distal branches (seventh—generation branches in the left upper lobe) of
pulmonary arteries were dissected, cleaned of connective tissue and cut into rings (proximal
pulmonary arteries: 3-4 mm in length, distal pulmonary arteries: 1-2 mm in length). In some
rings, the endothelium was removed by rubbing the intimal surface of rings with a pair of
forceps. The rings were suspended in organ baths containing oxygenated (95% O2 and 5%
CO2) Krebs bicarbonate solution (composition in mM: NaCl 119, KCI 4.7, MgSOa4, 1.17,
KH2PO4, 1.18, NaHCOs, 14.9, CaClz, 2.5, glucose, 5.5, pH 7.4 at 37°C).

Following equilibration for 90 min under an optimal resting tension of 2 g for proximal
pulmonary artery rings, and 1.5 g for distal pulmonary artery rings, rings were contracted
with KCI (80 mM) to check their reactivity. After a 30-min washout period, rings were
contracted with al-adrenergic agonist, phenylephrine (10 M) for the proximal pulmonary
artery and with thromboxane A2 mimetic, U46619 (108 M) for the distal pulmonary artery to
about 80% of the maximal contraction before the addition of bradykinin (3.10”7 M) to check
for the presence of a functional endothelium. After washout and a 30 min equilibration
period, rings with endothelium were exposed to individually to urapidil, nicardipine and
clevidipine for 25 min each before induction of a concentration-contraction curve to either
phenylephrine, U46619 or KCI.

2.2.2. Experimental protocols

To expose pulmonary artery rings to hypoxia, the Oz concentrations of the gas mixture
bubbling through the reservoir was changed from 95% 02-5% CO2 to a 95% N2-5% COz. To
determine the degree of hypoxia the blood vessel was exposed to, Oz tension was measured
using an electrode (Microelectrode Licox) positioned at the level of the ring in the organ bath.
The partial pressure of oxygen (POz2) of the bath solution decreased rapidly from 250 mmHg
(95% 0O2) to 20 mmHg (5% O2) within 5 min. The 5% CO2 content in the gas mixture
maintained the pH of the control solution at 7.4.



Before hypoxia, rings were exposed to urapidil, nicardipine, clevidipine or different
inhibitors (ODQ, a soluble GC inhibitor; carboxy-PTIO, a NO scavenger; SOD, a native
superoxide dismutase; SOD + MnTMPyP (a membrane permanent SOD analogue), Catalase
and PEG-catalase (a membrane permanent catalase)). After 20 min, rings were contracted
with U46619 (3.10° M) to about 20% of the maximal contraction before induction of a
hypoxia-induced contractile response.

To evaluate the role of the endothelium, the response to hypoxia was determined in

proximal pulmonary artery rings without endothelium (n=4).

2.2. Drugs

Urapidil (Eupressyl®) was obtained from Takeda SA (Paris, France), clevidipine
(Cleviprex®) from The Medicines Company (London, UK) and all other products were from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

2.3. Data analysis and statistics

The relaxation was expressed as a percentage of the contractile level. The contractile
responses were expressed in g of tension. The data are shown as mean values + SEM. The
analysis was performed using either Student’s t test or an analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni post-hoc test as appropriate using GraphPad Prism (version 5 for
Microsoft windows, GraphPad Software, Inc, san Diego, CA, USA). A P value less than

0.05 was considered to be statistically significant.



3. Results

3.1 Effect of urapidil, nicardipine and clevidipine on contractile responses in pulmonary
artery rings

As expected urapidil (10° M) markedly inhibited the al-adrenergic agonist phenylephrine
induced concentration—dependent contractions in porcine pulmonary artery rings with
endothelium but not those to KCI and to the thromboxane Az mimetic U46619 (Figure 1).
Moreover, the inhibitory effect of Urapidil on phenylephrine induced contractile responses
was concentration-dependent (FigurelA). The contraction to phenylephrine was abolished
with urapidil 10° M (Figure 1A).

Nicardipine markedly inhibited the KCI-induced concentration—dependent contractions in
porcine pulmonary artery rings but only slightly the al-adrenergic agonist (phenylephrine)-
and U46619-induced-concentration-dependent contractions (Figure 2). Moreover, the
inhibitory effect of Nicardipine is concentration-dependent (Figure 2B)

The new channel antagonist clevidipine also inhibited the KCI-induced concentration-
dependent contractions in porcine pulmonary artery rings with endothelium but only slightly
those to phenylephrine and U46619 (Figure 3). Moreover, at a concentration of 107 M,
clevidipine inhibited the contractile response to KCI to almost 90% Figure 3B).

3.2 Nicardipine and clevidipine but not urapidil inhibit the hypoxic vasoconstriction

In contrast to rings with endothelium, only minor contractile responses were observed
in response to hypoxia in pulmonary artery rings without endothelium (Figure 4A).
Nicardipine (10° M) but not urapidil (10° M) inhibited hypoxic vasoconstriction of porcine
proximal pulmonary artery rings with endothelium (P< 0.001, n=5, Figure 4B). Similarly in
distal pulmonary artery rings with endothelium, nicardipine (10-° M) and clevidipine (10° M)

but not urapidil (10> M) inhibited hypoxic vasoconstriction (P< 0.001, n=5, Figure 4C).

3.3 Role of the NO-soluble guanylyl cyclase pathway oxidative stress and in hypoxia-induced
proximal pulmonary artery contraction

To evaluate the role of the NO and the soluble guanylate cyclase (GC) pathway, the
effect of the ODQ (10° M) a soluble GC inhibitor and carboxy-PTIO, a NO scavenger (107



M), on hypoxia-induced contraction was determined on proximal pulmonary artery rings with
endothelium. The contractile response to hypoxia was abolished by ODQ and significantly
reduced by carboxy-PTIO (P< 0.001, n=4, Figure 5).

To evaluate the role of ROS, the effect of several modulators of superoxide anions
and of hydrogen peroxide on hypoxia-induced contraction was determined on proximal
pulmonary artery rings with endothelium. The contractile response to hypoxia was decreased
by native SOD and by the combination of SOD + a membrane permanent analogue of SOD,
MnTMPyP but these effects did not reach statistical significance (n=5, Figure 6). In contrast,
native Catalase and the combination of catalase plus a membrane permanent catalase, PEG,
abolished the contraction to hypoxia (P< 0.001, n=5, Figure 6).



4. Discussion

The present findings indicate that nicardipine inhibits HPV since the vasoconstriction
response to hypoxia was significantly reduced in its presence. These results are in agreement
with other studies on porcine distal pulmonary arteries 2 and perfused isolated mousse lungs *
evaluating the role of Ca?* in the induction of HPV. Liu et al. found that exposure to Ca?*-
free conditions, nifedipine (L-type Ca?* channel antagonist) or ryanodine (a sarcoplasmic
reticulum (SR) Ca?* channel agonist) eliminated the vasoconstrictor responses to 4% O2.3
Indeed, these studies show the pivotal role of calcium entry via voltage —operated calcium
channels in the regulation of the HPV. Our experimental observations indicate that
clevidipine!*'? also inhibits HPV, consistent with the effects of nicardipine. The fact that
clevidipine behaved like nicardipine in the same experimental modal of HPV suggests that
the inhibition of this reflex is a class effect shared by the calcium channel inhibitors. As a
consequence, in the clinical settings, it may be wise to avoid calcium channel inhibitors if the
HPV is considered beneficial.

Our findings show that urapidil preserves HPV. Urapidil was initially commercialized
in 1988 as Eupressyl® by Byk Deutschland Pharmaceuticals. Urapidil has dual action: first it
works as a selective ai-adrenoreceptor antagonist and second as an of 5-HTia receptors
agonist in the central nervous system.*!* The aai-adrenergic receptor blocking effects of
urapidil reduces vascular tone, thus promoting both arterial and venous vasodilatation leading
to decreased blood pressure.’® The peripheral ai-adrenoceptor blockade has been suggested
as the major effect contributing to the antihypertensive action of urapidil.***%° In addition,
urapidil has also been shown to reduce blood pressure by activating 5-HT1a receptors in the
ventromedullary region of the brain resulting in a lower sympathetic tone.**!® Therefore,
treatment with urapidil is not associated with a reflex tachycardia in contrast to other
antihypertensive vasodilators such as calcium channel blockers.?® However, the approved
indications for 1V urapidil are limited to hypertensive patients with visceral complications
and with an imminent life-threatening situation. These restrictions are most likely due to the
fact that its mechanism of action is complex and still only partially understood, especially its
effects on HPV. A better understanding of the antihypertensive action of urapidil is needed

since it is likely that such a well-tolerated antihypertensive agent might also be of interest in



the treatment of several other types of secondary hypertension such as pregnancy-induced
hypertension and in patients with respiratory diseases. In these circumstances, urapidil may
be a better choice, should an antihypertensive treatment be needed.

Over the past decade, two fundamental hypotheses about the mechanism have
emerged. According to one, HPV is mediated by a direct contractile effect on the pulmonary
vascular smooth muscle (PASMC). Thus, HPV is triggered by mitochondrial redox-signal
that involves the coordinated response of voltage- and redox-sensitive potassium and calcium
channels in PASMC.?%?? During hypoxia, the limited presence of oxygen prevents generation
of hydrogen peroxide, decreases the ratio of oxidized/reduced redox couple and reduced
sulfhydryl groups on Kv 15 channels, causing them to close. This leads to membrane
depolarization, Ca®* influx through voltage-dependent Ca?* channels, Rho-kinase mediated
calcium sensitization and vasoconstriction.?® Significant evidence suggests that ROS,
specifically superoxide anion and hydrogen peroxide, may be key mediators in HPV.
However, there is considerable controversy concerning the sources and targets of ROS, and
whether they are increased, decreased or involved at all.? In the present study, ROS in
particular H202 appears to be important signaling molecules in HPV since catalase and PEG-
catalase decrease HPV.

In the present study endothelium and NO pathway play a key role in HPV. Indeed,
both carboxy-PTIO and ODQ inhibited the HPV indicating an endothelium dependent
vasoconstriction. According to others, hypoxia causes pulmonary vasoconstriction indirectly
by activating a vaso-constrictor 324 and most likely by inactivating an endothelium-derived
relaxing factor produced in the lung, which in turn, increases the pulmonary vascular smooth
muscle tone. Although, early work suggested that a variety of endogenous substances may be
involved in pulmonary vasoconstrictor tone. None of these has emerged as a major mediator
of HPV.2 However, in a recent study, Vanhoute and colleague suggested that HPV requires
the presence of endothelium, the formation of NO and the subsequent activation of sGC
leading to the generation of a messenger cIMP, instead of cGMP 89252 |n their study,
formation of cIMP by sGC was stimulated by NO under hypoxic conditions. These changes
were associated with the activation of ROCK and hypoxic vasocontraction.

Although, it is accepted that vasoconstriction is calcium dependent, the source of
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calcium remains unclear. Hypoxia—induced vasoconstriction has been suggested to involve
calcium entry subsequent to membrane depolarization and Ca?* influx via voltage-operated
Ca?" channels, but also via store-operated Ca?* channels, and calcium release from
sarcoplasmic reticulum.?” The key role of calcium entry via VOCC is suggested by the
inhibitory effects of calcium channel inhibitor on HPV.

In conclusion, this trial showed that in our experimental setting, urapidil preserved the
hypoxia triggered vasoconstriction in isolated pulmonary vessels. Conversely, both calcium
channel inhibitors nicardipine and clevidipine blunted the vasocontrictor reaction to hypoxia.

These findings may have important clinical consequences that deserve further evaluation.
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Figure legends

Figure 1. Urapidil inhibits phenylephrine, but not KCI and thromboxane A mimetic
U46619 induced concentration—dependent contractions in porcine proximal pulmonary
artery rings with endothelium. Rings were incubated with urapidil (10°, 105, 10" M) for
30 min before the addition of increasing concentrations of either phenylephrine, KCI or
U46619. The data are shown as mean £ SEM of 8 different experiments. *P <0.05.

Figure 2. Nicardipine inhibits KCI but not phenylephrine and U46619 induced
concentration-dependent contractions in proximal pulmonary artery rings with
endothelium. Rings were incubated with nicardipine (10, 107, 108 M) for 30 min before
the addition of increasing concentrations of phenylephrine, KCI or U46619. The data are

shown as mean + SEM of 4 different experiments. *P <0.05.

Figure 3. Clevidipine inhibits KCI, but not phenylephrine and U46619 induced
concentration-dependent contractions in proximal pulmonary artery rings with
endothelium. Rings were incubated with clevidipine (10°, 10, 107" M) for 30 min before
the addition of increasing concentrations of either phenylephrine, KCI or U46619. The data
are shown as mean = SEM of 8 different experiments. *P <0.05.

Figure 4.A. Role of endothelium on hypoxia-induced contractile responses in pulmonary
artery rings. Rings with or without endothelium were pre-contracted to about 20% of the
maximal response with U46619 (3.10° M) before the induction of hypoxia. The data are
shown as mean + SEM of 3 different experiments. *P <0.05.

B.C. Nicardipine and clevidipine, but not urapidil inhibit the hypoxic vasoconstriction
in proximal pulmonary artery rings with endothelium. Rings were pre-contracted to about
20% of the maximal response with U46619 (3.10° M) before the induction of hypoxia. In
some experiments, rings were exposed to a calcium channel inhibitor or urapidil for 30 min
before the addition of U46619. The Data are shown as mean + SEM of 8 different

experiments. *P <0.05.

Figure 5. Role of the NO-soluble guanylyl cyclase pathway in the hypoxic
vasoconstriction in proximal pulmonary artery rings with endothelium. Rings were
incubated with either ODQ (10 M, a soluble GC inhibitor) or carboxy-PTIO (3.10* M, a
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NO scavenger) for 30 min before precontraction to about 20% of the maximal response with
U46619 (3.10° M) and the induction of hypoxia. Data are shown as mean + SEM of 8

different experiments. *P <0.05.

Figure 6. Role of oxidative stress on hypoxic vasoconstriction in proximal pulmonary
artery rings with endothelium. Rings were incubated with native superoxide dismutase
(SOD), a SOD plus membrane permanent analogue of SOD (MnTMPyP), native catalase
(Catalase), or catalase plus a membrane permanent catalase (PEG-catalase) for 30 min before
precontraction to about 20% of the maximal response with U46619 (3.10° M) and the
induction of hypoxia. Data are shown as mean + SEM of 8 different experiments. *P <0.05.
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Discussion






DISCUSSION GENERALE

La prise en charge d’une hypertension artérielle est un enjeu majeur dans certaines situations
critiques telles que la pré-éclampsie ou chez les patients instables en réanimation atteints de
pathologie respiratoire pour lesquels la VHP est bénéfique. L’urapidil, antihypertenseur
d’action complexe mixte centrale et périphérique ne présente pas de tachycardie reflexe gréace
a son action centrale sur les récepteurs 5HTia, contrairement aux inhibiteurs calciques
classiques. Depuis les années 2000, des études ont précisé les effets de cet antihypertenseur
dans différentes situations clinique. En cardiovasculaire, il a été montré que 1’urapidil pouvait
étre utilisé dans les urgences hypertensives, en préhospitalier comme en periopératoire, et que
son effet vasodilatateur associé a I’absence de tachycardie était particulieérement bénéfique
chez les patients coronariens. Les peériodes pré- et peropératoires de la chirurgie du
phéochromocytome semblent également une indication privilégiée de 1’urapidil. Ainsi
I’urapidil a démontré son intérét dans de nombreux domaines dont deux particulierement
intéressants : le traitement de I’hypertension artérielle des patientes pré-éclamptiques et des
patients présentant une pathologie respiratoire aigue. De grandes avancées ont été faites ces

derniéeres années, de nombreuses restent a faire.

Article 1 : Urapidil et dysfonction endothéliale

Urapidil et récepteurs 5-HT1a périphériques

Malgré son efficacité et son excellente tolérance, les indications de ’urapidil restent en
France, limitées a 1’hypertension accompagnée d’une atteinte viscérale menagant le pronostic
vital a trés court terme. Cette restriction dans ses indications pouvant s’expliquer par un
mécanisme d’action complexe et non complétement ¢lucidé.

Depuis les premiers travaux de Shoentasak sur 1’urapidil publiés en 1983, I’affinité de cet
agent pharmacologique au mécanisme d’action complexe pour de nombreux récepteurs, a été
étudiée (Shoentasak et al., 1983 ; Kellar et al., 1984). Certaines de ses affinités sont biens

établies et documentées comme pour les récepteurs alpha-1 adrénergiques périphériques et
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les récepteurs 5HT1a centraux (Van Zwieten et al., 1985 ; Kellar et al., 1984). D’autres, le
sont bien moins, comme pour les récepteurs alpha-2 adrénergiques ou les récepteurs 5SHT1a
périphériques. Tous ces récepteurs doivent vraisemblablement jouer un réle plus ou moins

important dans I’effet antihypertenseur de 1’urapidil.

L’ensemble de nos données ex vivo montrent que les récepteurs sérotoninergiques
5HTia périphériques ne semblent pas impliqués dans les effets vasculaires antihypertenseurs
périphériques de 1’urapidil sur des anneaux d’artéres pulmonaires et coronaires de porc et des
anneaux d’aorte de rat. L’effet vasculaire antihypertenseur périphérique de ’urapidil serait
principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques. Ainsi, soit
I’urapidil n’agit pas sur les récepteurs sérotoninergiques SHT1a périphériques soit il n’existe
pas de récepteurs serotoninergiques 5HT1a sur les arteres coronaires de porc, les artéres
pulmonaires de porc et I’aorte de rat. Nos résultats ne semblent pas en adéquation avec ceux
de I’équipe russe, qui retrouvait une relaxation de I’ordre de 70-80% avec le 8-OH-DPAT
(agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5SHT1a) sur des aortes de rat pré-contractées avec
de la noradrénaline (Kozhzvnikova et al., 2010). Cette différence pourrait s’expliquer en
partie par des conditions et des protocoles expérimentaux différents.

Pour étudier le r6le potentiel des récepteurs sérotoninergiques 5HT1a périphériques
dans ’effet périphérique de 1’urapidil, il serait peut étre intéressant de travailler sur des rats
décérebré. En effet, pour comprendre 1I’implication des récepteurs alpha-1 adrénergiques
périphériques dans 1’effet antihypertenseur de 1’urapidil, Van Zwieten et son équipe ont mis
au point un modeéle des rats décérébrés. lls ont étudie ainsi, la courbe dose-réponse de la
pression diastolique des rats decérébrés en fonction de 1’administration de cirazoline, un
agoniste spécifique des récepteurs alpha-1 adrénergiques, et aprés un traitement par des doses
variées d’urapidil. Ce modele serait particulierement intéressant pour nous, puisque qu’en
s’affranchissant de I’effet antihypertenseur central de 1’urapidil, nous pourrions étudier
exclusivement les effets périphériques de 1’urapidil sur I’animal entier.

Chez I’homme, nos résultats préliminaires ex vivo sur des arteres pulmonaires humaines,
confirment ceux sur vaisseaux isolés chez 1’animal : I’effet périphérique de 1’urapidil serait
principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha-1 adrénergiques périphériques sans
implication des récepteurs sérotoninergiques 5HT1a périphériques. Dans le méme sens, chez
I’homme, Van Zwieten et al. ont conclu aprés une étude sur des volontaires sains, que les
récepteurs serotoninergiques 5-HTia périphériques n’étaient pas impliqués dans 1’effet

vasodilatateur de 1’urapidil au niveau de lit vasculaire de 1’avant-bras (Van Zwieten et al.,
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1994). En effet, ils ont montré que le flesinoxan, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HTaa,
entraine une vasodilatation dans 1’avant bras des volontaires sains mais uniquement a forte
dose. A ces fortes doses, le flesinoxan ne peut plus étre considéré comme un agoniste selectif
des récepteurs 5-HT1a, car il possede également un effet alpha-1 bloquant (Van Zwieten et al.,
1994). L’ensemble de ces données ainsi que nos résultats suggerent fortement que 1’effet
périphérique de 1’urapidil serait principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha-1
adrénergiques périphériques sans implication des récepteurs serotoninergiques 5HTia

périphériques.

Urapidil et dysfonction endothéliale

Une constatation surprenante a été faite au décours de 1’étude des effets alpha-bloquants de I’
urapidil sur des anneaux d’aorte de rat. Nous nous sommes intéressés a 1’effet de I’urapidil sur
la contraction induite par la phényléphrine sur des anneaux d’aortes de rat avec ou sans
endothélium fonctionnel. Comme attendu, I’adjonction d’urapidil décale vers la droite la
courbe de contraction a la phényléphrine d’anneaux d’aorte de rat, confirmant ainsi 1’effet
antagoniste de 1’urapidil sur les récepteurs alpha-1 adrénergiques. Par contre et de facon plus
surprenante, I’adjonction d’urapidil décale vers la droite la courbe de contactions a la
phényléphrine d’environ un log pour des anneaux avec un endothélium fonctionnel et de plus
de deux log pour des anneaux sans endothélium fonctionnel. Ce décalage vers la droite est
donc plus important sur les vaisseaux sans endothélium que sur ceux avec un endothélium
fonctionnel. Cette différence laisse supposer que I’urapidil pourrait étre plus efficace sur des

vaisseaux pathologiques ou avec un endothélium dysfonctionnel.

Des études récentes chez I’homme montrent que 1’urapidil serait particuliérement
intéressant dans le traitement de la pré-éclampsie, pathologie hypertensive dans laquelle la
dysfonction endothéliale joue justement un réle majeur. La pré-éclampsie reste une pathologie
grave. En France, I’incidence de la pré-éclampsie est estimée entre 1 a 3 pour les nullipares et
entre 0,5 et 1,5% pour les multipares (Garcia et al., 2010). La pathologie hypertensive de la
grossesse est ainsi la premiére cause de morbidité et de mortalité materno-feetale dans le
monde et la deuxiéme cause de mortalité maternelle au cours de la grossesse en France. Ainsi,
le traitement de la pré-éclampsie reste un enjeu majeur de santé publique qui nécessite le
développement de nouvelles thérapeutiques. Ainsi, le lien entre nos constations sur 1’animal et
I’intérét grandissant de I’urapidil dans la pré-éclampsie, nous apparait étre un champ

d’investigation intéressant, tant chez I’animal que chez I’homme.
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Malgré des progres dans la compréhension de ses manifestations, la physiopathologie de la
pré-éclampsie reste encore un domaine débattu. L’atteinte vasculaire généralisée, notamment
au niveau de I’endothélium mais aussi de la cellule musculaire lisse, semble étre responsable
des manifestations cardiovasculaires telle que I’hypertension artérielle. Cette maladie ne peut
se développer sans la présence d’un placenta, qui constitue pour I’embryon et puis le feetus le
lien avec le milieu maternel. Les réactions inflammatoires et immunitaires qui s’y
développent sont harmonieuses et limitées pendant la grossesse normale. Un déséquilibre,
d’origine multifactorielle, peut conduire a un développement insuffisant des arteres spiralées
nécessaires a la croissance feetale. Il apparait alors une hypoxie locale et un stress oxydant qui
vont générer une inflammation accrue, d’abord locale, puis, généralisée au niveau systémique
chez la mere. Des cellules activées, comme les leucocytes et les plaquettes, ainsi que des
especes réactives de 1’oxygeéne vont provoquer une dysfonction endothéliale. L’atteinte
vasculaire est aussi la conséquence des effets des protéines placentaires anti-angiogéniques en
exces qui inhibent primitivement la croissance placentaire. L’activation cellulaire vasculaire
ainsi generalisée constitue un cercle vicieux a la source de microparticules circulantes de
phénotypes différents, qui contribuent a potentialiser la réaction systémique et I’inflammation
vasculaire (Meziani et al., 2007). Ainsi, la toxémie gravidique est une maladie vasculaire
multifactorielle ayant pour origine une placentation inefficace. Elle est caractérisée par une
inflammation systémique exagérée, source d’une activation cellulaire donnant lieu a une
atteinte vasculaire endothéliale qui est potentialisée par des facteurs anti-angiogéniques et des
microparticules ayant une activité anormalement procoagulante et proinflammatoire (Meziani
et al., 2007). La dysfonction endothéliale dans la pré-éclampsie est un sujet d’actualité car de
nouvelles cibles thérapeutiques semblent se dessiner avec 1’espoir d’une amélioration de la

prise en charge de la pré-éclampsie.

C’est dans ce contexte de pré-éclampsie et de dysfonction endothéliale, que nos
résultats sur I’aorte de rat et plus particuliérement la possibilité que 1’urapidil soit plus actif

sur des vaisseaux dysfonctionnels nous sont apparus intéressants.

Nous avons donc souhaité étudier chez I’homme cette hypothése : 1’urapidil est-il plus
actif sur des vaisseaux dysfonctionnels ? Dans cet objectif, nous nous sommes intéressés
dans un premier temps, aux microparticules circulantes comme marqueurs de la dysfonction
endothéliale chez la femme pré-éclamptique. En effet, les microparticules sont des
microvesicules membranaires libérées par des cellules activées ou apoptotiques, détectables

dans le sang en dehors de toutes situations pathologiques, mais dont I’altération du taux et du
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phénotype semble tres souvent corrélé a la sévérité d’une pathologie. Longtemps considérées
comme des débris cellulaires, il est reconnu maintenant que les microparticules constituent
des effecteurs cellulaires susceptibles de moduler de nombreuses fonctions biologiques. En
effet, c’est dans le cadre de leurs diverses interactions que les microparticules provoquent des
modifications phénotypiques et fonctionnelles, physiologiques ou pathologiques, notamment
au niveau de la paroi vasculaire et en particulier de I’endothélium pouvant ainsi participer a la
dysfonction endothéliale. La dysfonction endothéliale, caractérisée par une altération de la
production, de la biodisponibilité et de la signalisation de médiateurs secrétés et/ou régulés
par ’endothélium vasculaire, constitue un phénotype complexe observé trés précocement,
avant méme 1’apparition des manifestassions cliniques des pathologies cardio-vasculaires. Les
microparticules pourraient alors étre des marqueurs précoces de I’atteinte endothéliale de
nombreuses pathologies dont la pré-éclampsie. In vivo, les fonctions des microparticules ne
sont pas clairement définies actuellement, mais, in vitro, il a ét¢ montré que des
microparticules issues de femmes pré-éclamptiques ont un tropisme vasculaire, laissant
entrevoir leur réle pro-inflammatoire, qui se traduit essentiellement par une production accrue
de NO et d’au moins un facteur vasoconstricteur COX-2-dépendant, la 8-iso-prostaglandine
F2alpha. L’¢lévation des microparticules participerait a la fois aux modifications du systéme

de coagulation et aux mécanismes de la réaction inflammatoire (Mezziani et al., 2006).

Une étude actuellement en cours a 1’Hopital de Hautepierre compare |’efficacité de la
nicardipine a 1’urapidil dans le traitement de la pré-éclampsie (Etude URANIC — PRI 2014-
HUS N°5866). C’est une étude randomisée monocentrique de non infériorité. L’objectif
principal de cette étude est de démontrer que ’urapidil n’est pas inférieur a la nicardipine
(seuil de non infériorité de 10% sur le taux de succes) dans le traitement de I’hypertension
artérielle de la pré-éclampsie, avec comme critere principal la diminution de la pression
artérielle moyenne entre 100 et 120 mmHg sur une période de 2 heures, conformément aux
recommandations sur la gestion de 1’hypertension artérielle dans la pré-éclampsie. Le groupe
nicardipine, recoit dés 1’inclusion, une dose continue de nicardipine (1 a 5 mg/h en intra-
veineux continu) suivi par des modifications des doses par palier de 0,5 mg/h toutes les 5
minutes avec comme objectif le maintien de la pression artérielle moyenne entre 100 et 120
mmHg ou la pression artérielle systolique entre 140 et 160 mmHg. Le groupe urapidil, recoit
quant a lui, un bolus initial de 12,5 mg en intra-veineuse lente, puis toutes les 5 minutes, un
ou plusieurs bolus de 6,25 mg jusqu’a ’obtention d’une pression artérielle diastolique

inferieure ou égale a 100 mmHg puis en relai une administration en intra-veineuse continue a
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4 mg/h avec pour objectif le maintien de la pression artérielle moyenne entre 100 et 120
mmHg ou la pression artérielle systolique entre 140 et 160 mmHg. Concernant, 1’arrét du
traitement, il est laissé a I’appréciation du clinicien. Dans cette étude, un bilan biologique
sanguin standard est préleve avec le consentement éclairé de la patient, au moins une fois par
jour, au cours duquel un échantillon de sang est prélevé pour doser les microparticules
circulantes. Dans un premier temps nous dosons le nombre total de microparticules et en
fonction des résultats préliminaires nous réaliserons un phénotypage de ces microparticules.
Nous souhaitons ainsi comparer le taux de microparticules circulantes, reflet de la dysfonction
endothéliale, entre le groupe nicardipine et urapidil. Cette étude est actuellement en cours.
Une piste intéressante serait de tester également ’effet de ces microparticules circulantes en
réactivité vasculaire sur des artéres omentales de femme normotendu bénéficiant d’une
césarienne. Mezziani et son équipe, ont ainsi étudié les effets des microparticules circulantes
de femmes pré-éclamptiques sur des artéres omentales de femme normotendu prélevées au
cours d’une césarienne. Ils montrent que les microparticules circulantes de femmes pré-
éclamptiques induisent une inflammation (surexpression de la NO synthase inductible, de la
cyclooxygénase 2 (COX-2) et du facteur nucléaire kappa B, (NF-KB)) et favorisent le stress
oxydant (augmentation du niveau des anions superoxydes) indiquant le role des
microparticules dans la dysfonction endothéliale de la pré-éclampsie (Boisramé-Helms et al.,
2015). Dans la méme ideée, il serait intéressant de pouvoir compléter 1’étude URANIC en
comparant le niveau de dysfonction endothéliale par 1’étude de la réactivité vasculaire
d’artéres placentaires ou omentales des patientes présentant une pré-éclampsie traitées par
nicardipine ou urapidil et ayant bénéficié d’une césarienne.

Ainsi, si 1’urapidil agit effectivement de fagon plus active Sur des vaisseaux avec une
dysfonction endothéliale, cela pourrait avoir des implications thérapeutiques majeures :
I’urapidil devenant le traitement de choix des hypertensions artérielles associées a une

dysfonction endothéliale.
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Article 2 : Vasoconstriction hypoxique et urapidil

Cotte suggere, a propos d’un cas clinique publié en 2012, d’éviter I’utilisation des
inhibiteurs calciques classiques, comme la nicardipine, lorsque la VHP est essentielle pour
prévenir une hypoxie aigu€ et d’utiliser préférentiellement [’urapidil si un traitement
antihypertenseur est nécessaire chez ces patients. Les inhibiteurs des canaux calciques
voltage-dépendants, en particulier ceux du groupe des dihydropyridines, nifédipine et
nicardipine, occupent une place importante comme traitement de premiere intention des acces
hypertensifs (Coriat el al., 2004). Leur administration a cependant été 1’objet de restrictions de
la part des autorités sanitaires francaises. La clévidipine est un nouvel inhibiteur calcique

utilisé principalement aux Etats-Unis et qui a un délai d’action court.

Notre démarche a consisté, a partir d’une constatation clinique, a conceptualiser une
¢tude chez I’animal afin de pouvoir travailler sur cette hypothése. L’urapidil préserve-t-il

réellement la VHP tandis que les inhibiteurs calciques I’inhibent et, Si oui, pourquoi ?

Nous nous sommes donc intéressés au modele d’hypoxie sur des vaisseaux isolés
d’artéres pulmonaires de porc. Nous avons choisit le porc, parce que le phénoméne de VHP y
est particulierement important (De Canniere et al., 1992) et que le poumon de porc est assez
grand pour permettre une dissection précautionneuse des artéres pulmonaires distales. Apres
avoir testé notre hypothése sur des artéres pulmonaires proximales (2™ & 3™ branche de
division), nous avons travaillé sur les 7°™ branches de division des artéres pulmonaires
(diameétre 150-200 um) de porc. En effet, ¢’est au niveau des branches de division distales que
le phénoméne de VHP serait le plus soutenu (Al-Tinawi et al., 1994). Méme si le site
anatomique précis de la VHP reste imprécis, il apparait clairement que le phénomene de VHP
intéresse principalement les artéres de petits calibres (Sylvester et al., 2012).

Nous avons ensuite développé dans le laboratoire un modele de vasoconstriction hypoxique
en réactivité vasculaire sur des artéres pulmonaires proximales et distales de porc. Ce modele
vasoconstriction hypoxique sur vaisseau isolé a ¢été largement utilisé par 1’équipe de
Vanhoutte sur des arteres coronaires de porc pour étudier la VHP (Chan et al., 2011). Ainsi,
en accord avec le Comité Régional d’Ethique en Matieére d’expérimentation Animale
(AL/01/09/09/05), les artéres pulmonaires proximales et distales de porc, issues de

prélévements ceeur-poumon provenant de 1’abattoir local, sont découpées en anneaux de 3 & 4
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mm avec 0,5 a 1 mm de diametre pour respectivement les arteres pulmonaires proximales et
distales. Ils sont ensuite montés sur crochets reliés a des capteurs de tension dans des
chambres a organes isolés contenant une solution physiologique de Krebs. La viabilité des
vaisseaux est testée puis une pré-contraction des artéres par ajouts successifs d'U46619
(analogue du thromboxane Az, 10® M), de fagon a obtenir une pré-contraction correspondant
a environ 20% de la contraction maximale préalablement déterminée. Cette pré-contraction
est indispensable pour optimiser la VHP et obtenir une vasoconstriction hypoxique mesurable
et reproductible lors de I'exposition au mélange de gaz hypoxémiant (95% N2 + 5% CO2).
Cette pré-contraction a été déterminée a l'aide des données de la littérature (Sylvester et al.,
2012). Les différents anneaux sont mis en contact avec les différents agents
pharmacologiques a étudier (urapidil, nicardipine, clévidipine et de différents inhibiteurs
(ODQ, inhibiteur de la GC soluble; carboxy-PTIO, un piégeur de NO; SOD, superoxide
dismutase; SOD + MnTMPyP, Catalase et PEG-catalase)) puis soumis a un gaz hypoxémiant
(95% N2 + 5% COz). La pression partielle en oxygene diminuant rapidement de 250 mmHg
(95% 02) a 20 mmHg (5% O2).

Nos résultats expérimentaux dans 1’artére pulmonaire de porc indiquent que 1’urapidil
préserve la VHP contrairement a la nicardipine et la clévidipine qui inhibent la VHP de
maniere significative. Ces résultats sont intéressants puisqu’ils sont en accord avec ceux faits
chez ’homme par Cotte. L’effet inhibiteur des inhibiteurs calciques sur la VHP a été étudié
chez I’animal et en particulier dans un modele d’arteéres pulmonaires distales de porc (Liu et
al., 2001) et un modele de poumon perfusé-ventilé de souris (Yoo et al., 2013). Par contre,
aucune étude chez I’animal ne s’est intéressée a 1’effet de 1’urapidil sur la VHP dans un

modeéle de vaisseaux isolés et en cela nos résultats sont novateurs.

L’urapidil n’affecte pas la VHP

L’urapidil, de par son action mixte, périphérique par blocage des récepteurs alpha-1
adrénergiques et centrale par stimulation des récepteurs 5-HT1a sérotoninergiques, ne semble
pas interagir avec le mécanisme de la VHP. Le respect de la VHP par 'urapidil pourrait
s’expliquer par la non interaction entre les mécanismes impliques dans la VHP et 1’urapidil.
En effet, méme si le mécanisme d’action de la VHP reste complexe et non complétement
¢lucidé, des pistes existent. L’hypothése la plus répandue présente la cellule musculaire lisse

artérielle pulmonaire comme le principal effecteur de la VHP. Ainsi, la cellule musculaire
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lisse a la propriété de se contracter en réponse a I’hypoxie mais cette réponse est modulée par
des facteurs produits par 1’endothélium. Au niveau de la cellule musculaire lisse, la
diminution d’oxygeéne modific la balance d’oxydo-réduction entrainant la fermeture des
canaux potassiques Kv1,5, I’augmentation du potentiel de membrane, 1’ouverture des canaux
calciques voltage dépendant et enfin I’afflux de calcium extracellulaire vers le cytosol
(Dunham et al., 2017). Cette augmentation en calcium libre cytosolique aboutissant a la
contraction de la cellule musculaire lisse. Le calcium extracellulaire joue ainsi un role
essentiel dans la VHP. Il apparait évident alors que les inhibiteurs calciques, inhibant 1’entrée
de calcium, empéche le déroulement de la VHP, contrairement a 1’urapidil qui n’interfére pas

sur les mécanismes calciques.

Role central du calcium dans la VHP et inhibiteurs calciques

Le role central joué par le calcium dans la VHP a été pour la premiére fois mis en
évidence dans des études pionnieres datant des années 1970 (Mc Murty et al., 1976 ; Mc
Murty et al.,1982). Depuis, les différentes études s’intéressant aux mécanismes d’action de la
VHP, utilisent les inhibiteurs calciques pour étudier le réle central du calcium dans la VHP.
Classiquement la VHP présente deux phases bien décrites par Sylvester (Sylvester et al.,
2012) : une phase 1 qui commence quelques secondes apres I'exposition a I'hypoxie suivie
d’une phase 2 variable en fonction du type de vaisseau (présente pour les branches de division
1-3 et absente pour les branches de division 4-5 et plus), du degré d’hypoxie (présente a 0 %
d’oxygéne et absente a 10-40% d’oxygene) et de 1’espéce (Sylvester et al., 2012).

Ainsi, Connolly et son équipe montre sur des arteres intrapulmonaires de rat que la
nifédipine inhibe la phase 1 de la contraction hypoxique (Connolly et al., 2013). Dans la
méme idée, une étude sur des arteres pulmonaires distales de porc montre que la nifédipine
ainsi que I'exposition a un milieu dépourvu de calcium altérent le phénomene de VHP (Liu et
al., 2001, 2003). Tous ces résultats vont dans le sens d'une implication du calcium dans le
mécanisme sous-jacent a la VHP.

Ainsi, les deux phases de la VHP seraient médiées par le calcium, chaque phase
faisant intervenir un type de réservoir de calcium intracellulaire différent (Connolly et al.,
2013 ; Chan et al., 2011). Pour Connolly, la VHP dépend essentiellement du relargage de
calcium par le réticulum sarcoplasmique avec une petite participation de I’influx de calcium

induit par les réserves (SOCE). Il suggére que le relargage de calcium médié par le lysosome
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(Evans et al., 2010), par le cycliqgue ADP ribose (CADPR, Dipp et al., 2001) ou par les
récepteurs sensibles au calcium (CaSR, Zhang et al., 2012) ne sont pas impliqués dans le flux
du calcium induit par I’hypoxie. Il va plus loin en proposant un modéle de relargage du
calcium par deux compartiments distincts géographiquement et fonctionnellement du
réticulum sarcoplasmique et en fonction de la phase de la VHP. Le réticulum sarcoplasmique
possede deux compartiments ayant une fonction différente. En phase 1, le calcium
proviendrait principalement de la partie A du réticulum sarcoplasmique, localisee a la surface
de la cellule musculaire lisse, et inhibé par 1’acide cyclopiazonique (inhibiteur de la pompe a
Ca?" du réticulum sarcoplasmique). Cette sortie de calcium activerait 1’afflux de calcium des
réserves (SOCE) responsable de la phase 2. Le deuxiéeme compartiment (SRg), localisée plus
profondément dans le réticulum sarcoplasmique, entrainerait la sortie des réserves de calcium
par I’intermédiaire du récepteurs a la ryanodine, qui compterait pour les 2/3 de ’amplitude de

la phase 2 (Jabr et al., 1997 ; Evans et al., 2002 ; Clark et al., 2010 ; Connolly et al., 2013).

Phase 1 HPV

Phase 2 HPV

Figure XX: Modele de libération du calcium par les deux compartiments du
réticulum sarcoplasmique (SRa et SRs) au cours de la VHP.

D’aprées Connolly et al., 2013.

La vasocontraction hypoxique de vaisseaux isolés présente souvent deux phases. Apres la pré-
contraction, la phase 1 commence quelques secondes apres le début de I’hypoxie et atteint son

pic en 5 minutes. Il existe 1a aussi une relation entre le degré d’hypoxie et I’amplitude de la
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contraction maximale. Relation qui dépend de nombreux facteurs dont I’espéce et le modéle
expérimentale. Dans certaines études, la phase 1 est suivie d’une légére vasodilatation (Jones
et al., 2000). En contraste avec le phase 1, la phase 2 se développe progressivement pour
atteindre un maximum en 30-60 minutes. Selon les études et les especes, la phase 2 serait plus
petite (Dipp et al., 2001), égale ou plus grande (Bennie et al., 1991) que la phase 1. En ce qui
concerne notre mod¢le d’artéres pulmonaires proximales de porc, alors que la phase 2 existe
dans les 1% et 3°™ branches de division, elle est absente dans les 4°™ et 5°™ branches de
division. Les raisons de cette différence sont inconnues a 1’heure actuelle (Kovitz et al.,
1993). De méme, en cas d’artéres pulmonaires proximales de porc, la phase 2 est présente a
0% O2 mais absente & 4 & 10 % O2 (Kovitz et al., 1993). C’est pourquoi, pour étudier
I’existence ou non de la phase 2 dans notre modele, nous avons soumis les anneaux d’artéres
pulmonaires proximales de porc a un milieu hypoxique pendant une heure. Dans notre
modele, I’absence de phase 2 peut s expliquer par la taille du vaisseau (plutot les 3™ et 4°me
branches de division) et par le degré d’hypoxie (5 % O2).

Pour les artéres distales, la morphologie de la courbe de vasocontraction hypoxique n’est pas
forcément biphasique (Bonnet et al., 1991). La aussi, I’absence de phase 2 dans notre modele
d’artére pulmonaire distale de porc est conforme aux données de la littérature (Bonnet et al.,

1991).

VHP, la voie du NO et de 'IMP.

Apres de nombreuses controverses a ce sujet, 1’équipe de Vanhoutte démontre que 1’hypoxie
n’a pas d’effet sur la production de GMPc dans un modé¢le d’artére isolée de coronaire de porc
(Chen et al.,, 2014; Chan et al., 2011). Vanhoutte s’interroge alors sur le fait qu’une
contraction hypoxique requiert la présence de 1’endothélium, du NO, et de la GCs mais
curieusement pas du GMPc (De Mey et al., 1983; Chan et al., 2011). En 2014, il propose une
nouvelle hypothése : 1’Inosine 3°,5’-cyclique monophosphate (IMPc) serait produite par la
GC et cette production serait stimulée par le NO en condition hypoxique. Plusieurs evidences
suggerent le réle joué par I’'IMPc : le taux d’IMPc est élevé en présence de NO dans des
artéres sans endothélium ou en condition hypoxique chez des arteres pourvues d’endothélium.
Ces effets sont inhibés par I’ODQ, un inhibiteur sélectif de la GCs. La concentration d’IMPc
augmente également dans des artéres sans endothélium soumis a I’hypoxie en présence du
composé BAY 58-2667, un activateur de la GC. L’IMPc semble ainsi jouer un rdle majeur
cependant des questions restent en suspend. Pourquoi en condition hypoxique, la GC change
de substrat et choisit la formation d’IMPc et non de GMPc ? La disponibilité plus importante
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d’ITP en hypoxie ou I’inhibition de I’'ITPase en condition hypoxique peuvent peut é&tre
constituer le début d’une hypothése (Chen et al., 2011). Le role de I'IMPc comme médiateur
dans la VHP a été étudié : quelle est la cible de I’'IMPc ? La PKA et PKG ne semblent pas étre
les cibles classiques. L’IMPc, sur des artéres coronaires de porc, active ROCK, ce qui
entraine une diminution de I’activité de la phosphatase de la chaine légére de la myosine
(MLCP) et donc une augmentation de la vasoconstriction (Gao et al., 2007). Rho-kinase
semble étre une cible pour I’IMPc. Pour I’équipe de Vanhoutte, la formation d’IMPc par la
GCs est stimulée par le NO en condition hypoxique. Ce changement est associé¢ a 1’activation
de ROCK qui entraine ultérieurement une vasoconstriction hypoxique. Des études
supplémentaires sont necessaires afin de confirmer cette hypothése. Dans notre modéle
d’artére pulmonaire proximale de porc, ’ODQ inhibe de la VHP, confirmant ainsi le role joué

par la GCs.

Notre modele d’étude présente les limites inhérentes aux études sur vaisseaux isolés et
en particulier 1’absence de modulation neuronale et humorale du signal. Ce travail sur
vaisseaux isolés doit bien entendu étre complété par des études sur organes isolés puis sur
I’animal entier afin de confirmer que 1’urapidil préserve la VHP alors que les inhibiteurs

calciques I’inhibent.

Du vaisseau a ’animal entier : autres modeéles

Des nombreux mod¢les ont été développé pour étudier la VHP allant de 1’étude de la
cellule musculaire lisse en culture a I’animal entier en passant par 1’étude d’artéres
pulmonaires isolés et de poumon perfusé-ventilé isolé.

Les conclusions de nos recherches s’appuient sur des données issues de vaisseaux
isolés de porc. D’autre part, la VHP est inégale et hétérogene dans les différentes parties du
poumon et présente une grande variabilité entre espéces et méme interindividuelle. 1l apparait
donc important de conforter nos données dans d’autres modéles expérimentaux, d’autres

vaisseaux et d’autre espéces et d’étudier le role du calcium extracellulaire dans la VHP.

Etude des micro-vaisseaux

Classiquement, on décrit la VHP comme un phénoméne pouvant se produire sur tout 1’arbre
vasculaire pulmonaire mais de maniére prédominante au niveau des petites arteres
pulmonaires dites distales (Al-Tinawi et al., 1994). Les artéres pulmonaires distales ont été
largement utilisées pour étudier la VHP dans de nombreuses especes (rat, chat, mouton, lapin,
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porc ; Sylvester et al., 2012). Cependant, Wang et ses collégues suggerent récemment que la
dépolarisation induite par I’hypoxie débuterait au niveau de capillaires entourant les alvéoles
et se propagerait ensuite aux artéres pulmonaires distales provoquant la VHP (Wang et al.,
2012). 1l serait dont intéressant de travailler sur des arteres pulmonaires encore plus distales a
la limite avec les capillaires en s’aidant d’un systéme de microvaisseauX, en condition

hypoxique et en présence d’urapidil ou d’inhibiteur calcique.

Modele de poumon ventilé-perfusé isolé

Les premicéres études de Mc Curty, s’intéressant au calcium dans la VHP, ont porté sur 1’étude
de poumon ventilé-perfusé isolé de rat (Mc Curty et al., 1976). Le modéle de poumon
perfusé-ventilé isolé a I’avantage d’exclure les interactions avec les autres organes ou tissue,
tout en maintenant I’intégrité du poumon et la capacité de transport de substrat extracellulaire
via les capillaires. Dans un tel modéle, la VHP se mesure par sa répercussion sur la pression
artérielle pulmonaire (PAP). La ventilation par un mélange hypoxique (1% O2, 5% COz,
balancé avec du N2) entraine une augmentation de la pression artérielle pulmonaire de 1 a 8
mmHg selon les études (Yoo et al., 2013). Yoo et son équipe ont travaillé & optimiser un
modeéle de poumon perfusé-ventilé isolé de souris dans 1’objectif d’obtenir une VHP
persistante, répétitive, soutenue (5 mmHg) et sans pré-contraction (Yoo et al., 2013). Pour
cela, il propose, comme modéle optimal, d’utiliser une solution de sérum physiologique salée
associee a 20% de sérum bovin feetal (SBF) comme perfusét. Ainsi, il optimise la réponse
hypoxique et évite le risque d’oedéme aigu du poumon. Dans cette étude, 1’adjonction de
nifédipine (1 uM) avant I’hypoxie diminue de fagon significative la pression artérielle
pulmonaire de 22,5 % +/- 0,6% par rapport au contrdle (Yoo et al., 2013). L utilisation d’une
solution sans calcium diminue la pression artérielle pulmonaire pratiquement jusqu’a sa
valeur de base (de plus de 90 % ; Yoo et al., 2013). Il serait intéressant dans un tel modeéle de
comparer 1’adjonction de nifedipine ou d’urapidil sur la pression artérielle pulmonaire. Nous
travaillons actuellement dans cette direction avec la mise en place d’un modéle de poumon
ventilé-perfusé isolé de rat. Comme Y00 et son équipe, nous en sommes a 1’optimisation du
modéle, une étape préliminaire indispensable a 1’exploitation des données. Dans ces modeles,
I’hypoxie est appliquée de manicre globale, a I’ensemble du poumon. Il serait également
intéressant de travailler notre hypothése dans un modéle d’hypoxie localisée chez le rat en

créant une atélectasie par obstruction ou ligature d’un lobe pulmonaire (Tojo et al., 2015).
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Modele d’animal entier

L’avantage des études in vivo est d’intégrer la totalité des effets potentiels dans un
contexte physiopathologique et de se rapprocher de la situation chez I’homme. Le cas clinique
de Cotte rapporte I’exemple d’un patient de réanimation atteint d’une pneumopathie aigue
avec altération de la fonction respiratoire ayant présenté deux épisodes d’hypoxémie suite a
I’administration d’un inhibiteur calcique, la nicardipine.

Dans ce contexte, I’utilisation d’un modéle d’hypoxie localisee, de pneumopathie chez
le rat pourrait étre une alternative intéressante pour tester 1’effet de 1’urapidil et des inhibiteurs
calciques sur la VHP. Le modéle de pneumopathie chez le rat a été décrit précisément par
Rezaiguia (Rezaiguia et al., 1997). L’agression par 1’inoculation trachéale de pseudomonas
aeroginosa, se traduit par une diminution des échanges gazeux (baisse de la compliance
pulmonaire), une diminution de la fonctionnalité du surfactant et une mortalité élevée (80 %)
(Rezaiguia et al., 1997). Dans le méme idée, Benumof (Benumof et al., 1979) et Domino
(Domino et al.,1984) ont quant a eux étudié le mécanisme de VHP sur le chien entier
anesthésié. Dans leurs études, ils provoquent des hypoxies localisées en créant des atélectasies
ou des exclusions de bronches puis mesurent a 1’aide d’une sonde €lectromagnétique le débit
dans le tronc et dans 1’artére pulmonaire droite. 1ls visualisent ainsi le phénoméne de VHP par
I’intermédiaire du débit dans I’artére pulmonaire droite. Il retrouvent ainsi chez des chiens
anesthésiés une baisse du débit dans les arteres pulmonaires du lobe pulmonaire atélectasié
attribuant cet effet a la VHP (Benumof et al., 1979). L’idée d’un tel modéle serait de créer
chez I’animal une hypoxie localisée (pneumopathie ou atélectasie) puis de mesurer les
variations de débit dans les artéres pulmonaires en présence d’urapidil ou d’inhibiteurs

calciques.

Ainsi, 'urapidil préserve la VHP contrairement a la nicardipine et la clévidipine qui
I’inhibent. Cette différence s’explique en partie par le réle central joué par le calcium
extracellulaire dans le déroulement de la VHP. Des études complémentaires chez 1’animal
mais aussi chez I’homme sont nécessaires afin de confirmer nos résultats. 1ls nécessitent
également d’étre confirmés chez I’homme dans une étude controlée randomisée afin de
corroborer de facon indiscutable les intéressantes observations de Cotte. Les implications

thérapeutiques potentielles des résultats d’une telle étude controlée randomisée sont reelles.
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Conclusion génerale






Conclusion générale

La prise en charge d’une hypertension artérielle est un enjeu majeur dans certaine situation a
risque telles que la pré-éclampsie ou chez certains patients instables en réanimation atteints de
pathologie respiratoire pour lesquels la VHP est bénéfique. L’urapidil, antihypertenseur
d’action mixte centrale et périphérique ne présente pas de tachycardie reflexe grace a son
action centrale sur les récepteurs 5HTia, contrairement aux inhibiteurs calciques. Son

mécanisme d’action reste complexe et que partiellement élucidé.

L’ensemble des données obtenues montrent que les récepteurs 5SHTia périphériques ne
semblent pas impliqués dans les effets vasculaires périphériques de I’Urapidil, qui seraient
principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha 1 adrénergiques. Les résultats
préliminaires obtenus sur les artéres pulmonaires humaines confirment ceux obtenus sur

I’animal.

Cotte et collégues, suggerent a propos d’un cas clinique publié en 2012, d’éviter 1’utilisation
des inhibiteurs calciques classiques lorsque la VHP est essentielle pour prévenir une hypoxie
aigué et d’utiliser préférentiellement 1’urapidil si un traitement antihypertenseur est nécessaire
chez ces patients. Nos résultats expérimentaux indiquent que ’urapidil préserve la VHP
contrairement a la nicardipine et la clévidipine qui I’inhibent. Les mécanismes impliqués dans
la VHP sont complexes et incompletement élucidés. L’ensemble des données de notre étude
mettent en évidence I’implication des dérivés reactifs de I'oxygeéne, de la voie du monoxyde
d’azote via la guanylyl cyclase (GC) et I’inosine monophosphate (IMPc) et bien entendu le
role central joué par le calcium. Ces résultats nécessitent d’étre confirmés chez ’homme dans
une étude contrdlée randomisée afin de corroborer de fagon indiscutable les intéressantes
observations de Cotte. Les implications thérapeutiques potentielles des résultats d’une telle

étude controlée randomisée sont réelles.
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o Etude expérimentale évaluant I'effet de
Purapidil sur le tonus artériel et sa capacité a
préserver la vasoconstriction hypoxique
dans I'artére pulmonaire

Résumeé

La prise en charge d’'une hypertension artérielle est un enjeu majeur dans certaines situations a
risque telles que la pré-éclampsie ou chez les patients avec une pathologie respiratoire pour
lesquels la vasoconstriction hypoxique pulmonaire est bénéfique. L’urapidil est un antihypertenseur
d’action mixte associant une action antagoniste sur les récepteurs alpha-1 adrénergiques post
synaptiques périphériques et une baisse du tonus sympathique par action centrale qui pourrait
impliquer a la fois un blocage des récepteurs alpha-1 et une activité agoniste sérotoninergique sur
les récepteurs 5SHT1A qui limite la survenue d’'une tachycardie reflexe. La premiére étude indique
qgue les récepteurs 5HT1A périphériques ne semblent pas impliqués dans les effets vasculaires
périphériques de l'urapidil, qui seraient principalement le résultat du blocage des récepteurs alpha 1
adrénergiques. La deuxiéme étude montre que l'urapidil préserve la VHP contrairement a la
nicardipine et la clévidipine qui lI'inhibent.

Mots-clés : Hypertension artérielle, Urapidil, Récepteurs SHT1A, Vasoconstriction hypoxique

Résumé en anglais

Urapidil, a vasodilator, is widely used in the treatment of hypertension mostly due to better patient
tolerance. Urapidil has a dual action: firstly it works as a selective alphal- adrenoreceptor antagonist
and secondly as an agonist of 5-HT1A receptors in the central nervous system. Thus, the present
findings, while confirming that urapidil is a potent inhibitor of alpha 21-adrenoceptor-induced
contraction targeting preferentially arteries with an endothelial dysfunction, do not support the role of
5-HT1A receptor activation in the control of the vascular tone in response to urapidil in the three
types of blood vessels studied. In conclusion, this trial showed that in our experimental setting,
urapidil preserved the hypoxia triggered vasoconstriction in isolated pulmonary vessels. Conversely,
both calcium channel inhibitors nicardipine and clevidipine blunted the vasocontrictor reaction to
hypoxia. These findings may have important clinical consequences that deserve further evaluation.

Keywords: Arterial Hypertension, Urapidil, Receptors 5SHT1A, Hypoxic Vasoconstriction
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