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Résumé

L’hypertension artérielle (HTA) est un probléme de santé publique majeur, au centre de
nombreuses pathologies. En étudiant la prévalence de ’'HTA, nous nous sommes intéressés
a deux points en particulier que nous abordons dans ce manuscrit de thése. Le premier est
I’existence d’une relation bidirectionnelle entre ’HTA et le syndrome de I’apnée du sommeil
(SAS), maladie encore sous-diagnostiquée de nos jours. Le second concerne le fait que les
hommes sont plus touchés par ces deux pathologies que les femmes, mais que cette tendance
s’inverse au moment de la ménopause, suggérant un rdéle protecteur des hormones
ovariennes. Les mécanismes sous-jacents de la mise en place de I’'HTA sont connus dans
différentes maladies associées comme 1’athérosclérose, 1’obésité, le diabéete, mais doivent
encore étre ¢tudiés dans le SAS chez la femme ménopausée.

Le travail de cette theése vise a comprendre les mécanismes a ’origine de I’HTA chez les
femmes ménopausées atteintes du SAS. Pour cela, nous avons utilis¢ un modele animal
d’hypoxie intermittente (HIC; 21%-10% O, ; 10cycles/h ; 8h/jour). Ce modele simule le
profil physiopathologique observé chez les patients apnéiques, en particulier avec le
développement de I’HTA. La particularité de nos travaux de recherche est 1’utilisation de
rates ovariectomisées (OVX), permettant ainsi de mimer la ménopause, contrairement a de
nombreux modeles d’HIC qui utilisent les rats males. Par ailleurs, nous nous sommes aussi
intéressés au role de I’estradiol (E2) dans le développement de ’HTA et sur les mécanismes
sous-jacents induits par I’HIC.

Nos principales conclusions sont que ’HIC engendre une ¢lévation de la pression artérielle
et de la concentration en endothéline-1 (un vasoconstricteur), mais que ceci est réversible
avec le traitement a I'E2. Au niveau de l'aorte, I'OVX engendre une augmentation du stress
oxydatif, mais, de nouveau, la supplémentation en E2 renverse cet effet. Les mécanismes de
réponse a I'E2 sont différents selon le protocole suivi par I’animal ; apres I’HIC, I’E2 réduit
l'activité des enzymes pro-oxydantes alors qu’en condition de normoxie (21% O,), ’E2
augmente l'activité des enzymes anti-oxydantes. Au niveau des poumons, I’HIC augmente le
stress oxydatif mais I’OVX a un effet chez les animaux en normoxie uniquement. Les effets
de I'E2 sur le stress oxydatif sont tissu-dépendants.

Le traitement a I'E2 permet de pallier les dysfonctions vasculaires induites par I’'HIC et

pourrait avoir une pertinence clinique dans le traitement du SAS chez la femme ménopausée.
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Abstract

Arterial hypertension is a major public health problem, which is at the heart of many diseases.
In studying the prevalence of hypertension, we focused in two specific points that we address
in this thesis manuscript. The first one is the existence of bidirectional relationship between
hypertension and sleep apnea syndrome (SAS), a disease that is still underdiagnosed today.
The second is that men are more affected by these two conditions than women, but this trend
reverses at the time of menopause, suggesting a protective role of ovarian hormones. The
underlying mechanisms of the establishment of hypertension have been studied in various
associated diseases (atherosclerosis, obesity, diabetes), but have yet to be studied in SAS in
menopausal women.

This work aims to understand the mechanisms underlying high blood pressure in
postmenopausal women with SAS. For this, we used an animal model of intermittent hypoxia
(IH, 21% -10% O,, 10cycles/h, 8h/day). This model presents the same pathophysiological
profile observed in apneic patients, in particular with the development of arterial
hypertension. The unusual feature of our study is the use of ovariectomized (OVX) female
rats, thus allowing to mimic the menopause, contrary to many models of IH which use the
male rats. In addition, we have also investigated the role of estradiol (E2) in the development
of hypertension and on the underlying mechanisms induced by IH.

Our main conclusions are that although IH causes elevation of blood pressure and endothelin-
1 concentration (a vasoconstrictor), it is reversible with E2 treatment. In aorta, OVX
generates an increase of oxidative stress, but, again, the supplementation in E2 reverses this
effect. The mechanisms of response to E2 are different according to the protocol followed by
the animal; after [H, E2 reduces the activity of pro-oxidant enzymes whereas in normoxia
condition (21% O,), E2 increases the activity of antioxidant enzymes. In the lungs, IH
increases oxidative stress, but OVX has an effect only in female rats exposed to normoxia.
The effects of E2 on oxidative stress are tissue-dependent.

E2 treatment prevents IH-induced vascular dysfunction and may be clinically relevant in the

treatment of SAS in postmenopausal women.

111



Table des matiéres

RESUME......oooiiiieeee ettt e et e et eeaa e e taeesaaeestaeeesbeessseeenseeeanes i
ADSITACE ...ttt e e et e e e et e e e et e e e e atbaeeeaataeeeataeeeateeaeaaes iii
Table deS MALICTES.....ccuiiiieiieiiiecie ettt e e te e e beeebeeetae e saeessaeessseesnseeennes v
LiSte deS taDICAUX.......eeiuiiiieiiecieeeiee ettt ettt et ettt e et e e eeenreeanreas viil
LISTE d@S FIGUIES ...eeviieeiiie ettt ettt e ettt e et e et e et eestaeessseessseennseeenseeennes X
Liste des abréviations €t des SIZIES ......c.eevuiiririieriieieeeeeeee e Xii
REMEICICIMENES. ....ciiiiiiiiiiiccee e ettt e e e e e tb e e e e tr e e e eatbeeeeareeeeaens Xiv
AV ANEPIOPOS. ¢.eetteeeiteeeitieeteeeteeesteeestteestaeesaseeasseessseeasseessseessseeasseeanseeensseessseensseensseensseennsens Xvii
INETOAUCTION ...ttt ettt e e et e et e e eteeeaeeeaaeeeaseesaseesaseeenseeennes 1
DE LA PRESSION ARTERIELLE A L’HYPERTENSION ......covueuieeeeeeeeeeeeeeee e 2
LA PRESSION ARTERIELLE ........ccovvuiiuiieiecieeeesieeees e 2
Découverte du parameétre cardioVASCUIQIre ...............coeeecevivveeeeeeeeseiiiirereeeeeeeeisiiissreeesaeens 2
DEFINITION ..vvvvvveeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e ettt a e e e e e e e s st erareeas 3
Déréglements de 1a pression Qrtérielle............uuwuueeeeeiciieeeeiiieeeeciee e eeea e 4
L’HYPERTENSION : PATHOLOGIES A MULTIFACETTES ..o 6
RAPPEIS RISTOTIQUES ..., 6
DiIOGNIOSTIC ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnees 8
Epidémiologie dans Ia population GBNEIAIE ................cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeseeeennn 8
Sexe et ménopause : facteurs de risques de I’hypertension artérielle.................c..cccuuuu.. 9
AULIES fACLEUIS 0@ FISQUES ......veeeeeee et e ettt e e e e e e ts ettt a e e e e s sssasaeeaaeeeesnines 11
L KT =T o 1 Lo [ (=P 11
LES FACTEURS DE REGULATION DE LA PRESSION ARTERIELLE .................. 13
Facteurs centraux: le systéeme nerveux SympatiiquUe.............cccceeeeccueeeeescieeeeeiiieeeennnen 13
Facteurs hormonaux : le systéme rénine — angiotensine — aldostérone.......................... 14
Facteurs locaux : la fonction endothéliale et le remodelage vasculaire.......................... 15
L’HYPERTENSION ARTERIELLE ET LES MALADIES ASSOCIEES.........co....... 16
L’ APNEE DU SOMMEIL ...t eeeee e eeeeenaeen 17
UNE MALADIE ANCIENNE MAIS TOUJOURS D’ACTUALITE......ooeeeeereen. 17
LA DEFINITION ET LES CARACTERISTIQUES DU SAS.....ovuiviieeeeeeeeeeeeseeee 19
DEFINITION ...vvveveeeeeeeeeeeeeie ettt e e ettt e ettt a e e e e e e e s et a e e e e e e e s sttabs b e aaeeeeesssrsseeereeees 19
Différents types d’apnée du SOMMEIl...............oeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeecccteeeea e eescccvaeeeaans 19
N1V =T (=R (=3 o W Lo ] Lo Lo | =S UEPR 22
PRESENTATION CLINIQUE DE L’APNEE DU SOMMEIL......cccovoveieeeeereeeenan. 22
Epidémiologie dans la population GENEIAIE ................ccueeeeeeceeveeeeeieeeeeseeieeveieeeainans 22
La ménopause : facteur de risques du SAHOS ...........oooeeeeeeeeeeeeiieeeeciiee et eeiera e 24
AULIES fACLEUIS @ FISQUES ...t ee e eeet sttt e e e e e e ettt a e e e e e e ssssssaaaaeeenssiaes 26
Y= =T 1 Lo [ L= PR 27
LES ETUDES FONDAMENTALES SUR LES CONSEQUENCES VASCULAIRES DU
S A S e e e —— e e ettt e e e ette e e et te e e e teeeeeabeeeeaateeeenareas 29
Les modeles d’hypoxie iNterMItteNte..........ccccuvveeeieeeeeeeeecciiieeee e et a e e e ssscaaeeeaae s 29
Conséquences de I’hypoxie intermittente chronique sur le systeme vasculaire .............. 31
Conséquences de I’hypoxie intermittente chronique sur le tissu pulmonaire.................. 32

v



L’HYPERTENSION ARTERIELLE INDUITE PAR L’HYPOXIE INTERMITTENTE

CHRONIQUE : MECANISMES IMPLIQUES ......coviuieieeieeeee et 33
LES MECANISMES AUTONOMES .....coeeuteeteeeeeeeeeeeeeeeeee s e ese e eseeenees 33
SYStEME SYMPALNIQUE..........eeeeeee ettt e e e e e ettt e e e e e et saaaeaaaeeeessaes 33
Chémorécepteurs PEriPRGIIQUES. ..........ueeeeeeeeeiieieeeeeee e eeeeeccitteaa e e e e tsseitreaaaaeeesssssssaaseaaes 34
LA DYSFONCTION ENDOTHELIALE .....c.ovvueeeeeeeeeeeeeeeee e eeneen 36
Facteur vasoactif : @NAOtREIINE-1 .............ccoeoueeieeeiiiiieeeeeee et 36
Facteur vasorelaxant : oxyde nitrique et vasodilatation NO-dépendante....................... 39
LE STRESS OXYDATIF ..ottt et eavea e 43
D] 1 T [ ] BRSPS 43
Principaux ROS OU rAdIiCAUX [IDIES .......ccceeeeeeiiiiiieeee e e eeeeciiivteae e e e eestcistaaa e e e e e essissvanaaae s 43
Principaux producteurs de ROS .............cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 46
DEfenses ANti-OXYAANTES ........ccccueeieeeieee ettt eee ettt a e e e e et sttt e e s e e e sssstanraaaaaes 53
CIDIES AES ROS ...ttt ettt e e et e e ettt e e e st e e e esttea e e s ansnaaennnnnee e 57
Stress oxydatif et hypertension artérielle induite par I’hypoxie intermittente................. 59
SYNTHESE ...ttt 62

LA MENOPAUSE ET L’ESTRADIOL ..........ouveiieeieeesieeeeeeeeeeeies s 63
LA MENOPAUSE : UN FACTEUR DE RISQUE DE L’HYPERTENSION
ARTERIELLE.......cco.ooiiiiiiiieieiies s 63
[0 2114 Lo OO U 63
SAHOS 101S 0@ MENOPAUSE. .....vvvveeeeeeeeeeeiieiieeeeeeeeeeteetteeeee e e e eesttisraeaeeeeeessssssreaaseeeeesians 64
Traitements hormonaux de a0 MENOPAUSE. ............ccccueeeeeeeeiiieeeeiiie e eeiea e e 65
Modeéle animal de la ménopause : OVArieCtOMIE ..........cccccuvvvvveeeeeeeeeeiiiirirereeeeeeesiiissseenns 66
L’ESTRADIOL : UNE DEFENSE CONTRE L’HYPERTENSION ARTERIELLE......67
Récepteurs de I'eStradiol ...........occueeeeeeuiiee ettt 68
SIGNAUX GENOMUGUES.....cccciieeeieeeeeeeeeeiteee e e e e e e e et sttt aae e e e e s ss s aaaaaeeesessssssssssaaeeenssises 69
SIGNAUX NON GENOMUGUES......ueveeeeeeeeeeeeiiiieieeeeeeeeeeteeeetisereeseeeeeessttssseassseeeesssssssessseeeesaies 70
Réle de I'estradiol sur I’hypertension artérielle..............ccccevveeueeeevicieeeesiiieeesiieneeee, 71
Réle de I'estradiol sur la fonction endothélile .................ccveeeieeeeeeiiiiviiiieeeeeeciiiivvennnnn, 73
Réle de I'estradiol sur le Stress OXYAdatif .......cccuvveeeeeeeeeeeeiiieiiieeeeeeeesiireeeee e eeessiireveeaaens 74
SYNTHESE ..ottt sttt 76

HYPOTHESE GENERALE ET OBJECTIFS......coooiviieieieeceeeeeeie e, 78

I Chapitre L oottt et et e et e e ta e e s tb e e s b e e esaeeebeeensaeenaeenns 82

Protective roles of estradiol against vascular oxidative stress in ovariectomized female rats

exposed to normoxia or Intermittent NYPOXIA ......c.eeevveeeiiieeiieeiieerie e 82
1.1 RESUME €N fTANCAIS ...eeeivviiiieieie ettt 83
1.2 ADSITACTE ...ttt e e e et r e e e atreeeetreeeas 84
1.3 INErOAUCTION ...ttt et st e e e e e e e teeeseeesaaesaeenns 85
1.4 Material and MEthOdS............oocuiiiiiiiiiiccii e 87
1.4.1 ERICA] QPPIOVAL.....uveeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e et sssaraaaraaeeenaas 87
1.4.2 EXPEriMENtAl GrOUPDS.......ccceeeevieeieee ettt e e et eete st a e e e e e e s staae e e e e e eesssnnes 87
1.4.3 SUIGICAl PrOCEAUIE.........ooeeeeeeeeeeee ettt e e e e 87
1.4.4 Chronic intermittent NYPOXiQ @XPOSUIE ..........cceeeeeeiivveererreeeeeeeiiiiisereessseesssiiinns 88
1.4.5 Measurements of body weight and hemodynamic parameters...................... 88
1.4.6 Plasma and tisSue COIECtION..........ccceeeeeecuieeeieeeeees e eeeeceeieee e eescceaaaa e e e 89



1.4.7 2] [o Yol g 1T g gV lote 1 e KX Yo ) A 89

1.4.8 Protein @XtrACTION ..........eeuveeieeeiiiiiieiiiiiieeeieeeeeee e 89
1.4.9 Oxidative Stress eNzyme ACHIVItIES .........cvueeeeeeeeeeiiiiiiiieereeeeeeesiiiiseressseeesssiinns 89
1.4.10  Marker Of OXidQtiVE STIrESS ........cceeeeviuvreeeeeeeeeiiiireeirieeeeeeeeessiirereseeeeeessiissssrseaens 91
1.4.11  Exvivo measurements of vascular reactivity...........cccccccueeeevevviveeenseeesssciivnnnnn. 91
1.4.12  StAtiStiCAl ANAIYSIS ........vvveeeieeeeeeeeeeiee ettt e e e e et sttt e e e e e e e ssrbaaaaaae s 93
1.5 RESUILS ..ottt e e et e et e e e e tae e e eraeeeeans 94
1.5.1 Short and long-term effects of CIH, ovariectomy, and E, supplementation on
L V=d (o s T T ][ OSSPSR 94
1.5.2 E, supplementation in ovariectomized female rats prevents the elevation of
arterial blood pressure after short- and long-term exposure to CIH .........ccccccceeeuvvvnnen.. 96
1.5.3 E, supplementation reduces circulating ET-1 level in ovariectomized female rats
after Short-term eXPOSUIE O ClH.........uueeeeeeeeiiieiiieeeeeeeeeeciieeeeee e eeeesssitarereaaeeeeessissraraaaes 97
1.54 E, supplementation reduces the pro-oxidant phenotype by increasing catalase

activity in the aorta of ovariectomized female rats after short-term exposure to CIH.... 97
1.5.5 E, supplementation promotes in vitro NO-induced vasodilation on aortic rings

after short-term exposure t0 ClH............ccooeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 101
1.6 DISCUSSION ...ttt ettt ettt et e et e et e et e e te e et eeteeeaaeeeaseesaseesasaesaseesnseesnseas 105
1.6.1 Weight gain during CIH exposure in SHAM and OVX female rats ................. 106
1.6.2 Supplemental E, reduces arterial blood pressure during exposure to CIH..... 106
1.6.3 E, supplementation reduces the pro-oxidant phenotype in the aorta of
ovariectomized female rats after short-term exposure to ClH...........cccovvveveeeeeeeeccnnnnen. 107
1.6.4 E, supplementation reduces circulating ET-1 level in ovariectomized female rats
after short-term eXpoSUIre t0 ClH..........c..oeveeuieieeeieie ettt e e 108
1.6.5 E> supplementation promotes in vitro NO-induced vasodilation after short-term
EXPOSUIE TO CIH ..ottt et e ettt e e e e e ettt et e e e e e e eesaaaaaeeaaseeesnnns 109
1.6.6 Long-term CIH exposure in female rats does not alter oxidative stress in the
aorta, circulating ET-1 level, or the vascular reactivity of aortic rings ............cc........... 110
B O -1 o1 15 ¢ <3 (SRR 112
Roles of estradiol against oxidative stress in the lungs of ovariectomized female rats exposed
to chronic INtermMitteNt RYPOXIA......eeeuieeriiieiieeiieecee et 112
2.1 RESUME €N fTaNCAIS ....eeiiviiiiiiiii e e 113
2.2 ADSITACE ...ttt ettt et e et e et e e eeeareeeareas 114
2.3 INErOAUCTION ... .eiiiiiiiic et ettt e e et e e etae e e eare e e eaneaeens 115
2.4 Material and Methods............cocviiiiiiiiiiiiiccece e 117
2.4.1 ERICA] QPPIOVAL.....vveeeeeeeeeeeieeee et ettt e e ettt a e e e e e eesans 117
2.4.2 EXPErimeNtal GrOUDS.........uvvvveeeeeeeereeeisiaeeassiesasssteeseeeseesseeessessssesseessssasssssssnaas 117
2.4.3 Surgical procedure and chronic intermittent hypoxia ............cccccvveeeeeecnnnee. 118
2.4.4 Tissues collection and protein extraction .............ccccceeeeeeeeecviivveeneeeeeseiiivennn, 118
2.4.5 Oxidative stress enzyme activities and makers of oxidative stress................ 118
2.4.6 SEALISEICA] ANAIYSIS ...ttt e e a e e e e e sscaaeee s 118
2.5 RESUILS ..ottt et e e st e e aa e e e are e eareeas 119
2.5.1 E2 supplementation reduces the pro-oxidant phenotype in the lung of
ovariectomized female rats after exposure to ClH. .............ccueeeveeeeeecsiiiiiiieeaeeeeecicvsnenn 119

vi



2.5.2 E2 supplementation modulates in different ways the anti-oxidant phenotype in

the lung of ovariectomized female rats after exposure to ClH. ............ccccouvveeeeeeccrnnnnnn 122
2.5.3 E2 supplementation decreases the oxidative stress marker AOPP in the lung of
ovariectomized female rats after exposure t0 ClH. ..........ccccvuveeeeeeeeeeesviivreeeeeeeeesiiivvnenn, 124
2.6 DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt e e et e e et e enbeebeenbeebeeseenseenseenne 126
Discussion, conclusions €t PErSPECLIVES .......eeruereriierieeriieeiieeieeeieeeieeeseeeseeeseseesseesnneas 129
Principales observations et CONStatatioNs ............cceveeecueeerieeeiieerieesieeeieeeieeereeereeeeeeens 130
Les lMites de NOS ETUACS......eeiuieeieiieeieeie ettt ettt et et s e e s s 131
Effet de I’estradiol sur la dysfonction endothéliale et le stress oxydatif induit par I’'HIC
......................................................................................................................................... 132
L’estradiol agit différemment sur la catalase et la GPx en condition d’HIC .................. 136
Implications des HIF dans le stress oxydatif induit par 'HIC.............c.ccoieeiiieiiennnn. 139
Roles des ER dans la protection vasculaire de 1’estradiol............cccecvevvenienienieneenene. 142
P OIS PECEIVES ...ttt ettt ettt e e e st e et e e e e ta e e s nbeeenaaeenbaeenraeenaeans 143
23 10) HT0 ea 21 o) 11 OO RPSRUS PR 145
ANNEXE A 1 COLULCIIE ..nvieiieiiecee ettt e e s e e enseeenneas 188
ANnexe B 1 PUDLICAtIONS.........ooiiiiiiiieiicie et 189
ANNEXE C 1 CONEGIES .envieeiieeiieeeiteeeiteeteeetteestteesteeeseteessteeanseesateeenseeenseeessaeenseeesnseesnseesnsens 190
Annexe D : Encadrement tudiant.............cocueeiiieiiiieiiiieniiieciee e 192

Vil



Liste des tableaux

Introduction

Tableau 1 : Définition et classification des différentes formes d’hypertension artérielle selon
INC €t ESHIESC ..ottt 6
Tableau 2 : Récapitulatif des cinq études publiées entre 1993 et 2015, présentant les
prévalences (en %) des désordres respiratoires durant le sommeil et du syndrome de

Iapnée du SOMMEIL........ooiiiiiiiiiiieeie et et an 24
Tableau 3 : Les différentes isoformes de la NADPH 0xydase .........ccccceevveevirecieecieecneenne. 49
Tableau 4 : Présentation des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques................... 54

Chapitre 1

Table 5 : Mean, systolic and diastolic arterial blood pressures (MAP, SDB, DBP: mmHg)
and heart rate (HR: bpm) after 7 and 35 days in RA or CIH for different hormonal status
(SHAM; OVX-VEH and OVX-E2) .....cccoiiiiiiiiiieinteceseeceseeeee st 96

viil



Liste des figures

Introduction

Figure 1 : Expérience du garrot d’Harvey. La compression du bras par un garrot en A fait
ressortir les veines de I’avant-bras entrainant le gonflement des valvules B, C et D (a
gauche). Dessin représentant 1’expérience de Hales, pour déterminer la pression
artérielle sur une jument (& drOIte) ........eveerierierierierieeee e 2

Figure 2 : Le premier sphygmomanometre du professeur Siegfried Ritter Von Basch (a
gauche). Le sphygmomanomeétre de Scipione Riva-Rocci avec le brassard (a droite). ..3

Figure 3 : Représentation schématique de la circulation sanguine lors de la systole et la

RASTOLE .ttt ettt sh et naeas 4
Figure 4 : Représentation schématique des différents mécanismes physiopathologiques
responsables du développement de I’hypertension artérielle ...........coccevevveerieennnennnnn. 13
Figure 5 : Enregistrements de polygraphie ventilatoire d’une apnée obstructive (a), centrale
(D) @1 IMIXEE (C) 1euvreeeurieeiieeie e et ete ettt e et e et e e et e e et e e eteeeteeeeaeeesaseeesseeasseesaseeenreeenseean 21
Figure 6 : Schématisation d’un masque de Pression Positive Continue (PPC). ................... 28
Figure 7 : Représentation schématique des trois grands profils d’HI...........cccoceevveniennnnen. 30
Figure 8 : Systeme vasculaire de I’endothéline-1 contribuant aux modifications vasculaires
de Phypertension art€riClle .........cc.oeviieiiiiiiieciieciee e e 38
Figure 9 : Libération des facteurs de relaxation d’origine endothéliale .............c..ccoceeenee. 40
Figure 10 : Production de ROS a partir de la réduction de I’oxygene. .........cceevevvereenerenen. 44
Figure 11 : Représentation schématique de la chaine de respiration mitochondriale........... 46

Figure 12 : Représentation schématique de la NOX2 et de son mécanisme d’activation ....50
Figure 13 : Représentation schématique de la réaction de transformation de 1’hypoxanthine

en acide urique par la xanthine oxydase lors de phénomene de réoxygénation............ 51
Figure 14 : Découplage de I’enzyme NO synthase...........coceeveiviiniiniinieniinieneeneeeeeen 52
Figure 15 : Représentation schématique du systéme antioxydant enzymatique................... 55
Figure 16: Représentation schématique du cycle de la glutathion peroxydase (GPx) et la

glutathion réductase (GR).......ccueiiiiiiiiiiiee e 56

Figure 17 : Représentation schématique du cycle de recyclage entre la vitamine E
(tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique) et le glutathion peroxydase (GPx). .....57
Figure 18 : Représentation schématique de I’interaction hormonale dans 1’axe hypothalamo-
hypophysaire, régulant le cycle ovarien (a gauche). Graphique présentant les
concentrations des hormones centrales (LH et FSH) et des hormones ovariennes

(progestérone et estradiol) avant et apres la ménopause (2 droite)........cccceeeeveeeeeeeennnen. 64
Figure 19 : Représentation schématique de la synthese de I’estradiol...........cccceevveneenennen. 67
Figure 20 : Représentation schématique des récepteurs ERo et ERP. ....ccoovvveiieiieiiennen. 68
Figure 21 : Représentation schématique des mécanismes de signalisation des ER.............. 71
Figure 22 : Représentation schématique des effets des estrogénes sur la fonction

MIOChONAITIALE ...ttt 75

Figure 23 : Représentation schématique du développement de I’hypertension artérielle via la
dysfonction endothéliale et le stress oxydatif, dans le cas de I’apnée du sommeil ou d’une
eXposition en hypoxie INLETMItIENLE .........ccveeruieriieeiieeiee e eree e e sreeeeeeeaee e es 77

X



Chapitre 1

Figure 24 : Plasma concentrations of E2 (pg/mL) after 7 (left panel) or 35 (right panel) days

in RA or CIH for different hormonal Status ............ccoecveriiriieniiiniiinieeieeeee e 94
Figure 25 : Weight gain (grams) after 7 days in RA or CIH for different hormonal status. 95
Figure 26: Weekly weight gain for SHAM groups (left panel) and for OVX-VEH and OVX-

E, groups (right panel) during 35 days in RA or CIH.........cccoeoieiiiiieiieieeeeeeeen 95
Figure 27 : Plasma endothelin-1 levels (pg/mL) after 7 (left panel) or 35 (right panel) days in
RA or CIH for different hormonal Status............ccceevuiriieiiieiieeiieieeeeeeceeeee e 97

Figure 28 : Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX), xanthine
oxidase (XO), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein
products (AOPP) in the aortic tissue of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for
different hormonal StAtUS .........cc.eoiiiiiiiiinii e 99

Figure 29 : Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX), xanthine
oxidase (XO), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein
products (AOPP) in the aortic tissue of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for
different hormonal StatUs .........cc.coiiiiiiiiiiii e 100

Figure 30 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to phenylephrine (PHE;
107 - 10°M) after 7 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E,
rats. Lower panel: maximal contraction obtained with the highest dose of PHE in isolated
aortic rings from rats after 7 days of exposure to CIH or RA ........cccoociiiiiiiiiinnnne. 101

Figure 31 : U}g)per panels: cumulative concentration—response curves to acetylcholine (Ach;
107 - 10°M) after 7 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E,
rats. Lower panels, bar graph: maximal relaxation obtained with the highest dose of Ach
in 1solated aortic rings from rats after 7 days of exposure to CIH or RA. Lower panel,
curves: Cumulative concentration-response curves to sodium nitroprusside (SNP; 10 -
LO™IM). ettt r et e e e e er e ree e 102

Figure 32 : Upper panels: cumulative concentration-response curves to phenylephrine (PHE;
107 - 10°M) after 35 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E,
rats. Lower panel: maximal contraction obtained with the highest dose of PHE in isolated
aortic rings from rats after 35 days of exposure to CIH or RA .........ccccooiiiiiinnnne. 103

Figure 33 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to acetylcholine (Ach;
10” - 10°M) after 35 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E,
rats. Lower panels, bar graph: maximal relaxation obtained with the highest dose of Ach
in isolated aortic rings from rats after 35 days of exposure to CIH or RA. Lower panel,
curves: Cumulative concentration-response curves to sodium nitroprusside (SNP; 10 -
L0 ettt ettt e et e e e e e er et e 104

Chapitre 2

Figure 34: Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX) and xanthine
oxidase (XO) in the lung of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for different
hOTmONAl STATUS ....c.eiuiiiiiiiiic e 120



Figure 35: Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX) and xanthine
oxidase (XO) in the lung of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for different
NOTMONAL STATUS ...ttt ettt e 121

Figure 36: Activities (in nmol/min/mg of protein) of catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and superoxide dismutase (SOD) in the lung of female rats exposed to 7 days in
RA or CIH for different hormonal Status............cccceceeviininiiiiininiecneceeeeec 122

Figure 37: Activities (in nmol/min/mg of protein) of catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and superoxide dismutase (SOD) in the lung of female rats exposed to 35 days
in RA or CIH for different hormonal Status ............ccoecerviirieniiieiiiiieeieeeee e, 123

Figure 38: Concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products
(AOPP) in the lung of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for different hormonal

Figure 39: Concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products

(AOPP) in the lung of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for different
NOTMONAL STATUS ...ttt 125

Discussion, conclusions et perspectives

Figure 40 : Représentation schématique des effets de la supplémentation en estradiol sur la
dysfonction endothéliale et le stress oxydatif, dans le cas de I’apnée du sommeil ou d’une
exposition en hypoxie intermittente Chronique ...........ccoeceeveeeiiieniiriieenieeieeie e 135

Figure 41 : Le stress oxydatif et les capacités anti-oxydantes au niveau de la mitochondrie,
en condition phySIOlOZIQUE.......ccuiiiiieiiiiciie e e 136

Figure 42 : Effet de la supplémentation en estradiol sur les enzymes anti-oxydantes, en
condition d’hypoxie INtEIrMILEENTE ........c.eeevuieriiieeiieeiie et e e s 138

Figure 43: Mécanismes moléculaires pouvant expliquer le développement de I’hypertension
artérielle en condition d’hypoxie intermittente : interactions entre les facteurs induits par
I’hypoxie (HIF-1a et HIF-2a) et la production d’espéces réactives oxygénées (ROS) par
les mitochondries, la NADPH oxyde 2 (NOX2) et la xanthine oxydase (XO)........... 141

X1



Liste des abréviations et des sigles

AASM : American Academy of Sleep Medicine
ACh : Acétylcholine

ADP : Adénosine diphosphate

ANG-II : Angiotensine II

AOPP : Advanced oxidation protein products
AP-1 : Activator-protein-1

ATP : Adénosine triphosphate

AVC : Accident vasculaire cérébral

BH4 : Tétrahydrobioptérine

CARDIA : Coronary Artery Risk Development in Young Adults
CAT : Catalase

DPN : Diarylpropionitrile

El : Estrone

E2 : Estradiol

EDRF : Endothelium derived relaxing factor
eNOS : Enzyme oxyde nitrique synthase endothéliale
ER : Récepteur aux cestrogenes

ERa : Récepteurs cestrogenes o

ERp : Récepteurs cestrogenes 3

ERE : Eléments de réponse aux cestrogénes
ESC : European Society of Cardiology

ESH : European Society of Hypertension
ET-1 : Endothéline-1

FSH : Hormone folliculostimulante

Fio2 : Fraction d'oxygéne inspiré

GMPc : Guanosine monophosphate cyclique
GTP : Guanosine triphosphate

GPx : Glutathion peroxydase

GR : Glutathion réductase

GSH : Glutathion réduit

GSSG : Glutathion oxydé

H,0, : Peroxyde d’hydrogene

HI : Hypoxie intermittente

HIC : Hypoxie intermittente chronique

HIF : Facteur induit par I’hypoxie

HTA : Hypertension artérielle

IAH : Indice d’apnée — hypopnée

IEC : Inhibiteurs de I’enzyme de conversion
IMC : Indice de masse corporelle

JNC : Joint National Committee

KCI : Chlorure de potassium

LDL : Lipoprotéines de basse densité

LH : Hormone lutéinisante

MAP kinase : Protéine kinase activée par les mitogenes

Xil



MDA : Malondialdéhyde

NaCl : Chlorure de sodium

NHANE : National Health and Nutrition Examination

NOX : NADPH oxydase

NO : Oxyde nitrique

NREF : Facteurs nucléaires respiratoires

NTS : noyau du tractus solitaire

O, : Dioxygene

O,": Anion superoxyde

OH’: Radical hydroxyle

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONOQO' : Peroxynitrite

OVX : Ovariectomie

PA : Pression artérielle

PAM : Pression artérielle moyenne

PaCO, : Pression artérielle en dioxyde de carbone

PaO, : Pression artérielle en oxygene

PFA : Para formaldéhyde

PHE : Phénylephrine

PPC : Pression positive continue

PPT : Propyl-pyrazole trisphenol

ROS : Especes réactives oxygénées

ROO’: Radical peroxyle

Sa0, : Saturation artérielle en oxygeéne

SAS : Syndrome d’apnée du sommeil

SAHCS : Syndrome d’apnées — hypopnées centrales du sommeil
SAHMS : Syndrome d’apnées — hypopnées mixtes du sommeil
SAHOS : Syndrome d’apnées — hypopnées obstructives du sommeil
SERMs : Modulateurs sélectifs des récepteurs estrogéniques
SNP : Sodium nitroprusside

SNS : Systéme nerveux sympathique

SOD : Superoxyde dismutase

TBA : Acide thiobarbiturique

TH : Traitement hormonal ou hormonothérapie

VCAM-1 : Molécule-1 d’adhésion des cellules vasculaires
VEH : Vehicle

WHI : Women's Health Initiative

XO : Xanthine oxydase

xiil



Remerciements

J’adresse mes remerciements a tous ceux qui ont contribué, de pres ou de loin, sur place ou

a distance, au succes de ce doctorat. Merci a chacun d’entre vous !

Tout d’abord, je tiens a remercier les membres de mon jury pour leur lecture attentive de ma
thése ainsi que pour les remarques et réflexions apportées durant la soutenance afin
d’améliorer mon travail. Merci d’avoir accepté d’évaluer mon travail et d’étre présent a ma

soutenance (malgré un océan a traverser pour certains).

Plus précisément, je tiens a souligner I’encadrement complémentaire et le travail d’équipe de
mes directeurs de thése : Aida Bairam, qui a toujours eu les mots justes, des conseils précieux,
et dont le point de vue clinique a donné une dimension et une approche nouvelle a notre
projet ; Vincent Joseph, pour sa disponibilité permanente afin de répondre avec calme et
patience a mes questions, ses nombreux conseils, et son soutien pour que je puisse concilier
travail et famille ; Vincent Pialoux, avec qui I’aventure a démarré en amont de la these, et
qui a su m’encourager et m’apporter des critiques constructives pour me lancer dans ce

parcours et le mener a bien. Merci !

Je remercie également les personnes que j’ai rencontrées sur mes différents lieux de travail :
Francois Marcouiller, pour son accueil et son support professionnel et personnel tout au long
de la these ; Mélanie Pelletier, pour son enseignement sur les chirurgies et son aide a
I’animalerie ; Alexandra Lemoine, Anaélle Boreau, Camille Faes, Pauline Mury et Sarah
Skinner pour les travaux menés lors de mon congé de maternité ; Dr Richard Lariviére, pour
sa collaboration, son expertise et le prét de matériels ; Richard Kinkead, Stéphanie Fournier,
Elizabeth Elliot-Portal, Morgan Gazzola, Luana Tenorio Lopes, Sofien Laouafa, Roumiana
Gulemetova, Hayet Kouchi, et de nombreuses autres personnes avec qui j’ai partagé lunchs

et activités en dehors du laboratoire. Merci !

J’exprime aussi ma gratitude envers ceux qui m’ont épaulé au quotidien, et nombreux savent
que cette tache n’est pas des plus faciles. Jean-Philippe Rousseau, avec qui j’ai tout d’abord

partagé un bureau, puis qui s’est révélé étre une aide précieuse et un ami sur qui j’ai toujours

X1v



pu compter, et aujourd’hui encore ; Audrey Cardinal, avec qui je me suis rapidement et
facilement 1i¢ d’amitié, et qui forme avec Jean-Philippe mon couple de québécois préfeére,
bien que j’ai le regret de les voir partir pour 1’Ontario ; Julien Toppan, alias « Wiki-Toppan »,
qui m’a poussé a explorer le Canada, de Vancouver a Percé, et a voir le monde sous un ceil
plus enjou¢ et plus généreux. Avec Simon Richard, qui a rejoint notre groupe privé en 2017,
je ne puis compter les fous rires et les commérages que nous avons partagés ; Delphine
Herbreteau pour son suivi de la météo québécoise hebdomadaire ; William Lambert, qui a
lui aussi pris son envol de ’autre c6té de 1’ Atlantique ; Cécile Baldy, Orlane Ballot et Orlane
Rossignol, qui comprennent plus que quiconque les défis que rencontre une étudiante
expatriée ; Mathieu Bourassa et Julie Roy avec qui j’ai partagé de nombreuses

responsabilités. Merci !

Je remercie également mes amis de la Vieille France, avec une attention spéciale pour mes
témoins de mariage : Sarah Jaccoud, celle qui m’a conseillé sur un choix de Master, choix
qui m’a amené jusqu’ici, et qui m’a fait la surprise de venir me voir et de m’emmener a
Toronto ; Clarisse Saunier, sans qui mes cours de Master 1 n’auraient pas été les mémes, et
que j’appelle encore aujourd’hui pour tout et rien ; Caroline Van Straaten Lambrinidis, mon
ami d’enfance, qui attendait impatiemment ma date de soutenance pour venir au Québec,

mais qui a finalement cédé avant, & mon plus grand plaisir. Merci !

Je souhaite, du fond du cceur, remercier ma famille : ma grande sceur Natacha, qui a le coeeur
sur la main et qui est toujours la pour moi quand j’ai besoin de réconfort ; Ma maman, Marie-
Héleéne, qui prend soin de moi comme si j’€tais encore sa petite-fille ; Mon papa, Bernard,
qui me pousse a étre meilleure, a apprendre de mes erreurs et qui a toujours eu les paroles
pour que je garde confiance en moi ; Delphine pour ton sourire communicatif; ta joie de vivre
et nos FaceTime sans papa ; Mes beaux-parents, Florence & Laurent, pour votre bonne
humeur, cette belle complicité que nous vivons alors que j’ai amené votre fils de I’autre coté
de I’Atlantique ; Mes petits-fréres, qui, chacun a leur maniére me soutiennent et me font rire
; Christine pour ce lien fort qui persiste et qui m’est essentiel. Une pensée particuliére pour
mes mamies, Marie-Thérése et Janine, et mon papi, Pierre ; une chance et un bonheur de

VOus avoir a mes cotés.

XV



Merci, votre présence est essentielle, et chaque message, chaque Skype et chaque visite m’ont
redonné I’énergie nécessaire pour continuer, dans les moments les plus difficiles comme dans

les succes !

Enfin, je ne pourrai jamais assez remercier mon mari et meilleur ami, Sylvain Demars. Une
complicité née il y a 8 ans et un parcours avec lui dont je suis tellement fiere. Nous avons
traversé 1’ Atlantique mais aussi de nombreuses épreuves qui nous ont unis. Ton soutien, ton
aide, tes mots rassurants au quotidien m’ont permis d’étre 1a ou j’en suis. Merci du fond du
ceeur !! Sans oublier mes fils, Raphaél et Lucas, qui me donnent le sourire et une satisfaction

chaque jour. Je vous aime.

Xvi



Avant-propos

Le chapitre I de ce manuscrit fait référence a un article soumis le 8 mai 2018, accepté le 21
juin 2018 et publi¢ dans le journal Acta Physiologica en juillet 2018. Les expérimentations
présentées sont divisées en deux parties. La premicre, composée de I’expérimentation
animale (chirurgie et caisson d’hypoxie intermittente) et des mesures systémiques (pression
artérielle et réactivité vasculaire), a été réalisée a Québec (Canada), au Centre de Recherche
du CHU de Québec. La deuxiéme, qui présente les résultats de dosages biochimiques (stress
oxydatif) a été réalisée a Lyon (France) au Laboratoire Interuniversitaire de Biologie de la
Motricité. J’ai participé a toutes les étapes de conception de ce travail : formulation de
I’hypothése, expérimentations, analyses et interprétations des résultats, et écriture de la
publication scientifique. Je suis premicre auteure de cet article et sont cités comme co-auteurs
mes deux directeurs de thése (Aida Bairam et Vincent Pialoux), mon codirecteur de recherche
(Vincent Joseph), un professionnel de recherche (Frangois Marcouiller), une étudiante en
maitrise (Anaélle Boreau) et le Dr Richard Lariviére pour son expertise en réactivité

vasculaire.
Ce chapitre I a été présenté dans différents congres :

- Estradiol prevents endothelial dysfunction in an animal model of sleep apnea. 15" World
Congress on Menopause, Prague (Czech Republic), September 28" — October 1, 2016.

- Vascular effects of estradiol in an animal model of sleep apnea. Hypoxia, Nantes
(France), October 6-7" 2016.

- Effets vasculaires de I’estradiol dans un mod¢le d’apnée du sommeil induit par I’hypoxie
intermittente chronique. Congreés Québécois en Santé Respiratoire, Montréal (Canada),
2 au 5 Novembre 2016.

- Estradiol prevents vascular dysfunction and hypertension induced by intermittent
hypoxia in female rats. 15" International Symposium on Sleep and Breathing, Madison
(USA), July 16" — 19" 2017.

- L’exposition prolongée de 35 jours a une hypoxie intermittente ne modifie pas la
réactivité vasculaire de 1’aorte. Biennale de ’espace francophone de pneumologie 2017,

Québec (Canada), 12 au 14 Octobre 2017.

Xvii



Le chapitre II de ce manuscrit présente une série d’expérimentations (stress oxydatif)
réalisée avec des échantillons prélevés sur les mémes animaux que ceux du chapitre 1. Cette
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Introduction



DE LA PRESSION ARTERIELLE A
L’HYPERTENSION

LA PRESSION ARTERIELLE

Découverte du paramétre cardiovasculaire

C’est au médecin anglais William Harvey (1578-1657) que nous devons la découverte de la
circulation sanguine générale, qu’il a rendu publique dans un livre « Exercitatio Anatomica
de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus », en 1628. Il avait émis I’hypothése que les
veines ramenaient constamment le sang de chaque organe dans le cceur, au travers d’un
circuit fermé. Il a validé celle-ci par I’expérience du garrot (figure 1 — gauche) (McKenna
1987). Cependant, il fallut attendre 1’année 1726 pour que Stephen Hales (1677-1761),
physiologiste et chimiste britannique, mesure, pour la premiere fois, la pression artérielle.
Cette mesure fut réalisée sur une jument, de maniére invasive, avec une canule placée dans
I’artére fémorale (avec un tube en verre d’une hauteur de 3 meétres) et a mis en €vidence les
variations de pression sanguine dans les arteéres. Il a observé que le sang montait dans le tube
de verre lorsque le cceur battait et ceci représentait la force du sang (figure 1 — droite)(Booth

1977).

Figure 1 : Expérience du garrot d’Harvey. La compression du bras par un garrot en A fait ressortir
les veines de [’avant-bras entrainant le gonflement des valvules B, C et D (a gauche) (McKenna
1987). Dessin représentant l’expérience de Hales, pour déterminer la pression artérielle sur une
Jjument (a droite) (Booth 1977).



En 1860, les premiers dispositifs de mesures de la pression artérielle, non invasifs, sont
inventés par le physiologiste francgais, Etienne Jules Marey, mais ne peuvent étre utilisés
qu’en laboratoire. C’est en 1880 que le sphygmomanométre, appareil de mesure par le
poignet, a été mis au point par le Professeur Siegfried Ritter Von Basch et permet alors d’étre
utilisé en dehors d’un laboratoire, par les médecins (figure 2). A Paris, en 1889, le professeur
Pierre Carl Edouard Potain perfectionne le sphygmomanométre, pour le rendre plus
maniable, en utilisant de l'air plutét que du liquide pour le mettre sous pression. Enfin,
Scipione Riva-Rocci, pédiatre et interne italien, invente en 1896 le premier
sphygmomanomeétre a brassard pneumatique. Le brassard est reli¢ a une colonne de mercure
et a une poire en caoutchouc qui permet de le mettre en pression (figure 2). Cependant, le
brassard n’est pas assez large pour obtenir des résultats fiables. C’est le neurochirurgien

Harvey Cuching qui arrange ce défaut.

Fig. 182, Sphygmographe direct inscrivant le tracé du pouls,

Riva-Rocet's

sphygmomanometer [1596)

Figure 2 : Le premier sphygmomanomeétre du professeur Siegfried Ritter Von Basch (a gauche). Le
sphygmomanométre de Scipione Riva-Rocci avec le brassard (a droite). Photos tirées du site
Wikimedia Commons.

Définition

La pression artérielle (PA) est définie comme la pression exercée par le sang sur les artéres
dans la circulation systémique. Elle est fonction de la fréquence cardiaque, du volume

d’¢jection systolique et des mécanismes de contrdle des résistances sur la paroi artérielle.



Lorsqu’un médecin mesure la PA, deux valeurs sont affichées : la pression artérielle
systolique, qui correspond a la pression obtenue pendant la contraction du cceur, et la

diastolique, qui est la mesure prise entre deux contractions du cceur (figure 3).

Systole Diastole

Figure 3 : Représentation schématique de la circulation sanguine lors de la systole et la diastole.
Tirée du site ThoughtCo.com.

La PA normale chez un sujet sain varie entre 110 et 140 mmHg pour la systolique et entre
60 et 90 mmHg pour la diastolique. Les professionnels de la santé peuvent également parler

de pression artérielle moyenne (PAM), qui se calcule selon 1’équation suivante :

Pression artérielle moyenne = (Pression artérielle systolique +

(2 X Pression artérielle diastolique)) +3

Déréglements de la pression artérielle
L’hypotension artérielle

L’hypotension artérielle est un trouble cardiovasculaire qui correspond a une baisse de la PA
(systole inférieure a 90 mmHg), le plus souvent passagere. Il en existe deux types :
I’hypotension orthostatique, qui équivaut a une chute de pression apres un lever trop rapide,

et I’hypotension postprandiale, qui représente une baisse de pression naturelle apreés chaque



repas pour que le sang puisse affluer au systéme digestif afin d’assimiler les nutriments.
Contrairement a ’hypertension artérielle, I’hypotension ne présente pas de complication
grave, mais peut entrainer un malaise vagal. Ce choc vagal est attribué a une activité
excessive du systeme nerveux orthosympathique ou a une baisse de 1’activité du systéme
sympathique. Bien qu’il n’y ait pas de symptome pour ce trouble vasculaire, certains signes
cliniques peuvent I’accompagner tels que vertiges, troubles de la vision, bouffées de chaleur,

et jusqu’a des évanouissements dans les cas les plus sérieux.

La cause la plus fréquente de la baisse de pression est la perte importante de sang comme
lors d’une hémorragie. Cependant, d’autres facteurs peuvent engendrer une chute de pression
comme le choc vagal, la déshydratation, les varices ou les maladies du systéme nerveux

(sclérose en plaques, maladie de Parkinson).

L’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est une ¢lévation de la PA non physiologique et persistante.
En 1978, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) caractérise ’HTA par une pression
artérielle systolique supérieure ou égale a 160 mmHg au repos et/ou une pression artérielle
diastolique supérieure ou égale a 95 mmHg (« Hypertension Control. Report of a WHO
Expert Committee » 1996). En 2003, ’'HTA est redéfinie par une pression systolique
supérieure ou égale a 140 mmHg et/ou une pression diastolique supérieure ou égale a 90
mmHg au repos, selon The Seventh Report of the Joint National Committee (JNC 7)
(Chobanian et al. 2003). Enfin, en 2013, The European Society of Hypertension (ESH) et
The European Society of Cardiology (ESC), publient un tableau avec la classification des
différentes formes d’hypertension artérielle, qui est assez semblable a la classification faite

par la JNC 7, mais avec plus de catégories (tableau 1) (Mancia et al. 2013).

11 faut savoir qu’il existe deux types d’HTA : lorsque la cause est inconnue, on parle d’HTA
essentielle (90% des cas), alors que si la cause est connue (maladies cardiaques ou rénales,

problémes hormonaux), on parlera d’HTA secondaire (10% des cas).



PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)

Classes du JNC 7

Normal <120 et <80
Préhypertension 120-139 ou 80-89
Hypertension stade 1 140-159 ou 90-99
Hypertension stade 2 >160 ou >100
Classes de ESH/ESC

Optimal <120 et <80
Normal 120-129 etou 80-84
Normal élevé 130-139 etou  85-89
Hypertension stade 1 140-159 et/ou  90-99
Hypertension stade 2 160-179 et/ou  100-109
Hypertension stade 3 > 180 etou >110

PAS, pression artérielle systolique; PAD, pression artérielle diastolique

Tableau 1 : Définition et classification des différentes formes d’hypertension artérielle selon JNC et
ESH/ESC (Mancia et al. 2013).

L’HYPERTENSION : PATHOLOGIES A MULTIFACETTES

Rappels historiques

Dans I’ancienne médecine indienne et chinoise, la « qualité » du pouls, détectée par une
palpation faite par un médecin, était un parametre de 1’état du systéme cardiovasculaire du
patient (Esunge 1991). Ce qui était, a I’époque, appelé « pouls dur » pourrait, de nos jours,
étre considéré comme de [’hypertension artérielle. Il est impossible de parler des
contributeurs au développement du concept moderne de I’hypertension, sans citer Akbar
Mahomed. A la fin du XIXe siécle, Frederick Akbar Mahomed (1849—1884), un médecin
irano-indien travaillant a I'hopital de Guy a Londres, a réalis¢ de nombreux travaux
permettant de décrire la physiopathologie de I’hypertension artérielle (Cameron et Hicks
1996). Dans des études cliniques détaillées, il a séparé les modifications vasculaires induites
par une néphrite chronique (maladie de Bright) de celles d’une hypertension, appelée plus
tard « hypertension essentielle ». De plus, Akbar Mahomed a contribu¢ a démontrer qu’une
pression artérielle élevée pouvait exister chez des individus apparemment en bonne santé,

qu’elle était plus probable chez les personnes agées et que le cceur, les reins et le cerveau



pouvaient étre affectés par une PA ¢élevée (Saklayen et Deshpande 2016). Il a également
décrit que cette maladie pouvait se terminer par une néphrosclérose (durcissement des artéres
rénales) et une insuffisance rénale. Cependant, il faut attendre le début du XXe siecle, avec
I’invention du tensiometre a mercure et la description des pressions systolique et diastolique
(bruits de Korotkoff entendus au stéthoscope), pour que le terme « hypertension artérielle »
soit utilisé. Au milieu du XXe siecle, la pression artérielle devient une mesure de routine lors

d’un examen physique du patient (Booth 1977).

Malgré la description de I’hypertension, celle-ci ne fut pas immédiatement reconnue comme
une maladie. En novembre 1944, le médecin du président Franklin Roosevelt décrit un état
de santé irréprochable de son patient malgré une pression artérielle systolique de 220 mmHg
et diastolique de 120 mmHg. Plus tard, un second médecin signale que le président présente
des signes de durcissement des artéres, appelé a I’époque « maladie des artéres » et déclare
qu’il ne lui reste pas longtemps a vivre. Seulement deux mois plus tard, le président Roosevelt
décéde suite a un accident vasculaire cérébral (AVC) hémorragique. Sa mort a permis de
mettre en évidence que I’hypertension était une maladie pouvant favoriser la mortalité

(Saklayen et Deshpande 2016).

En 1948, I’é¢tude The Framingham Heart Study a vu le jour et consistait a prouver que
I’hypertension était associée a de nombreuses morbidités cardiovasculaires, telles que les
AVC, les insuffisances cardiaques ou les crises cardiaques prématurées (Mahmood et al.
2014). Parallelement, des sociétés d’assurance vie avaient déja commencé a mesurer la PA
des assurés, en se référant a des études montrant une corrélation positive entre la morbidité,
la mortalité et une pression ¢€levée (Kannel et al. 1970). Le débat sur la nécessité¢ de
diagnostiquer et traiter les patients avec une PA ¢élevée est resté ouvert tout au long des années
1960. Le principal argument était que 1’hypertension essentielle est une composante

importante dans le processus du vieillissement et donc une maladie inévitable.

Par la suite, un grand nombre d’études ont été réalisées pour comprendre si I’hypertension

était une affection bénigne ou une maladie mortelle (Saklayen et Deshpande 2016).



Diagnostic

Le diagnostic de I’'HTA se fait généralement par le médecin généraliste lorsqu’il détecte des
pressions systolique et diastolique €levées chez son patient. Avant de conclure a de I’'HTA,
les mesures doivent étre répétées sur un minimum de trois consultations sur une période de
trois a six mois. Lorsque le patient présente des antécédents personnels ou familiaux de
maladies cardiovasculaires, le spécialiste doit étre plus vigilant. De plus, le médecin doit tenir
compte des facteurs qui peuvent augmenter ou diminuer la PA du patient, tels que la fatigue

ou un effort avant la mesure.

Epidémiologie dans la population générale

L’hypertension artérielle est une épidémie qui touche plus d’un milliard de personnes et qui
constitue le facteur de risque de décés le plus courant. A 1’échelle mondiale, en 2004, sur un
total de 58,8 millions de déces, I’hypertension artérielle était responsable de 12,8% soit 7,5
millions de décés (Kumar 2013). Par exemple, I’hypertension artérielle serait responsable de
51% des déces par maladies cérébro-vasculaires et de 45% des décés par cardiopathies
ischémiques. The World Health Statistics estimaient, en 2012, que la prévalence de ’'HTA
était de 29,2% chez les hommes et de 24,8% chez les femmes (Kumar 2013). De plus, les
chiffres que The World Health Statistics publient sont encore plus alarmants, puisqu’environ
90% des hommes et des femmes qui ne sont pas hypertendus entre 55 et 65 ans devraient
présenter une augmentation de leur PA avant 1’age de 85 ans. Une autre étude, réalisée sur
968 419 adultes de 90 pays différents, avait recensé, en 2010, une prévalence de ’'HTA de
31,5% chez les hommes et de 25,2% chez les femmes dans les pays développés (Mills et al.
2016).

Depuis 2006, aucune diminution de la prévalence de I’'HTA n’a été observée en France.
L’¢étude Esteban, réalisée entre 2014 et 2016 sur la population générale francaise (2171
adultes de 18 a 74 ans dont 44,8% sont des hommes), rapporte que 36,5% des hommes et
25,1% des femmes sont atteints d’HTA (Perrine, Lecoffre, et Oli¢ 2018). L’étude met en

avant que la prévalence augmente significativement avec 1’age, passant de 6,3% chez les 18-



34 ans a 67,8% chez les 65-74 ans. Elle démontre également que les hommes ont une
prévalence d’HTA toujours plus importante que les femmes, pour toutes les tranches d’ages.
Du coté des Canadiens, une étude de 2015 rassemblant cinq sources de données de la
population générale conclut que la prévalence de ’HTA continue d’augmenter dans ce pays.
Parallelement, 1’étude indique qu’il y a une augmentation de la prescription
d’antihypertenseurs et une amélioration de la prise en charge (Padwal et al. 2016). Cette étude
rapporte une prévalence de ’HTA chez les adultes de 22,6% avec 68,1% des patients pris en

charge pour traiter ce trouble (médicaments antihypertenseurs).

D’ici 2025, I’OMS annonce qu’environ 1,5 milliard de personnes seront atteintes d’HTA, en
raison du vieillissement de la population et du changement des habitudes de vie qui favorisent
I’obésité et la sédentarité. L'HTA n'est pas limitée a une population ou une ethnie spécifique.
Cependant, les personnes vivant dans des pays pauvres ont plus de risques de souffrir d'HTA
(31,5%) que ceux vivants dans les pays industrialisés (28,5%) (Kumar 2013)(Mills et al.
2016).

Sexe et ménopause : facteurs de risques de I'hypertension artérielle

Les études sont en accord pour dire que les hommes sont plus a risques de développer de
I’HTA que les femmes non ménopausées (Gillis et Sullivan 2016). On observe une différence
d’environ 7 mmHg pour la PA systolique et de 5 mmHg pour la pression diastolique. Une
enquéte de « The National Health and Nutrition Examination (NHANE) (Go et al. 2013) »
rapporte qu’avant 45 ans, la prévalence de ’HTA est plus €élevée chez les hommes que chez
les femmes alors qu’entre 45 et 64 ans, le pourcentage d’hommes hypertendus est similaire
a celui des femmes. Enfin, aprés 65 ans, ’augmentation de la PA serait plus rapide chez la
femme que chez I’homme (Go et al. 2013). Le dimorphisme sexuel semble donc s’atténuer,
voire s’inverser, lorsque les femmes sont ménopausées (Hajjar et Kotchen 2003). Mais les
scientifiques ne sont pas tous en accord pour dire que I’augmentation de la prévalence de
I’HTA chez la femme est liée a la ménopause. Certains la voient comme une coincidence
chronologique puisque le risque de développer de ’HTA augmente vers 50 ans, age moyen

de I’apparition de la ménopause (Casiglia et al. 1996). Cependant, il existe une majorité de



résultats scientifiques qui affirment que les hormones ovariennes (estradiol et progestérone)
protegent les femmes de I’HTA avant la ménopause (Ashraf et Vongpatanasin 2006)
(Cannoletta et Cagnacci 2014).

L’HTA est un facteur de risque majeur de morbidité et de mortalité cardiovasculaires chez
les femmes ménopausées (Thom et al. 2006). Des études ont prouvé que les femmes
ménopausées ont une PA plus élevée, a la fois au repos et en réponse a un stress, que les
femmes non ménopausées du méme age (Owens, Stoney, et Matthews 1993)(Giuseppe
Mercuro et al. 2004). De plus, une étude qui consistait a suivre 1’évolution de la PA sur 24
heures rapporte que les femmes ménopausées, comparativement a des femmes non
ménopausées, ont des PA systolique et diastolique plus ¢€levées la nuit et également un
schéma de réduction de la PA jour-nuit réduit (Schillaci et al. 1998). En 2000, un suivi de
cohorte réalisée sur 22 250 femmes italiennes démontre qu’a I'état post-ménopause le risque
de développer de ’'HTA est doublé (Amigoni et al. 2000). Enfin, une étude de 1998 a rapporté
que les patientes atteintes du syndrome de Turner, une maladie génétique caractérisée par
I’absence totale ou partielle d’un des chromosomes X et par une insuffisance ovarienne,
présentent une PA moyenne plus élevée que celle des femmes en pré-ménopause du méme
age. L’étude met également en avant que le schéma de fluctuation de la PA jour-nuit est
semblable a celui des femmes ménopausées (Gravholt et al. 1998). Toutes ces études
d'observations semblent impliquer un role protecteur des hormones ovariennes sur la
régulation de la PA. En effet, il existe une forte association entre I’HTA et le faible niveau
d’estrogene retrouvée dans le plasma des femmes en post-ménopause (Yeasmin et al. 2017).
Le dimorphisme sexuel serait donc principalement médi¢ par les cestrogénes qui semblent

jouer un role sur le tonus vasculaire participant a son action cardio-protectrice.

En ce qui concerne les études réalisées sur les animaux, les résultats sont similaires a celles
faites sur les humains. Une d’entre elles rapporte des différences entre les deux sexes dans le
développement de I’HTA chronique induite par I’angiotensine II, un peptide impliqué dans
le maintien du volume et de la pression artérielle. En effet, les souris femelles ne présentent
pas d’augmentation de la PA apres le traitement a I’angiotensine II, contrairement a la souris
male (Xue, Pamidimukkala, et Hay 2005). Cependant, comme chez la femme, suite a

I’ablation des ovaires (mimant la ménopause), des études démontrent que le rate présente une

10



¢lévation de la PA (Hernandez et al. 2000)(Hinojosa-Laborde, Lange, et Haywood 2000). De
plus, les souris males et femelles déficientes en récepteurs d'cestrogenes B (ERP) développent
une HTA prolongée et une réponse vasoconstrictrice exagérée lors d’injection d’agonistes
des récepteurs B-adrénergiques (Zhu et al. 2002). Dans le mode¢le animal, les cestrogénes
semblent également jouer un rdle protecteur et cette capacité de protection des cestrogenes
endogenes contre I’HTA semble dépendre de la présence de récepteurs intacts chez les deux

SEXES.

Autres facteurs de risques

Dans la plupart des études épidémiologiques, une corrélation entre 1’age et le développement
de I’HTA est soulignée : plus les personnes sont agées et plus le risque de développement de
I’HTA est ¢levée (Wilkins et al. 2010)(Lacruz et al. 2015). Ceci peut étre expliqué par le
phénomeéne de rigidité des arteres li¢ au vieillissement. On observe une augmentation
progressive de la PA systolique tout au long de la vie, avec une différence de 20 a 30 mmHg
entre les 18-20 ans et les plus de 65 ans. Une étude réalisée en 2010 sur la population
canadienne (Wilkins et al. 2010) rapporte que I’'HTA touche environ 19% des Canadiens
entre 18 et 74 ans (résultats similaires a une étude réalisée en 1992 (Joffres et al. 1992) et que
la prévalence augmente avec I’age. Cependant, I’augmentation de la PA diastolique est moins

marquée au cours des années (Whelton, He, et Muntner 2004).

Prise en charge

Le traitement de I’HTA passe par 'utilisation de médicaments antihypertenseurs mais
¢galement par une modification de I’hygiene de vie. Les traitements se prennent

généralement pour une durée indéterminée et sont classés en 6 catégories :

- Les diurétiques qui diminuent la volémie en accroissant I’élimination urinaire par les

reins de I’eau et du sodium. Il y en a deux classes : les hypokaliémants qui augmentent
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aussi I’¢limination du potassium et les hyperkaliémants qui favorisent la réabsorption
du potassium.

Les B-bloquants sont des antagonistes des récepteurs B adrénergiques du systéme
nerveux autonome. IIs sont utilisés pour entrer en compétitions avec les
catécholamines et bloquer leur effet vasoconstricteur. Ils entrainent une diminution
de la fréquence cardiaque et de la force de contraction des fibres du myocarde.

Les a-bloquants sont des molécules entrainant une vasodilatation de fagon directe au
niveau des artérioles, par leur role d’antagoniste des récepteurs ol-adrénergiques
post-synaptiques périphériques.

Les antihypertenseurs centraux qui permettent de baisser le tonus sympathique
périphérique et la PA, en exer¢ant un effet a2-sympathomimétique.

Les inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine-aldostérone qui sont également
séparés en deux classes : les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC), qui ont
pour role de diminuer la résistance vasculaire totale en bloquant la synthése de
I’angiotensine II, un vasoconstricteur puissant ; et les antagonistes des récepteurs de
I’angiotensine II, qui ont une plus grande affinité pour le récepteur a 1’angiotensine
que I’angiotensine elle-méme et qui, par conséquent, bloquent 1’action de cette
molécule en diminuant la disponibilité des récepteurs.

Les inhibiteurs calciques s’opposent a I’ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants, empéchant 1’entrée du calcium, responsable de la cascade de
signalisation qui engendre la vasoconstriction, dans les cellules musculaires lisses des

vaisseaux.
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LES FACTEURS DE REGULATION DE LA PRESSION ARTERIELLE

De nombreux facteurs physiopathologiques sont impliqués dans la genése de I'HTA
essentielle comme le montre la figure 4. Dans cette partie, nous parlons des facteurs
permettant de contrdler la PA et qui jouent un rdle dans le développement de ’'HTA. Ces
facteurs sont regroupés en trois classes : les centraux (systéme sympathique), les hormonaux

et les locaux.

Facteurs centraux Cardiaque
(activation systéme sympathique) (augmentation débit cardiaque)

Rénal
(rétention sodique)

Facteurs locaux
(endothéline, oxyde nitrique)

Cellules musculaires lisses / {estradiol, insuling)

| Environnement (stress) |

Figure 4 : Représentation schématique des différents mécanismes physiopathologiques responsables
du développement de [’hypertension artérielle. Adaptée de (Oparil, Zaman, et Calhoun 2003)

Facteurs centraux: le systéme nerveux sympathique

Le systeme nerveux sympathique (SNS) est un des facteurs principaux qui permet de
controler la PA. L'augmentation de l'activité du SNS entraine une élévation de la PA, et
contribue au développement et au maintien de ’HTA. En effet, la stimulation du cceur, des
vaisseaux périphériques et des reins engendrent une augmentation du débit cardiaque, une
résistance vasculaire accrue et une rétention hydrique, un des facteurs responsables de 'HTA
(Mark 1996). De plus, le déséquilibre du systeme autonome (augmentation du tonus
sympathique accompagné d'une réduction du tonus parasympathique) est associé¢ a de
nombreuses anomalies hémodynamiques, métaboliques et rhéologiques entrainant une
augmentation de la morbidité et de la mortalité cardiovasculaires (Brook et Julius 2000). En

1999, une étude nommée CARDIA (Coronary Artery Risk Development in Young Adults)
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réalisée sur de jeunes adultes entre 18 et 30 ans a mis en évidence un lien de cause a effet
positif entre la fréquence cardiaque et le développement d'une HTA (augmentation de 1,3
mmHg de la diastole par 10 bpm) (Kim et al. 1999). Comme la plupart des études actuelles
suggerent que, chez I'humain, les augmentations maintenues de la fréquence cardiaque sont
principalement dues a une diminution du tonus parasympathique, ces résultats confortent le
concept selon lequel le déséquilibre du systéme nerveux autonome contribue a la pathogenése
de 'HTA. De plus, comme la pression diastolique est plus étroitement liée a la résistance
vasculaire qu'a la fonction cardiaque, ces résultats suggerent également qu'une augmentation
du tonus sympathique peut augmenter la pression diastolique en provoquant une prolifération

cellulaire du muscle lisse des vaisseaux artériels et un remodelage vasculaire.

Facteurs hormonaux : le systéeme rénine — angiotensine — aldostérone

Le systéme rénine — angiotensine joue un role majeur dans la physiopathologie du systéme
cardiovasculaire, tant du point de vue de la régulation de la PA que du remodelage vasculaire.
Ce dernier correspond a toutes modifications de structures et de fonctions artérielle au cours
de processus physiologiques et pathologiques. Ces modifications adaptatives sur le court
terme peuvent s’accompagner de conséquences pathologiques sur le long terme. Une baisse
de PA, liée a une diminution du volume sanguin, active la sécrétion de la rénine par les reins
et va stimuler plusieurs afférents pour rétablir la volémie et la pression sanguine. En ce qui
concerne I’angiotensine II, elle est synthétisée a partir de ’angiotensine I, elle-méme clivée
par la rénine a partir de l’angiotensinogene. Généralement, une augmentation de
I’angiotensine II est observée 30 a 40 minutes suivant la baisse de PA et a pour role d’activer
les mécanismes pouvant restaurer cette PA. En se fixant sur son récepteur AT|R,
I’angiotensine II active différents mécanismes : (1) stimuler le systéme nerveux sympathique
pour augmenter le débit cardiaque, (2) entrainer une vasoconstriction des artérioles pour
augmenter la résistance périphérique, (3) réabsorber le sodium et le chlore, et stimuler la
sécrétion d’aldostérone pour augmenter la rétention hydro-sodée, (4) limiter la perte d’eau
dans les urines via la sécrétion de vasopressine et stimuler la sensation de soif. Un

dysfonctionnement de ce systéme engendre des conséquences sur la régulation de la PA.
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Facteurs locaux : la fonction endothéliale et le remodelage vasculaire

La paroi vasculaire est formée de cellules endothéliales, de cellules musculaires lisses et de
fibroblastes qui interagissent pour former un complexe autocrine-paracrine. Les cellules
endothéliales composent 1’endothélium, la couche interne des vaisseaux qui est la source et
la cible de multiples facteurs de croissances et de médiateurs vasculaires. Ces cellules sont
particuliérement sensibles aux variations de la tension appliquée sur les vaisseaux et aux
changements de composition du sang (Hirata et al. 2010). Par conséquent, la fonction
endothéliale permet de réguler localement la PA en contrdlant les propriétés biochimiques et
physiques des vaisseaux. Tout d’abord, au niveau biochimique, I’endothélium peut sécréter
de I'oxyde nitrique (NO), puissant vasodilatateur, et/ou de I’endothéline-1 (ET-1), un
vasoconstricteur, pour réguler le tonus vasculaire. Chez les personnes hypertendues,
I’équilibre entre les substances vasoconstrictrices et les vasodilatatrices est rompu,
conduisant a un dysfonctionnement de I’endothélium qui contribue au maintien de ’'HTA
(Atkeson et al. 2009). Au niveau des propriétés physiques, lorsque la paroi vasculaire détecte
des modifications de l'environnement ou intégre des signaux de communication
intercellulaires, elle modifie sa structure afin de faire face aux changements : on parle de
remodelage vasculaire (Renna, de las Heras, et Miatello 2013). Ce phénomene implique les
quatre processus cellulaires, soit la croissance, la migration, la mort cellulaire et la synthese
ou la dégradation de la matrice extracellulaire. L’atteinte des grosses artéres est dominée par
I’hypertrophie excentrique, I’augmentation de la rigidité et la perte de compliance. Cette
augmentation de rigidité dépend du territoire artériel : elle est importante pour 1’aorte,
modérée pour les artéres élastiques et paradoxalement diminuée pour les artéres musculaires.
Ce remodelage vasculaire peut contribuer a la physiopathologie des maladies vasculaires et

aux troubles circulatoires (Gibbons et Dzau 1994).
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L’HYPERTENSION ARTERIELLE ET LES MALADIES ASSOCIEES

L’HTA est une pathologie a multifacettes, car elle peut étre la cause de plusieurs maladies
cardiovasculaires et, en méme temps, €tre la conséquence d’autres maladies. A titre indicatif,
une breve liste des pathologies fortement attachées au développement de ’HTA est présentée

ci-dessous.

La présence d’HTA chez les patients peut entrainer le développement de plusieurs maladies
cardiovasculaires telles que les maladies coronariennes (Kannel 1996), 1’hypertrophie
ventriculaire gauche (Gerdts et al. 2008), I’insuffisance cardiaque (Roger et al. 2004), la
fibrillation auriculaire, I’anévrysme de 1’aorte abdominale (Selvin et Erlinger 2004) ou

encore les accidents vasculaires cérébraux hémorragiques (Wang Yilong et al. 2013).

Concernant les maladies pouvant engendrer de I’HTA, la littérature met principalement en
avant 1’obésité, le diabéte de type II, les maladies pulmonaires obstructives chroniques et le
syndrome de I’apnée du sommeil (SAS). Au cours de ces derniéres années, plusieurs études
transversales et données épidémiologiques ont suggéré une relation bidirectionnelle entre
I’HTA et le SAS (Nieto et al. 2000)(Lavie, Herer, et Hoffstein 2000)(Bixler et al. 2000). Le
SAS apparait chez 70 a 85% des patients avec une HTA résistante (constamment élevée
malgré les traitements appliqués) (Cohen et Townsend 2013)(Torres, Sanchez-de-la-Torre,
et Barbé 2015) et 60% des patients apnéiques non traités auraient trois fois plus de risques
de développer de I’'HTA (Nieto et al. 2000)(Peppard, Young, Palta, et Skatrud 2000). De
plus, le risque de développer de I’'HTA chez les patients atteints d’apnée obstructive du
sommeil est plus élevée chez les hommes que chez les femmes(Cano-Pumarega et al. 2017a).
Ces résultats ont mené les scientifiques a penser que le SAS est la cause la plus fréquente
d’HTA secondaire (Cano-Pumarega et al. 2011). Depuis les années 2000, il a ét¢ démontré
que les cycles d’hypoxie — réoxygénation, qui se produisent lors des apnées — hypopnées,
sont impliqués dans le développement de I’HTA. En effet, il a été reporté que des sujets sains
ayant été exposés a un protocole d’hypoxie intermittente ont une augmentation de la PA

moyenne diurne apres une journée d’exposition (Foster et al. 2009)(Tamisier et al. 2011).
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L’APNEE DU SOMMEIL

UNE MALADIE ANCIENNE MAIS TOUJOURS D’ACTUALITE

Pour comprendre comment le syndrome de 1’apnée du sommeil est devenu une maladie
reconnue dans les années 1970, il faut commencer par évoquer le roman de Charles Dickens,
publié en 1837, intitulé Les papiers posthumes du Pickwick, mais aussi connu sous le nom
Aventures de Monsieur Pickwick. Un des personnages du livre, prénommé Fat boy, est décrit
comme un gargon gras atteint d’une somnolence invincible et incontrolable. En 1956,
Burwell et ses collaborateurs comparent les symptomes de ce personnage au syndrome
d’obésité extréme associée a I’hypoventilation alvéolaire et a la polycythémie (augmentation
anormale des érythrocytes circulants) et décrivent pour la premiére fois le syndrome de
Pickwick (Bickelmann et al. 1956)(Burwell et al. 1994). En 1959, une ¢étude confirme les
propos de 1I’équipe de Burwell, en affirmant que le dysfonctionnement cardiorespiratoire le
plus caractéristique chez les patients obeses est I’hypoventilation, mise en évidence par une
pression artérielle en dioxyde de carbone (PaCO,) élevée (Hackney et al. 1959). A cette
époque, aucun lien n’est fait entre la fatigue excessive et des désordres respiratoires durant

le sommeil.

C’est en 1962 que le sommeil de ces « Pickwickiens » a été analysé pour la premiere fois,
par I’équipe de Drachman et Gumnit, montrant alors des pauses respiratoires associces a des
variations du rythme cardiaque (Drachman et Gumnit 1962). Cependant, c’est uniquement
en 1965 que le terme « apnée » est associé au syndrome Pickwick, par le médecin biologiste
et neurophysiologiste Henri Gastaut (Gastaut, Tassinari, et Duron 1965). Son étude met alors
en avant que ces apnées répétées durant le sommeil proviennent de I’obstruction des voies
aériennes supérieures des patients. Ils affirment que la somnolence diurne et la fatigue

excessive sont les conséquences de perturbations durant le sommeil.

Dans les années 1970, les premieres €tudes concernant les désordres respiratoires durant le
sommeil commencent a étre publiées. En 1972, un neurologue francais, Christian
Guilleminault, qui travaille a la Clinique des troubles du sommeil de I’Université Stanford

aux Etats-Unis, s’intéresse a des rapports publiés par le chercheur italien Elio Lugaresi, qui
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mettent en avant une HTA nocturne chez les patients qui ronflent. Guilleminault et ses
collaborateurs décident de surveiller la PA systémique et pulmonaire chez les patients
endormis (la PA pulmonaire est une augmentation de la pression de la circulation pulmonaire
pouvant s’expliquer par une sténose ou une obstruction des vaisseaux pulmonaires). Ils
remarquent que lorsque le patient s’endort, il commence a ronfler et a faire des pauses
respiratoires (apnées) qui sont associées a des ¢lévations importantes de leur PA
(Guilleminault, Eldridge, et Dement 1974). C’est en 1976 qu’une étude clé est publiée par ce
neurologue, ou on y trouve, pour la premicre fois, le terme de syndrome d’apnée du sommeil
(Guilleminault, Tilkian, et Dement 1976). Cette étude, qui se base sur des enregistrements
polysomnographiques, met en avant la relation entre la somnolence diurne et 1’obstruction
des voies aériennes supérieures chez des patients non-obéses. C’est également une étude
pionniére sur une possible corrélation entre les désordres respiratoires durant le sommeil et

I’HTA (Guilleminault, Tilkian, et Dement 1976).

Il faut attendre les années 1980 pour que les médecins prennent en considération cette
maladie et commencent & recenser les patients. C’est aux Etats-Unis en 1988, & I’Université
du Wisconsin, que la premicre grande cohorte, nommée The Wisconsin Sleep Cohort, a été
obtenue pour étudier rigoureusement la prévalence du SAS. Elle était composée de 602
employés, hommes et femmes, agés de 30 a 60 ans. En 1993, la premicre étude
épidémiologique sur une population générale est publiée grace a cette cohorte et rapporte que
4% des hommes et 2% des femmes sont atteints du SAS (Young et al. 1993). Aujourd’hui,
cette étude sert encore de référence lorsqu’il est question de prévalence d’apnée du sommeil
dans la population générale malgré les nombreuses études publiées par la suite (Young,

Peppard, et Gottlieb 2002)(Franklin et Lindberg 2015)(Senaratna et al. 2017).
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LA DEFINITION ET LES CARACTERISTIQUES DU SAS
Définition

Le SAS se caractérise par des périodes d'arrét du flux respiratoire (apnée) et des périodes de
respiration réduite de 50 % (hypopnée) survenant pendant plus de 10 secondes. Ces
événements ont une physiopathologie similaire puisqu’ils engendrent tous les deux des
désaturations en oxygene dans le sang (hypoxémie), et sont généralement considérés comme
€gaux en ce qui concerne leurs effets sur les patients (« Sleep-Related Breathing Disorders
in Adults: Recommendations for Syndrome Definition and Measurement Techniques in
Clinical Research. The Report of an American Academy of Sleep Medicine Task Force »
1999)(Flemons et al. 2003). Lorsqu’un patient est atteint du SAS, les apnées et hypopnées
s’enchainent, entrainant des phases d’hypoxie (diminution de la pression partielle en oxygene
au niveau artériel et tissulaire) et des phases de réoxygénation lors de la reprise de la
respiration. Ces cycles récurrents d’hypoxémie intermittente (phase de désaturation en
oxyhémoglobine — phase de réoxygénation) sont fortement impliqués dans les conséquences

cardio-vasculaires observées chez les patients apnéiques.

Différents types d’apnée du sommeil

En 1999, I’"American Academy of Sleep Medicine a mis en place une définition standard
concernant les désordres respiratoires du sommeil et a classé les syndromes d’apnées —
hypopnées du sommeil en trois types (« Sleep-Related Breathing Disorders in Adults:
Recommendations for Syndrome Definition and Measurement Techniques in Clinical

Research. The Report of an American Academy of Sleep Medicine Task Force » 1999).
Syndrome d’apnées — hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS)

C’est la forme la plus fréquemment observée (90% des cas) et souvent associé¢e a des
ronflements. Elle se traduit par un arrét du flux aérien naso-buccal pendant au moins 10
secondes (soit 2 cycles respiratoires) et est liée a une obstruction totale (apnée) ou partielle

(hypopnée) des voies aériennes supérieures, tout en conservant les mouvements thoraco-
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abdominaux (figure 5-a). Lors de la réouverture partielle des voies aériennes supérieures, la
respiration reprend bruyamment et pour une courte durée avant la prochaine apnée. Etant
donné que c’est la forme la plus couramment diagnostiquée et étudiée, nous parlerons

principalement du SAHOS dans ce manuscrit.
Syndrome d’apnées — hypopnées centrales du sommeil (SAHCS)

C’est une forme plus rarement observée. Elle est également caractérisée par des épisodes
d’apnées — hypopnées de plus de 10 secondes, mais contrairement au SAHOS, il n’y a pas
d’obstruction des voies aériennes supérieures. Pour ce syndrome, le dysfonctionnement a lieu
au niveau des centres respiratoires, dans le tronc cérébral. On parle d’arrét de la commande
respiratoire par les centres nerveux avec une interruption simultanée du flux aérien et des
mouvements respiratoires thoraco-abdominaux (figure 5-b). L apnée centrale du sommeil la
plus courante est la respiration de Cheyne-Stokes, décrite en 1818 par le Docteur John
Cheyne et par le Docteur William Stokes en 1854. Le SAHCS est plus souvent associé a une
pathologie ou un traumatisme cérébral (AVC, tumeur cérébrale, maladies neurologiques)

et/ou une insuffisance cardiaque.
Syndrome d’apnées — hypopnées mixtes du sommeil (SAHMS)

Comme son nom I’indique, c’est une combinaison des caractéristiques du SAHOS et du
SAHCS. Initialement, ce syndrome est provoqué par un mécanisme central, ¢’est-a-dire un
arrét de 1’effort respiratoire et se terminent par un mécanisme obstructif, c’est-a-dire que

I’apnée se poursuit malgré la reprise des efforts ventilatoires (figure 5-c).
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Figure 5 : Enregistrements de polygraphie ventilatoire d’une apnée obstructive (a), centrale (b) et
mixte (c). Légende : flux naso-buccal (4) ; mouvements thoraciques (B) ; mouvements abdominaux
(C) ; électrocardiogramme (D) ; saturation en oxygene (E). D’apres le livre Polysomnographie-
polygraphie ventilatoire. Tirée de I’exploration fonctionnelle respiratoire en pneumologie, chapitre
9. Orvoén-Frija E., 2004.
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Sévérité de la maladie

Le principal critere utilisé par les médecins pour définir la sévérité du SAHOS est I’indice
d’apnée — hypopnée (IAH). Cet indice correspond au nombre moyen de perturbations
respiratoires significatives (nombre d’apnées + nombre d’hypopnées) par heure de sommeil.
Si I’TAH est inférieur a 5, le patient est dans la moyenne de la population et ne présente pas
de signe d’apnée du sommeil ; si I'IAH est compris entre 5 et 15, on parle de syndrome léger ;
entre 15 et 30, c¢’est un syndrome modéré ; et s’il est égal ou supérieur a 30, c’est un SAHOS

sévere (Escourrou et al. 2010).

Le deuxieme critere utilisé par les spécialistes est le niveau de somnolence diurne du patient.
Ce niveau de somnolence en journée va dépendre essentiellement de la fragmentation et de
la réduction du sommeil nocturne, et peut étre classé selon sa répercussion sur le quotidien

de la personne.

PRESENTATION CLINIQUE DE L’APNEE DU SOMMEIL
Epidémiologie dans la population générale

Les premiéres études épidémiologiques sur la population générale datent des années 1990.
Cinq études majeures faites entre 1993 et 2015 ont été retenues et sont présentées dans le
tableau 2. Les criteres principalement utilisés sont le sexe, I’age et le statut de ménopause
ou non chez la femme. Les études s’intéressent généralement aux deux composantes
permettant de classifier la maladie, c¢’est-a-dire a ’IAH et a la somnolence diurne. Le tableau
présente les prévalences en trois colonnes : les deux premieres colonnes recensent les sujets
avec des désordres respiratoires durant le sommeil avec un IAH supérieur ou égal a 5
évenements par heure de sommeil et un IAH supérieur ou égal a 15/heure. La derniere
colonne correspond a la prévalence des patients présentant des symptomes diurnes du SAS,

en plus d’avoir un IAH supérieur ou égal a 15/heure.
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La premiére étude a été réalisée avec la cohorte du Wisconsin, en 1993 (Young et al. 1993).
Cependant, cette ¢tude n’est pas forcément la plus représentative de la population générale
étant donné qu’elle a été réalisée sur des employés d’une méme entreprise. La deuxi¢me
¢tude est celle de 1’équipe de Bixler, en 1998, qui s’est intéressée aux prévalences des
désordres respiratoires durant le sommeil dans une population masculine, en comparant trois
classes d’ages (Bixler et al. 1998). En 2001, la méme équipe réalise la troisieme étude que
nous avons retenue, qui vise une population féminine en séparant les femmes en pré-
ménopause et celles en post-ménopause (Bixler et al. 2001). En 2002, une nouvelle étude sur
les femmes est publiée, avec des prévalences plus hautes que celles de Bixler (Young et al.
2002). L*étude HypnoLaus est publiée en 2015, par une équipe de Lausanne en Suisse, et
présente une analyse plus compléte. La prévalence du SAS est plus élevée que les études
précédentes, mais les auteurs I’expliquent par la sensibilit¢é accrue des techniques
d’enregistrements et des critéres de notation stricts (Heinzer et al. 2015). Cette étude a permis
de mettre en avant les facteurs de risques de la maladie comme le sexe, 1’age, le poids et

I’indice de masse corporel, le ronflement et la consommation d’alcool et de tabac.

Une revue systémique de 2017 recensant toutes les ¢tudes faites depuis les années 1980 sur
la prévalence du SAS met en évidence que ce syndrome est une pathologie trés répandue a
la fois dans la population générale et dans des sous-groupes de population (Senaratna et al.
2017). On remarque que la prévalence augmente avec le temps, ce qui pourrait étre attribuée,
en partie, a 1’évolution des techniques d’analyses réalisées pour détecter et classer les
événements respiratoires (BaHammam et al. 2014). Cependant, de nos jours, c’est une
maladie qui est encore sous diagnostiquée, malgré les connaissances acquises par les
professionnels de la santé et par la sensibilisation du public. Aux Etats-Unis, une étude
rapporte que 80% des patients ne sont ni diagnostiqués ni traités (Kapur et al. 2002). Nous
observons également que les femmes sont particulierement mal diagnostiquées avec un ratio
homme / femme de 8 : 1 dans les centres du sommeil, pour une prévalence du SAS de 2 : 1

(Mallampealli et Carter 2014).
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Nom de I’équipe / IAH 2
N Critéres de I’étude IAH>15| SAS
Référence de I’étude / date 5
Equipe de Young — Cohorte Homme 24 9,1 4
du Wisconsin — 1993 602
Femme 9 4 2
Hommes (20 a 44 ans) NE 3,2 NE
Equipe de Bixler — 1998 .
741 Hommes (45 a 64 ans) NE 11,3 4,7
Hommes (>65 ans) NE 18,1 1,7
Femmes pré-ménopausées
NE 0,6 0,6
, (20 a 44 ans)
Equipe de Bixler — 2001
1000 Femmes post-
ménopausées NE 39 1,9
(45 a 64 ans)
, Femmes pré-ménopausées 10,8 3,6 NE
Equipe de Young — 2002
589 Femmes post-
29,1 11 NE
ménopausées
Hommes < 60 ans 40 22 6,5
. . 1024
Equipe de Heinzer - Hommes > 60 ans 25 33 2,5
Cohorte HypnoLaus —2015
Femmes < 60 ans 32 10 4.4
1097
Femmes > 60 ans 43 20 2.4

Tableau 2 : Récapitulatif des cing études publiées entre 1993 et 2015, présentant les prévalences (en
%) des désordres respiratoires durant le sommeil et du syndrome de ['apnée du sommeil. N : nombre
de sujets ; IAH : Indice apnée/hypopnée (événements/heure de sommeil) ; SAS : syndrome d’apnée

du sommeil ; NE : non étudié.

La ménopause : facteur de risques du SAHOS

Les études épidémiologiques citées ci-dessus suggerent que les hommes sont plus sujets que

les femmes a développer un SAHOS, avec une prévalence 2 a 3 fois plus importante (Young

et al. 1993)(Bixler et al. 2001)(Valipour 2012). Cependant, il a ét¢ démontré qu’apres la
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ménopause, le pourcentage des femmes souffrant du SAHOS augmente jusqu’a atteindre des
taux égaux a celui des hommes (Bixler et al. 2001)(Young et al. 2003). Les femmes en post-
ménopause présentent alors plus de risques de développer un SAHOS que les femmes en pré-
ménopause, suggérant un réle hormonal dans la physiopathologie de ce syndrome (Bixler et
al. 2001). Deux études ont plus précisément mis en évidence cette augmentation de
prévalence du SAHOS en post-ménopause. La premicre, de 1’équipe de Bixler, a été publié¢e
en 2001 (Bixler et al. 2001) et la seconde, qui a utilisé la cohorte du Wisconsin, a été publiée

en 2003 (Young et al. 2003).

La ménopause est marquée par la cessation de I’ovulation et de la sécrétion par les ovaires
des hormones sexuelles. Par conséquent, la principale hypothése pour expliquer cette
augmentation de prévalence a ce moment de la vie est que les hormones sexuelles protégent
les femmes contre les apnées du sommeil. En effet, une étude a démontré que le niveau
d’hormones sexuelles (particuliérement la progestérone) est plus faible chez les femmes
ménopausées faisant des apnées du sommeil (IAH > 10) que chez les femmes ménopausées
ne présentant pas de syndrome d’apnée du sommeil (IAH < 10) (Netzer, Eliasson, et Strohl
2003). Une autre étude indique que chez les femmes ménopausées qui ont un IAH supérieur
a 15 les niveaux d’estradiol sont inférieurs a ceux des femmes ayant un IAH inférieur a 15.
Cet effet disparait si les tests sont corrigés avec I'IMC et I’age (Galvan et al. 2017). Cette
étude porte toutefois sur un nombre limité de femmes (n=30). Les auteurs concluent que le
niveau d’estradiol, I’age et 'IMC pourraient étre des facteurs de risques du développement

de le SAHOS.

Certaines études réalisées sur des femmes ménopausées et recevant des traitements
hormonaux (TH) suggerent que ces traitements diminuent le risque de développer des apnées
du sommeil. En 1994, une étude indique que le remplacement hormonal (estrogenes
conjugués €quins et médroxy-progestérone) a court terme (50 jours) est peu susceptible de
jouer un rdle efficace contre le SAHOS chez les femmes ménopausées. Cependant, ils ont
observé une réduction de I'TAH durant le sommeil paradoxal, suggérant qu’un traitement a
long terme pourrait avoir des effets bénéfiques (Cistulli et al. 1994). Plus tard, en 2003, une
¢tude atteste qu’effectivement, les femmes qui prennent un TH (combinaison de progestérone

et estradiol) présentent une baisse de 30% de leur IAH (Shahar et al. 2003). C’est une
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conclusion que Bixler et ses collégues avaient également obtenue en 2001 sur la base des
résultats suivants : la prévalence du SAHOS chez les femmes ménopausées sans TH est
significativement plus élevée que chez les femmes ménopausées avec un TH (2,7% versus

0,6%; p=0,02) (Bixler et al. 2001).

Autres facteurs de risques

L’obésité est également considérée comme 'un des facteurs de risques principaux dans le
développement et la progression du SAHOS (Resta et al. 2001)(Fritscher et al. 2007). Des
études ont démontré que la prévalence de I’apnée du sommeil est quasiment doublée chez les
patients obéses (indice de masse corporelle (IMC) > 30kg/m”) comparativement a des adultes
de poids normal (Romero-Corral et al. 2010) et que 41% des patients avec un SAHOS léger
(IAH entre 5 et 15 apnées/heure) sont obeses (Young et al. 2002). De plus, un patient atteint
du SAS léger court un risque 6 fois plus important de progression de la maladie quand il a
une ¢lévation de 10% de son poids corporel, mais une perte de poids équivalente peut
engendrer une amélioration de la sévérité du SAS (Peppard, Young, Palta, Dempsey, et al.

2000).

L’origine ethnique aurait une influence sur la prévalence du SAS selon les facteurs
morphologiques cranio-faciaux prépondérants (Redline et al. 1997)(Lin et al. 2018). Dans la
population asiatique, la prévalence du SAS est comparable a celle d’une cohorte nord-
américaine ou européenne, cependant, les asiatiques ont une sévérité de la maladie plus
importante, notamment a cause de 1’anatomie cranio faciale (Li et al. 1999)(Lee et al. 2010).
Une autre étude rapporte que la prévalence du SAS et des maladies cardiovasculaires

associées est plus ¢élevée dans les populations africaines (Olafiranye et al. 2013).

Les antécédents familiaux sont aussi a prendre en compte, tels que la présence d’un SAS chez
un autre membre de la famille, des maladies cardiovasculaires, un AVC ou du diabéte. Enfin,

la prise de certains médicaments, d’alcool ou de tabagisme sont aussi des facteurs de risques

(Scanlan et al. 2000).
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Prise en charge

Pression positive continue (PPC)

C’est en 1981, en Australie, que le Docteur Colin Sullivan développe le premier traitement
non invasif, un appareil a pression positive continue (PPC), qui permet d’empécher le
collapsus pharyngé (Sullivan et al. 1981). L application par voie nasal (masque ou canule
nasale) de PPC, lors du sommeil, est pour le moment la thérapie qui est considérée comme
la plus efficace pour limiter les conséquences du SAS. Le dispositif est composé d’un masque
que le patient porte la nuit ou lors des siestes (figure 6). L’appareil délivre des débits d’air
(20 a 60 L/min) dans les voies aériennes supérieures, ce qui entraine une augmentation du
volume pharyngé et permet une inspiration spontanée sans risque de collapsus. Ce traitement
permet de réduire le nombre d’événements apnéiques durant le sommeil et ainsi de réduire
les conséquences cardiovasculaires et métaboliques en diminuant la PA moyenne a des
valeurs acceptables (Iftikhar et al. 2014). Il présente de bons résultats, surtout pour les
conséquences telles que 'HTA (Alajmi et al. 2007) et la somnolence diurne. Les mécanismes
sous-jacents des effets bénéfiques de la PPC sont encore a 1’étude et semblent agir, en
particulier, par I’amélioration de la fonction endothéliale (Schwarz et al. 2015) en
potentialisant la dilatation des vaisseaux. La PPC joue aussi un role en limitant en partie les
anomalies métaboliques, (en augmentant, par exemple, la sensibilité a I’insuline) (Iftikhar et
al. 2015). Cependant, la PPC reste un traitement avec des contraintes (encombrant, bruyant)
et n’est pas tolérée par tous les patients. En France, une étude rapporte un taux d’adhérence
au traitement de 59%, mais avec un refus initial de 3,7% des patients, un pourcentage
d’abandon de 15% et une poursuite du traitement (avec une durée quotidienne insuffisante)

pour uniquement 22% des patients (Gagnadoux et al. 2011).
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Figure 6 : Schématisation d’un masque de Pression Positive Continue (PPC).

Les traitements médicamenteux

Bien que la recherche sur ce front avance rapidement, les traitements médicamenteux
généraux demeurent plutot rares. Cependant, trois molécules ressortent d’une étude publiée
en 2009 (Kohler, Bloch, et Stradling 2009). La Protriptyline, un antidépresseur non sédatif
qui augmente le tonus des muscles des voies aériennes supérieures (Bonora, St. John, et
Bledsoe 1985), mais qui n’a pas d’effet significatif sur 'lAH (Brownell et al. 1982). La
Mirtazapine, un autre antidépresseur qui, selon les études fondamentales sur les animaux,
permet de favoriser la libération de sé€rotonine dans le cerveau et de diminuer le nombre
d’événements apnéiques (Carley et Radulovacki 1999). En contrepartie, des études indiquent
des effets secondaires liés a cette molécule et aucun effet significatif sur la sévérité de la
maladie (Marshall et al. 2008). Enfin, la Physostigmine, un inhibiteur de l'activit¢ de
l'acétylcholine estérase qui conduit a la contraction musculaire et qui permet de diminuer la

séveérité du SAHOS (Gilman et al. 2003).

Récemment, des études préliminaires ont suggéré que l'extrait synthétique du cannabis
médical, le Dronabinol, pourrait améliorer la stabilité respiratoire et apporter un bénéfice
dans le traitement du SAHOS (Carley et al. 2018)(Ramar et al. 2018). Néanmoins, les effets
indésirables tels que la somnolence liée a ce traitement sont encore inconnus. Il faut savoir
que le Dronabinol n’est pas approuvé par la Food and Drug Administration aux Etats-Unis
et que I"American Academy of Sleep Medicine (AASM) estime que le cannabis médical et ses
extraits synthétiques ne doivent pas étre utilisés pour le traitement du SAHOS, en raison d’un

mangque de preuves d'efficacité et le peu de connaissance concernant la tolérance.
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LES ETUDES FONDAMENTALES SUR LES CONSEQUENCES
VASCULAIRES DU SAS.

Les modéles d’hypoxie intermittente.

En physiopathologie, les épisodes d’hypoxie intermittente (HI) sont fréquemment observés
dans différentes maladies comme le SAHOS, les maladies pulmonaires obstructives
chroniques, la fibrose pulmonaire ou I’asthme. Une désaturation suivie d’une réoxygénation
sont caractéristiques de cette HI. Cependant, la sévérité, la fréquence et la durée des épisodes
ne sont pas les mémes selon la maladie. C’est pour mieux comprendre les conséquences de
ces cycles récurrents d’hypoxie que des modeles expérimentaux, appelés modeles d’HI, ont

¢été mis au point au cours des 30 dernieres années (Navarrete-Opazo et Mitchell 2014).

Depuis 1992, plusieurs modéles animaux d’HI ont ét¢ développés pour étudier les liens entre
les conséquences systémiques et cellulaires du SAHOS, sans facteurs confondants (Fletcher,
Lesske, Behm, et al. 1992a)(Peng et Prabhakar 2004). Une revue de Prabhakar, en 2001,
présente trois grands profils d’HI, mais nous ne nous intéresserons qu’au premier profil (A,
Figure 7), qui correspond a celui rencontré chez les patients atteints du SAHOS (Prabhakar
2001). Chaque épisode hypoxique dure quelques secondes, entrecoupé de périodes de
normoxie, plus longues, et ceci pendant 7 ou 8 heures par jour (figure 7). Le profil B est
rencontré lors d’ascension et de descente rapide en haute altitude (long épisode hypoxique)
et le profil C correspond a celui observé au cours de respirations périodiques comme la

respiration de Cheyne-Stokes.
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Figure 7 : Représentation schématique des trois grands profils d’HI. Le A correspond a celui

rencontré chez les patients atteints du SAHOS (Prabhakar 2001).

Dans la littérature, nous trouvons différents protocoles d’HI variant selon cinq paramétres

(Navarrete-Opazo et Mitchell 2014) :

- La séverité de I’hypoxie, c’est-a-dire le pourcentage d'oxygene dans 1’air inspiré,
souvent comprise entre 2 et 16%.

- La durée de la phase hypoxique, entre 15 et 30 secondes, et la durée de la phase de
réoxygénation, entre 45 et 90 secondes.

- Le nombre de cycles d’hypoxie — réoxygénation par jour, entre 3 et 2400 cycles.

- Le schéma de I’exposition, soit plusieurs épisodes sur quelques heures avec une
période de normoxie jusqu’au lendemain, soit une exposition de trois jours
consécutifs par semaine.

- La durée cumulée de I’exposition, qui peut se compter en jours, semaines ou mois.

On parle d’hypoxie intermittente chronique (HIC) lorsque le protocole dure plusieurs jours

consécutifs (de 7 a 56 jours selon les études).

Chacun de ces protocoles induit des conséquences qui difféerent selon le schéma de
I’exposition a I’HIC choisi. C’est ainsi que des effets bénéfiques lors d’exposition en HIC
ont été détectés. En effet, des effets positifs ont été montrés sur les parameétres respiratoires,
cardiovasculaires et métaboliques lorsque la sévérité de 1’hypoxie était supérieure a 15%
et/ou que le nombre de cycles d’hypoxie — réoxygénation par jour était inférieur a 15

(Navarrete-Opazo et Mitchell 2014). De plus, les études récentes suggerent que I’HIC a faible
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dose pourrait étre un traitement slir et efficace pour restaurer la fonction motrice perdue dans

divers troubles cliniques (Dale, Ben Mabrouk, et Mitchell 2014).

Un autre moyen de mimer le SAHOS, mis en place en 2011 par 1’équipe de Schoorlemmer,
est la création d’une obstruction trachéale par un ballon placé dans la trachée (Schoorlemmer
et al. 2011). Cette technique est plus semblable que les protocoles d’HIC cités plus haut en
ce qui concerne la survenue des conséquences systémiques observées chez les patients
souffrants d’un SAHOS. Cependant, elle est plus invasive et plus stressante pour les animaux,

et peut induire des effets physiologiques indépendants de I’application de cette technique.

Conséquences de I'hypoxie intermittente chronique sur le systéme vasculaire

Les conséquences vasculaires de I’exposition a HIC sont connues chez I’humain et les
modeles animaux. Les études sur les patients atteints du SAHOS et celles utilisant un modele
animal d’HIC rapportent une augmentation de la PA dans les 10 a 35 jours d’exposition
(Lesske et al. 1997)(Hinojosa-Laborde et Mifflin 2005)(Dematteis et al. 2008). De plus, une
¢tude démontre ’effet sexe spécifique de I’HIC (10% O, 8h/jour pendant 7 jours) chez le
rongeur avec une augmentation de la PA plus importante chez les rats males et les femelles

ovariectomisées comparativement aux rates non ovariectomisées(Hinojosa-Laborde et

Mifflin 2005).

Les études sur I'animal examinant le mécanisme de I'HTA liée a I'HIC indiquent qu'il s'agit
d’une pathologie multifactorielle, avec la contribution du systéme nerveux sympathique
(Fletcher 2003), du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (Fletcher, Bao, et Li 1999) et
des modifications du contrdle baroréflexe de la PA (Narkiewicz et Somers 1997)(Dematteis
et al. 2008). D’autres facteurs peuvent également avoir des effets sur I’HTA induite par
I’HIC, notamment la dysfonction endothéliale avec le piégeage de 1'oxyde nitrique par les
especes réactives de 1'oxygene (Hayashi et al. 2008) et I'augmentation des taux d'endothéline-

1 (Kanagy, Walker, et Nelin 2001)(Allahdadi et al. 2008).
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Dans la partie qui suit, nous abordons les différents mécanismes sous-jacents de la mise en

place de ’HTA induite par une exposition a I’'HIC.

Conséquences de I'hypoxie intermittente chronique sur le tissu pulmonaire

L'association entre I'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et le SAHOS a été longtemps
controversée. Certains auteurs affirmaient que les apnées nocturnes ne pouvaient pas induire
d’HTAP permanente et que cette HTAP ¢était fortement liée a la présence d'un schéma
ventilatoire obstructif, a une hypoxémie et a une hypercapnie, généralement associés a une
maladie obstructive des voies respiratoires (Chaouat et al. 1996). De plus, les effets de
I’hypoxie intermittente sur le tissu pulmonaire sont moins documentés que les conséquences
sur le systeme vasculaire. Certaines études ont mis en avant que I’HIC pouvait entrainer un
stress oxydatif excessif et des phénomenes pro-inflammatoires au niveau des poumons. Une
étude a démontré qu’une exposition en HIC (6% O,; 8h/jour pendant 35 jours) chez la souris
entraine une augmentation de la peroxydation des lipides (marqueur du stress oxydatif) dans
les poumons (da Rosa et al. 2012). Ce stress oxydatif est connu pour induire une réponse
inflammatoire avec la dégénérescence des cellules endothéliales et épithéliales. Une autre
¢tude a d’ailleurs détecté, chez les souris males et femelles exposées a une HIC (5% Oz;
8h30/jour pendant 4 semaines), une inflammation accrue dans le tissu pulmonaire exprimée
par un nombre élevé de macrophages CD68" (Tuleta et al. 2016). Par ailleurs, une étude
réalisée chez le rat a rapporté qu'une HIC (4% O,; 8h/jour pendant 6 semaines) induit une
accumulation de monocytes circulants et favorise leur différenciation en macrophages
pulmonaires pro-inflammatoires avec une surexpression de iNOS (Nagai et al. 2015). Les
macrophages pulmonaires peuvent alors accentuer 1'inflammation et générer des niveaux

¢levés d'especes réactives oxygénées, aggravant ainsi le stress oxydatif.

Ce projet de doctorat est principalement centré sur les conséquences de I’HIC au niveau du
systéme vasculaire mais au vu des effets probables sur les poumons nous abordons le stress
oxydatif induit par I’hypoxie au niveau du tissu pulmonaire dans le deuxieéme chapitre de

cette these.
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L'’HYPERTENSION ARTERIELLE INDUITE PAR
L’HYPOXIE INTERMITTENTE CHRONIQUE :
MECANISMES IMPLIQUES

Comme chez I’humain, 'HTA chez les rongeurs soumis a un protocole HIC semble dépendre
de plusieurs facteurs, principalement des modifications neuronales et hormonales,
susceptibles d'affecter la régulation du systéme cardiovasculaire aux niveaux central et

périphérique (Konecny, Kara, et Somers 2014).

LES MECANISMES AUTONOMES
Systéme sympathique

L’activité sympathique est gérée par deux neurotransmetteurs de la famille des
catécholamines : la noradrénaline et 1’adrénaline. Elles sont synthétisées par les cellules de
la médullo-surrénale et par les neurones post-ganglionnaires du systéme nerveux
sympathique. La noradrénaline est libérée dans la fente synaptique et I’adrénaline dans le
sang par la surrénale. En réponse a des stimuli tels que le stress hypoxique, elles se fixent sur
les récepteurs adrénergiques situés sur la paroi des vaisseaux sanguins et des cellules
cardiaques. Elles engendrent principalement un effet vasoconstricteur sur les artérioles et la
noradrénaline libérée dans le cceur augmente la fréquence cardiaque et la force de contraction

myocardique.

Plusieurs études ont utilisé le modele animal d’HIC pour évaluer I’implication du systéme
sympathique dans l'augmentation de la PA observée chez les patients atteints du SAHOS
(Fletcher 2001)(Prabhakar et al. 2001)(Prabhakar et al. 2005). Dans les années 90, la
technique utilisée pour étudier cette implication est la dénervation sympathique ou
sympathectomie. C’est une technique qui consiste a sectionner les nerfs du systéme
sympathique de fagon chirurgicale ou de bloquer chimiquement 1’activité nerveuse avec

I’usage de molécules antagonistes. Les expériences de Fletcher, en 1992, ont démontré que
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la sympathectomie chimique, provoquée par la 6-hydroxydopamine, administrée avant
l'exposition en HIC (3% O, ; 7h/jour pendant 35 jours), empéche 1'augmentation de la PA
chez le rat (Fletcher, Lesske, Culman, et al. 1992). Dans une seconde étude de la méme
€quipe, des résultats similaires ont été observés lors de la dénervation sympathique de 1’artére
rénal, réalisée avant I'exposition en HIC (Bao et al. 1997). Cette étude a ainsi mis en évidence
que ’augmentation de la PA, observée chez les rats soumis a un protocole d’HIC (2-3% O ;
8h/jour pendant 35 jours), dépend de l'intégrité du systéme sympathique rénal. Sur la base de
ces ¢tudes, plusieurs auteurs ont attribué¢ le maintien d’une PA ¢élevée, observée chez les
animaux apres une exposition en HIC, a une augmentation du débit sympathique (Sica et al.
2000)(Prabhakar et al. 2005). Une autre fagon de prouver 1’¢élévation de 1’activité du systéme
sympathique est de mesurer les taux de catécholamines (noradrénaline et adrénaline) dans le
sang puisqu’ils reflétent la commande sympathique des vaisseaux de résistance (Hirakawa,
Nakamura, et Hayashida 1997). L’¢étude de Zoccal, en 2007, rapporte une concentration
plasmatique de noradrénaline plus importante chez les rats exposés en HIC (6% O ; 8h/jour
pendant 35 jours) que les rats en normoxie (Zoccal et al. 2007). De plus, 1’ablation de la
médullosurrénale, principale source d’adrénaline circulante, permet de diminuer sa quantité
et d’empécher I’augmentation de la PA, chez des rats exposés a une HIC (2-5% O, ; 6-8h/jour
pendant 20 a 40 jours) (Lesske et al. 1997). Toutes ces études démontrent que 1’activité
sympathique joue un role important dans le développement de ’HTA chez les rats exposés a

une HIC.

Chémorécepteurs périphériques

L’activation du systéme nerveux sympathique, en réponse a I’hypoxie, est modulée par le
chémoréflexe périphérique. Le corps carotidien est le principal chémorécepteur périphérique,
sensible aux variations de la pression artérielle en oxygene (PaO,) (Iturriaga et Alcayaga
2004). C’est un organe situé a la bifurcation de 1’artére carotide commune entre les arteres
carotides interne et externe (Kobayashi et al. 2013). Le chémoréflexe assure la régulation de
la ventilation, mais également celle des fonctions cardiovasculaires autonomes. En situation

d’hypoxie, les membranes des cellules chémo-sensibles vont se dépolariser engendrant un
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courant calcique transmembranaire via les canaux calciques voltage-dépendants. Le calcium
déclenche alors 1’apposition et la fusion des microvésicules remplies de neurotransmetteurs
a la membrane, puis leur libération dans la fente synaptique. Ces neurotransmetteurs vont
stimuler les fibres nerveuses afférentes du nerf de Hering, qui se projette dans le tronc
cérébral au niveau du noyau du tractus solitaire. Par la suite, le noyau du tractus solitaire
transmet I’information des chémorécepteurs, aux neurones de la région C1 du bulbe rostral
ventrolatéral au noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus. Ces sites étant sympatho-
excitateurs, ils entrainent une augmentation de 1’activité sympathique. Il existe également
des chémorécepteurs centraux, mais ils sont essentiellement sensibles aux variations de la
pression artérielle en dioxyde de carbone (PaCO,), donc moins intéressants dans le cas de

I’hypoxie.

Des ¢tudes suggerent que le corps carotidien joue un réle crucial dans le développement de
I’HTA induite par une exposition en HIC. Les études réalisées sur des animaux exposés a un
protocole d’HIC présentent de fortes réponses cardiorespiratoires et sympathiques a
I’hypoxie, ce qui suggere que I’hypoxie engendre une hypersensibilité du chémoréflexe
périphérique (Prabhakar et al. 2005)(Rey et al. 2008). Ce sont des résultats qui ont également
¢été observés chez les patients atteints du SAHOS (Narkiewicz et al. 1999)(Iturriaga, Moya,
et Del Rio 2009)(Pialoux et al. 2009). De plus, une étude a rapporté qu’une dénervation
bilatérale des corps carotidiens, avant une exposition en HIC (3-5% O, ; 7h/jour pendant 35
jours), empéche le développement de I’'HTA chez le rat (Fletcher, Lesske, Behm, et al.
1992b). Cette hypersensibilit¢ du chémoréflexe causée par I’HIC, chez le rat, dépendrait de
la signalisation du récepteur de type 1 de I’angiotensine II (AT R) dans les corps carotidiens
(Morgan et al. 2018). En effet, une ¢tude démontre qu’en bloquant ce récepteur avec un
antagoniste (Losartan) combiné a un inhibiteur de la xanthine oxydase (Allopurinol), la
sensibilité accrue du chémoréflexe, induite chez le rat par une exposition en HIC (10% O; ;
10h/jour durant 14 et 21 jours), est atténuée (Morgan et al. 2016). Pour finir, ’équipe de Lai
a rapporté que la sensibilité du baroréflexe était réduite, chez les rats soumis a un protocole
de 30 jours d’HIC (2-6% O, ; 6h/jour), ce qui peut contribuer a une augmentation du débit
sympathique (Lai et al. 2006).
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LA DYSFONCTION ENDOTHELIALE

Auparavant, I’endothélium était considéré comme une simple barriére séparant le sang et la
paroi des vaisseaux, mais maintenant nous savons qu’il permet la synthese et la libération de
substances vasoactives, qui contribuent a la régulation vasculaire locale. Des découvertes ont
ainsi révélé que 1’endothélium vasculaire est un organe régulateur indispensable dans le
maintien de I’homéostasie cardiovasculaire et que la dysfonction endothéliale est présente
dans plusieurs maladies cardiovasculaires. Les cellules endothéliales contrdlent le tonus
vasculaire en convertissant I’angiotensine I en angiotensine II, en inactivant la bradykinine,
la noradrénaline et la sérotonine, et en sécrétant des substances vasodilatatrices telles que les
prostaglandines, le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium (EDHF), I’oxyde nitrique
(NO) et vasoconstrictrices comme ’endothéline-1 (ET-1) (Drexler 1998).

Dans les paragraphes suivants, nous parlons de I’ET-1 et du NO, deux facteurs qui nous ont
intéressé pendant la theése car ils sont altérés par HIC et favorisent la dysfonction endothéliale,

en partie responsable de ’HTA, dans les modéles animaux d’apnée du sommeil.

Facteur vasoactif : endothéline-1

C’est en 1988 que Yanagisawa et son équipe découvraient, a partir de surnageant de cellules
endothéliales d’aorte porcine, un facteur d’origine peptidique qui avait pour propriété
d’induire une vasoconstriction de I’artére coronaire (Yanagisawa et al. 1988). Les études se
sont poursuivies pour analyser ce peptide qui fut alors nommé endothéline-1 (ET-1), puissant
vasoconstricteur a longue durée d’action, ubiquitaire dans les cellules endothéliales de
I’humain (Yanagisawa et al. 1988)(Lerman et al. 1991). La synthése de ’ET-1 est stimulée
par les principaux signaux de stress cardiovasculaires, tels que les agents vasoactifs
(angiotensine II, norépinephrine et vasopressine et bradykinine), les cytokines et les facteurs
comme la thrombine et le stress mécanique (Touyz et Schiffrin 2003). De plus, I’expression
du gene de I’ET-1 est régulée par des facteurs comme le facteur induit par I’hypoxie (HIF-1)
(Yamashita et al. 2001). L’ET-1 est pro-inflammatoire, provoque une vasoconstriction,

favorise la fibrose et a un potentiel mitogénique. Il joue un role important dans la régulation
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du tonus vasculaire, les réponses vasoconstrictrices chroniques, les changements de
résistance, le remodelage artériel (Gras et al. 2016) et dans la 1ésion vasculaire (Masaki et al.

1991)(Warner et al. 1994).

L'ET-1 agit via deux récepteurs, a savoir les récepteurs ETa et ETg (Davenport 2002), qui
ont ét¢ identifiés en 1989 grace aux travaux de Warner et de son équipe (Warner et al. 1989).
Les récepteurs ET, sont situés sur les membranes des cellules musculaires lisses et
engendrent la vasoconstriction et la prolifération de ces cellules. Pour les récepteurs ETg, on
les trouve a la fois sur les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Masaki,
Vane, et Vanhoutte 1994)(Miyauchi et Masaki 1999). L’activation des récepteurs ETg dans
les cellules musculaires lisses provoque une vasoconstriction alors que la stimulation des
récepteurs ETp endothéliaux provoque une vasodilatation via la libération de NO et de
prostacycline (Shetty et al. 1993). L’ET-1 exerce donc des effets différents sur les vaisseaux
selon le ratio de récepteurs ETa et ETp et leurs localisations. En condition physiologique, la
vasoconstriction induite par les récepteurs ET est, en partie, neutralisée par la libération de
NO et de prostacycline par les récepteurs ETg. Cependant, sous certaines conditions
physiopathologiques, comme lors d’une exposition en HIC, la réponse aux récepteurs de
I’endothéline peut étre modifiée (Bohm et Pernow 2007). Aprés une exposition en HIC (9%
O, ; 8 h/jour ; 7j/semaine durant 3 semaines), I’augmentation du tonus vasculaire induite par
I'ET-1 peut étre due a des modifications de la structure des récepteurs et/ou a I’emplacement

et au nombre de ces récepteurs (Guo et al. 2013).

La relation entre I’augmentation du niveau d’ET-1 circulante et ’HTA est connue depuis
longtemps (figure 8) (Lariviere, Day et Schiffrin 1993). Une corrélation positive existe entre
les concentrations plasmatiques d’ET-1 et le niveau de PA (Eljovich et al. 2001).
Parallélement, des concentrations plasmatiques ¢élevées d’ET-1 ont été¢ démontrées dans les
formes d’HTA secondaires, comme dans le cas de ’HTA induite par ’apnée du sommeil
(Phillips et al. 1999). En effet, des études réalisées sur des patients atteints du SAHOS ont
mis en évidence que 1'ET-1 pourrait étre directement impliquée dans le développement de
I'HTA. Elles rapportent que les patients avec un SAHOS ont des taux systémiques d'ET-1
supérieurs a ceux de leurs homologues sains (Phillips et al. 1999)(Saarelainen et Hasan 2000)

et que ces taux diminuent avec le traitement par PPC (Phillips et al. 1999). 11 a également été
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montré une ¢élévation du précurseur d’ET-1, le pré-proendothéline, chez les patients
apnéiques non traités, et qui est atténuée lors d’une thérapie prolongée avec la PPC (Jordan
et al. 2005). Il est a noter que certaines études n’ont pas réussi a trouver d’association entre
le SAHOS et I’augmentation de I’ET-1 (Grimpen et al. 2000)(Maeller et al. 2003). Cependant,
la majorité des patients et des sujets témoins de ces études avaient des antécédents d’HTA et
de troubles cardiovasculaires, ce qui peut expliquer qu’aucune différence significative n’a

¢été observée entre les deux groupes.

Growth factors

*PDGF Cytokines .
c Vasoactive || EGF TNFa Hypoxia
2 agents TGFB ]
_|§ *Ang Il Shear stress Tplasma ET-1

NE
£ “AVP
2 ’ /
2 T pre-proEF—TET-1.1]
= pre-pro
3 =
2
- 4 ET-1
ET, /%

*Vasoconstriction
+Cell growth
*Inflammation

Media

*Altered vascular reactivity
*Vascular remodeling

Figure 8 : Systéme vasculaire de endothéline-1 contribuant aux modifications vasculaires de
I’hypertension artérielle (Touyz et Schiffrin 2003).

Concernant les études fondamentales, que ce soit sur des cultures cellulaires (Kourembanas
et al. 1991), des préparations tissulaires (Rakugi et al. 1990) ou des animaux intacts (Perrella
et al. 1992), il a également ét¢ démontré que I'hypoxie déclenche la production d'ET-1
(Khraibi et al. 1993). Une étude révele une augmentation a la fois de I'ET-1 plasmatique et
de la PA chez les rats exposés a une hypoxie / hypercapnie intermittente (Kanagy, Walker,
et Nelin 2001). Une autre étude démontre que ET-1 et HIF-1 jouent un réle majeur dans le
développement de ’HTA dans un modele animal d’apnée du sommeil (Belaidi et al. 2009).

L’ET-1 est donc un élément clé dans le développement de ’'HTA induit par I’HIC ; il nous
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semble indispensable de 1’étudier dans notre modele animal d’HIC et d’identifier si les

hormones sexuelles peuvent moduler sa production.

Facteur vasorelaxant : oxyde nitrique et vasodilatation NO-dépendante

En 1980, Furchgott et Zawadzki (Furchgott et Zawadzki 1980) ont démontré que la
vasorelaxation induite par 1’acétylcholine (ACh) était dépendante de la présence de
I’endothélium. Ils ont également mis en évidence que les cellules de 1’endothélium
sécrétaient un facteur relaxant, autre que les prostanoides, alors nommé EDRF pour
endothelium derived relaxing factor et qui s’est révélé, plus tard, étre I’oxyde nitrique (NO).
Le NO est alors reconnu comme un vasodilatateur endogene qui modifie la régulation locale
du tonus vasculaire (Budhiraja, Parthasarathy, et Quan 2007) via la dilatation des artéres
périphériques (Joannides et al. 1995). Au niveau vasculaire, le NO est synthétisé par
I’enzyme NO synthase endothéliale (eNOs) a partir de la L-arginine, en présence d’oxygene,
de tétrahydrobioptérine (BH4) et du cofacteur NADPH. L’enzyme eNOs est généralement
activée par une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Ca*"). Le NO
libéré se diffuse dans les cellules du muscle lisse vasculaire pour stimuler la guanylate
cyclase, responsable de la dégradation de la guanosine triphosphate (GTP) en
monophosphate (GMPc). Ce second messager active une protéine kinase AMPc qui inhibe
la contraction et engendre une vasorelaxation (figure 9). On parle alors de vasodilatation NO

— dépendante ou endothélium — dépendante.
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Figure 9 : Libération des facteurs de relaxation d’origine endothéliale. Mécanisme de production et
d’action de [’oxyde nitrique pour engendrer la relaxation des cellules musculaires lisses (Boulanger
et Vanhoutte 1997).

Le NO entraine une relaxation endothélium — dépendante pour maintenir le tonus vasculaire
et peut étre fortement impliqué lors de certaines pathologies. Par exemple, une étude a
démontré que les patients souffrant d’HTA essentielle présentaient une déficience dans le
systéme endothélial NO-dépendant. Cette dysfonction explique, en partie, I’augmentation de
la résistance vasculaire dans les conditions basales et la faible réponse aux vasodilatateurs
dépendants de I’endothélium (Panza et al. 1993). La présence d’une dysfonction endothéliale,
évaluée par le tonus vasculaire et les activités pro et anti-inflammatoires des cellules
endothéliales, a également été démontrée dans plusieurs études réalisées chez les patients

souffrant du SAHOS (Budhiraja, Parthasarathy, et Quan 2007)(Foster, Poulin, et Hanly
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2007)(Atkeson et Jelic 2008)(Atkeson et al. 2009). Les raisons de cette dysfonction ne sont
pas toujours claires, mais la cause la plus probable reste I’hypoxie — réoxygénation (Nieto et
al. 2004), et peut expliquer les complications vasculaires comme I’HTA. L’étude The Sleep
Heart Health Study, réalisée sur une vaste base de données épidémiologiques, a mis en
¢vidence une diminution de la dilatation de 1’artére brachiale chez les personnes atteintes du
SAHOS (Nieto et al. 2004). Cette étude a également révélé que la corrélation était plus forte
entre la réactivité brachiale et I’hypoxémie, qu’entre la réactivité et 'lAH, ce qui suggere
que le stress hypoxémique est un facteur essentiel contribuant au dysfonctionnement
endothélial. En effet, les cycles d’hypoxie — réoxygénation qui surviennent la nuit chez les
patients atteints du SAHOS engendre une diminution de la quantité d’oxygene, ce qui rend
eNOs dysfonctionnel et produit des anions superoxydes a la place du NO : on parle alors du
découplage de eNOs (Li et Forstermann 2013). La dilatation des artéres périphériques,
dépendante de la quantité de NO libérée par les cellules endothéliales, est donc diminuée
(Joannides et al. 1995). En effet, il a ét¢ montré, chez les patients présentant un SAHOS, que
le niveau du métabolisme du NO, déterminé en mesurant les niveaux de nitrites et nitrates
plasmatiques (dérivés du NO), est diminué comparativement aux sujets controles et retrouve
des valeurs normales lors d’un traitement par PPC (Ip et al. 2000)(Schulz et al. 2000). Cette
diminution de la biodisponibilité du NO expliquerait en partie la dysfonction endothéliale. A
I’inverse, les concentrations plasmatiques de NG-diméthylarginine asymétrique, un
inhibiteur d’eNOs, augmentent chez les patients apnéiques et diminuent lorsque les patients

sont traités par la PPC (Ohike et al. 2005).

Expérimentalement, pour étudier la dysfonction endothéliale, il faut administrer dans les
artéres de I’ACh ce qui provoque une augmentation de la concentration en Ca®" dans les
cellules endothéliales. Si I’endothélium est intact, la libération de Ca®" intracellulaire va
activer la synthése du NO via eNOs (Hirata et al. 2010) et la vasodilatation. Des études
démontrent, sur des rats exposés en HIC, une augmentation de la vasoconstriction des artéres
coronaires (Ludmer et al. 1986) et une atténuation de la vasodilatation endothélium —
dépendante des artérioles, en présence d’ ACh, suggérant que la dysfonction de I’endothélium
serait due a une diminution de la biodisponibilité du NO (Yokoyama, Korthuis, et Benoit
1996)(Tahawi et al. 2001)(Phillips et al. 2004). Une autre étude a mis en évidence que chez

le rat, une exposition prolongée a I’hypoxie (10% O, pendant 12 heures, 48 heures ou 7 jours)
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entraine une diminution de I’expression de I’ARNm et de la protéine eNOs aortique, réduit
la relaxation endothélium-dépendante des anneaux aortiques et diminue la capacité de 1’aorte
a générer du GMPc en réponse a I’ACh (Toporsian et al. 2000). Ce puissant vasodilatateur
et la relaxation endothélium — dépendante semblent donc étre fortement affectés par le stress

hypoxique, d’ou I’intérét de les étudier dans notre modele animal d’apnée du sommeil.

Ainsi, comme il vient de 1’étre démontré, la dysfonction endothéliale est principalement
caractérisée par une diminution des capacités vasodilatatrices et/ou une potentialisation de la
fonction contractile des vaisseaux. Cependant, d’autres mécanismes peuvent expliquer ce
dysfonctionnement, tels que le stress oxydatif induit par I’HIC, qui va perturber la

biodisponibilité du NO (cf. paragraphe stress oxydatif)
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LE STRESS OXYDATIF

Définition

En condition physiologique, les espéces réactives oxygénées (ERO) ou reactive oxygen
species (ROS) sont présentes au sein de la cellule et régulées par I’équilibre entre leurs taux
de production et d’¢élimination : on parle du maintien de la balance pro-oxydant/antioxydant,
parfois appelée statut redox. Cependant, dans certaines conditions physiopathologiques, cette
homeéostasie peut étre perturbée lorsque les ROS se forment en trop grande quantité, en tant
que sous-produits inévitables de nombreux processus biochimiques, et que les défenses anti-
oxydantes sont déficientes. Cette perturbation du statut redox est nommeée stress oxydatif et

génere des dommages au niveau tissulaire et cellulaire (Halliwell 1994).

Principaux ROS ou radicaux libres

Avant de commencer, il faut savoir qu’il existe des ROS, qui sont des espéces réactives
obtenues a partir de la dégradation de I’oxygene et des radicaux libres, qui sont des especes
chimiques contenant un ou plusieurs électrons libres, non appariés. Ces radicaux libres
appartiennent aux ROS, cependant certaines ROS ne sont pas des radicaux libres tels que le
peroxyde d’hydrogene. Les radicaux libres augmentent la réactivité chimique de 1’atome ou
de la molécule en le rendant instable et en lui permettant d’interagir avec d’autres molécules.
La toxicité¢ des ROS dépend de leur réactivité (habituellement déterminée par leur temps de
demi-vie) ainsi que de leur lieu de production. Si I’électron est instable, le temps de demi-

vie du radical est plus court.

La production des ROS peut se faire selon différents mécanismes, le plus connu étant celui
issu de la réduction de I’oxygéne. Celui-ci permet, par 1’addition de quatre électrons, la

formation d’eau a partir d’une molécule d'oxygéne (figure 10).
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Figure 10 : Production de ROS a partir de la réduction de [’oxygene (Mach et al. 2011).

Les ROS les plus courantes sont le radical hydroxyle (OH"), I’anion superoxyde (O,") et le
peroxyde d’hydrogene (H,O,), mais il existe aussi des radicaux libres appelés métaux de

transition, tels que le peroxynitrite (ONOO") et le radical peroxyle (ROO").
L’anion superoxyde (0;")

L’anion superoxyde est produit par la mitochondrie et certaines oxydases (que nous verrons
plus tard) a partir de la molécule d’oxygene (1) et entraine une dismutation spontanée ou
peut-€tre catalysé par des ions ferreux en peroxyde d’hydrogene. Il n’est pas particulierement
agressif en tant qu’agent oxydant, cependant, il peut étre plus puissant en tant qu’agent
réducteur lorsqu’il attaque des sites actifs de certaines enzymes contenant des complexes
ferriques (2) (Betteridge 2000). Son temps de demi-vie est long (> quelques dizaines de

secondes).

(1) Oy +e > 0,”
(2) O, + ferritine (Fe’), > ferritine (Fe* )., + Fe*™ + 0,

Le peroxyde d’hydrogéne (H>0>)

Le peroxyde d’hydrogene est produit a partir de la dismutation de deux anions superoxydes

(3) ou par des enzymes comme la xanthine oxydase.

(3) 02.- + 02.- + 2H+ - H,0,+ 0O,
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Ce n’est pas un radical libre, mais il fait partie des dérivés actifs de I’oxygene. Bien qu’il soit
peu réactif, il a un temps de demi-vie d’environ une minute et a la capacité de traverser les

membranes, lui permettant d’atteindre I’ADN cellulaire.
Le radical hydroxyle (OH')

Le radical hydroxyle, avec une demi-vie extrémement courte (10” seconde), est le plus
toxique et le plus réactif des ROS. Il réagit directement sur son site de formation en attaquant
les molécules biologiques et en entrainant une propagation en chaine des radicaux libres. Il
va, par exemple, réagir avec I’ADN mitochondrial, ce qui modifie sa structure et entraine des
mutations (Evans et Halliwell 1999). Il peut également participer aux réactions de
peroxydation des lipides. Il est principalement produit a partir du peroxyde d’hydrogéne et

en présence d’ions ferreux, par la réaction de Fenton (4).

(4) H,0,+ Fe*" > Fe*" + OH + OH'
Cette réaction peut se répéter indéfiniment en présence de certaines molécules capables de

recycler le Fe’" en Fe*', telle que 1’anion superoxyde.
(5) O, + Fe’™ > Fe*" + 0,

La somme des réactions (4) et (5), nommée réaction d’Haber-Wess (6), décrit la formation

du radical hydroxyle a partir de la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne par un métal

(Halliwell 2006).

(6) 02._ + H202 — 02 + OH + OH.

L’interaction entre I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogene est a I’origine de la plupart
des dommages tissulaires, en raison de la haute toxicit¢é du radical hydroxyle et de sa

production répétitive.
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Principaux producteurs de ROS
La mitochondrie

L’oxygene est indispensable pour la respiration cellulaire et pour produire I’énergie
nécessaire au bon fonctionnement de la cellule, sous forme d’adénosine triphosphate (ATP).
Cette production d’ATP, nommée phosphorylation oxydative, se fait principalement au
niveau mitochondrial, par la chaine de transport des €lectrons présente dans la membrane
interne des mitochondries. La phosphorylation oxydative se passe en deux étapes : la
premiere consiste a produire un gradient ¢lectrochimique de protons et la deuxiéme a
phosphoryler I’adénosine diphosphate (ADP) en ATP en utilisant le gradient électrochimique
et I’ATP synthétase. Pour cela, la chaine de transport des électrons est composée d’une série
de transporteurs protéiques (flavoprotéines, ubiquinones, cytochromes) disposés selon leur
potentiel redox et organisés en quatre complexes : le complexe I ou NADH déshydrogénase,
le complexe II ou succinate déshydrogénase, le complexe III ou cytochrome-c réductase et

le complexe IV ou cytochrome-c oxydase (figure 11).

Membrane |/

- Z

Espace H* H H* H*

Inter-membranaire

Membrane
interne

Matrice fumarate

Figure 11 : Représentation schématique de la chaine de respiration mitochondriale. D apres Pialoux
V. Stress oxydatif et entrainement en altitude. In : Millet G.P. et Schmitt L. (eds), S entrainer en
altitude. Bruxelles, De Boek., pp 46-50.
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La chaine de transport des électrons est reconnue comme 1’un des principaux producteurs
cellulaires de ROS, notamment du peroxyde d’hydrogene et de 1’anion superoxyde. La
production d’anions superoxydes par la mitochondrie est de 1’ordre de 0,2 a 0,4% de
I’oxygéne consommé (Sanz et Stefanatos 2008). Lors du processus biologique de réduction
de I"oxygene en eau et de production de I’ATP, il a été constaté que certains électrons,
traversant la chaine mitochondriale, s'échappaient de 1'oxygeéne moléculaire pour former des
anions superoxydes : on parle alors de fuite des électrons (Liu, Fiskum, et Schubert 2002).
Cette fuite se fait essentiellement au niveau des complexes I et III (Chen et al. 2003). Les
ROS produites via cette chaine de transport sont, en condition physiologique, rapidement
dismutées par la superoxyde dismutase mitochondriale en peroxyde d’hydrogéne (Liu,
Fiskum, et Schubert 2002). Cependant, dans certaines conditions de stress, comme c’est le
cas lors de la réoxygénation apreés une exposition en hypoxie, des niveaux toxiques
d’oxygéne entrainent la formation de ROS supplémentaires qui peuvent endommager les
membranes lipidiques, les protéines et les acides nucléiques. De plus, il a ét¢ démontré sur
des cellules en culture, des animaux et sur des patients atteints du SAHOS, que ’hypoxie
induit un dysfonctionnement mitochondrial qui engendre une augmentation du stress
oxydatif (McGown et al. 2003)(Peng et al. 2003)(Yuan et al. 2004). Ce déreglement
s’explique par des modifications structurales de la chaine respiratoire mitochondriale qui
entrainent une fuite des électrons, alors en trop grande quantité pour tre pris en charge par
les enzymes anti-oxydantes. Par conséquent, il y a une augmentation d’anions superoxydes
et, en présence de Fe™, la réaction de Fenton engendre une surproduction du radical

hydroxyle.

La mitochondrie est également la cible des ROS produites. L’anion superoxyde produit peut
interagir avec le NO et former le peroxynitrite (comme vu précédemment dans le paragraphe
sur la dysfonction endothéliale). Ce peroxynitrite endommage les complexes de la chaine de
transport des électrons et I’ADN mitochondrial (Shiva et al. 2004). Les modifications
fonctionnelles et morphologiques de la mitochondrie entrainent une production excessive de

ROS.
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La NADPH oxydase

En parall¢le de la production de ROS par la chaine respiratoire mitochondriale, la plupart des
cellules ont une activit¢ NADPH oxydase. La NADPH oxydase (NOX) est un complexe
enzymatique, localisé sur la membrane cytoplasmique, qui génére des anions superoxydes en
transférant un électron du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) a une

molécule d’oxygene, selon 1’équation suivante :
NAD (P)H +2 0, > NAD (P)" + H +2 0,"

Initialement, la NOX a été étudiée dans les cellules phagocytaires, ou elle joue un role
primordial dans la défense contre les pathogenes (Lambeth 2004). Puis ont été découverts

sept isoformes de cette enzyme, présentées dans le tableau 3 (Paravicini et Touyz 2008).

La NOX2 est la forme la plus étudiée et est constituée de deux sous-unités principales

présentes dans deux compartiments cellulaires distincts (Bedard et Krause 2007) :

- Le site catalytique, dans la membrane, est composé du cytochrome bssg avec les sous-
unités gp91P™* et p22°"*. La gp91™™* contient un site de fixation pour le NADPH, le
FAD (flavine adénine di-nucléotide) et deux domaines hémes qui peuvent subir des
réactions d’oxydoréduction.

- Les protéines régulatrices, dans le cytosol, composées par la p47°™, p40P"™ et p67™"™,

L’activation de la NOX2, initiée par un stress, nécessite la translocation des protéines du
cytosol et de Rac (sous famille des Rho GTPases) vers la membrane pour se lier au
cytochrome bssg. Une premicre étape permet le transfert d’électrons entre le NADPH du c6té
cytosolique et le FAD puis une seconde étape permet le transfert d’un électron du FADH; a
I’héme interne. Ensuite, un ¢€lectron est transféré a ’héme externe avant d’étre accepté par
I’oxygene moléculaire pour former 1’anion superoxyde. Cette ROS peut alors étre convertie
en peroxyde d’hydrogeéne par la superoxyde dismutase (figure 12) (Lambeth 2004). Au
repos, les sous-unités du cceur catalytique sont dissociées, ce qui rend la NOX2 inactive. Ce
processus d’activation-inactivation représente une importante étape de régulation des NOX

(Bedard et Krause 2007)(Wang, Zhang, et Gozal 2010).
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Tableau 3 : Les différentes isoformes de la NADPH oxydase. D’
et stress oxydant, de Camille Migdal et Mireille Serres, 2011.
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Figure 12 : Représentation schématique de la NOX2 et de son mécanisme d’activation (Singel et
Segal 2016).
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C’est la NOX, et particulierement la NOX2, qui est la source de ROS la plus étudié¢e dans le
SAHOS, et qui a été principalement décrite dans des modeles de rongeurs mimant cette
pathologie. Au niveau cardiaque, c’est également la premiere source de production de ROS
(Zhang et al. 2006). Des ¢tudes antérieures, sur des rats et des souris exposés en HIC (5%
O3 ; 8 h/jour pendant 10 jours), ont révélé une augmentation de 1’activité de la NOX dans les
tissus tels que le cerveau et les corps carotidiens (Peng et al. 2009). 11 a aussi été prouvé chez
des souris placées en HIC (7% O; ; 8 h/jour, 5 j/semaine pendant 6 semaines) que le
développement de ’HTA, induit par cette hypoxie, est médié par 1’activation de la NOX2

(particuliérement sur la gp91°"*

) qui favorise le stress oxydatif (Schulz et al. 2014). Bien
que les études sur les NOX, chez les patients souffrant d’apnée du sommeil, sont limitées,
probablement en raison de contraintes techniques et éthiques (dosages sur les cellules
endothéliales), il est clair que son activité est augmentée et ceci contribue probablement au
stress oxydatif (Lavie 2015) et au développement de I’'HTA. Cependant, les voies de

signalisations impliquées sont méconnues.
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La xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme cytosolique, source de stress oxydatif au niveau
de Dl’endothélium vasculaire (Dopp et al. 2011). Elle catalyse I’hydroxylation de
I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique en utilisant I’oxygéne moléculaire
(O,) (figure 13). La réduction des molécules d’O; par cette enzyme entraine la production
d’anions superoxydes et de peroxydes d’hydrogénes (Wassmann, Wassmann, et Nickenig
2004). En condition physiologique, sa production de ROS est faible mais la XO est activée
par I’hypoxie — réoxygénation ou par les phénomenes d’ischémies/reperfusions. Les ROS
générées par la XO limitent la biodisponibilit¢ du NO, ce qui engendre une réduction de la
vasodilatation endothélium-dépendante (Price, Vita, et Keaney 2000) et contribue au
remodelage vasculaire (Zalba et al. 2005). Il a été observé chez des patients souffrant du
SAHOS, une amélioration de la fonction endothéliale et de la réactivité vasculaire lors de
I’utilisation d’inhibiteurs de la XO, suggérant I’implication de cette enzyme dans le
dysfonctionnement de I’endothélium (El Solh et al. 2006). L’équipe de Dopp confirme cette
observation en démontrant que I’allopurinol, inhibiteur de la XO, permet d’atténuer la
dysfonction endothéliale induite par ’'HIC (10% O, ; 12 h/jour pendant 14 jours) chez des
rats (Dopp et al. 2011).

o] [omo | [Co]

Réoxygénation

Figure 13 : Représentation schématique de la réaction de transformation de [’hypoxanthine en acide
urique par la xanthine oxydase lors de phénomeéne de réoxygénation. Elaborée pour cette thése.

Le découplage d’eNOs

La dysfonction endothéliale peut étre engendrée par les mécanismes vus dans le paragraphe

« dysfonction endothéliale » mais il est important de parler du découplage d’eNOs qui joue
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un role sur la production du NO endothélial aux niveaux transcriptionnel et post-
transcriptionnel. En situation hypoxique, eNOs va produire des ROS, au lieu du NO, ce qui
va fortement perturber la fonction endothéliale et diminuer la biodisponibilit¢ du NO
(McQuillan et al. 1994)(Liao et al. 1995). Comme le montre la figure 14, dans une cellule
endothéliale stimulée, 1’eNOs est sous forme d'un homodimeére actif. En condition
physiologique, I'apport en BH4 et en arginine est suffisant, les deux sous-unités oxygénases
de I'enzyme fonctionnent donc ensemble et produisent du NO (a gauche). En revanche, dans
certaines conditions physiopathologiques (cas de I’hypoxie), la quantit¢ de BH4 et/ou
I’apport en arginine sont insuffisants, les deux sous-unités oxygénases de 1’eNOs
fonctionnent donc indépendamment et produisent simultanément du NO et des anions
superoxydes ; c’est le mode découplé (a droite). Ces deux entités réagissent ensemble pour
former le peroxynitrite (ONOQ"), un pro-oxydant. Un cercle vicieux se met alors en place
puisque cette surproduction de ROS cause un stress oxydatif excessif qui, a son tour, réduit
et déstabilise ’ARN messager d’eNOS, tout en limitant la biodisponibilité des cofacteurs
(BH4 et NADPH) nécessaires a la production de NO (Kuzkaya et al. 2003 )(Antoniades et al.
2006).
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Figure 14 : Découplage de [’enzyme NO synthase (Rasmusen, Cynober, et Couderc 2005).

L’hypoxie — réoxygénation affecte, non seulement, la production de NO mais également le
stress oxydatif qui diminue les quantités de NO et d’eNOS. Une étude de 2012, a démontré
une amélioration de la dilatation des artéres chez les patients atteints du SAHOS, aprées une
injection intraveineuse de vitamine C, un antioxydant et capteur de radicaux, suggérant un

role important du stress oxydatif sur la dysfonction endothéliale (Grebe et al. 2006).
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L’angiotensine II (Ang-I1)

La stimulation de la production de ROS peut également étre induite par I’angiotensine I
(Oparil, Zaman, et Calhoun 2003). Une ¢tude a mis en évidence que ’HTA induite par I’Ang-
I1, chez les rats, active la NOX en augmentant ’expression de I'ARN messager de la p22Phox
vasculaire, une sous-unit¢ de cette enzyme (Fukui et al. 1997). L'activation de la NOX,
dépendante du récepteur de I'Ang-II, est associée a une formation accrue d'anions
superoxydes qui réagissent facilement avec le NO pour former du peroxynitrite oxydant. La
diminution de la biodisponibilit¢ de NO est un mécanisme permettant d’expliquer la
potentialisation de la réponse vasoconstrictrice a I'Ang II dans les cas dHTA. L’Ang-II
engendre d’autres mécanismes toxiques pour les vaisseaux, qui sont liés a 'activation de la
NOX. Par exemple, I’ Ang-II participe a I'oxydation du cholestérol en lipoprotéines de basse
densité (LDL) et augmente I’expression de ' ARNm de la molécule-1 d’adhésion des cellules
vasculaires (VCAM-1) pouvant contribuer au développement de 1’athérosclérose (Tummala
etal. 1999). De plus, il a été¢ démontré que les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I’ Ang-
II et les antagonistes du récepteur AT;R, limitent les réactions d'oxydation dans le systéme
vasculaire en bloquant I'activation de la NOX (Oparil, Zaman, et Calhoun 2003). Une étude
de 2011, réalisée chez I’humain, suggere I’implication de I’Ang-II dans [’augmentation du
stress oxydatif et dans la baisse du taux de NO en HIC. En effet, I’inhibition des AT|R, par
le Losartan (antagoniste des récepteurs), annule en partie I’activité du peroxynitrite et la
baisse du métabolisme de NO induit par une exposition en HI durant 6 heures (Pialoux et al.

2011).

Défenses anti-oxydantes

L’homéostasie des antioxydants est fortement régulée et est essentielle pour le maintien d’un
bon fonctionnement cellulaire et biochimique. Le moindre dysfonctionnement peut
engendrer des dommages cellulaires et tissulaires. Les cellules utilisent de nombreuses
stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leur niveau de
ROS. Les antioxydants peuvent étre préventifs, c’est-a-dire qu’ils suppriment la formation

de ROS ou étre piégeurs de radicaux, pour supprimer les réactions initiales et/ou empécher
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la propagation en chaine. Les antioxydants peuvent é¢galement réparer les dommages des

ROS comme c’est le cas des enzymes protéolytiques et de réparation de 'ADN (Rahman,

Biswas, et Kode 2006).

Les défenses anti-oxydantes sont classées en deux catégories selon si elles sont ou non
enzymatiques. Parfois, la littérature parle des défenses anti-oxydantes endogenes (produites

par le corps) et exogenes (apportées par la nourriture). Le tableau 4 présente les principaux

antioxydants :
Antioxydant Action
Superoxyde dismutase (SOD) Dismute O,°- en H,0,
. Catalase (CAT) Transforme H,0, en H,0et O,
Enzymatiques - —
Glutathion peroxydase (GPx) Réduit H,0, en H,0
Glutathion réductase (GR) Recycle GSSG en GSH
Glutathion Réduit H,0, en ROOH
Vitamine C Réduit O,*-et OH"*
Vitamine E Neutralise ROO- et RO-
Non . . 1
. Acide urique Réduit OH*
enzymatiques
Flavonoides Neutralise ROO- et RO-
Caroténoides (lycopéne) Piege 10, et peut réduire ROO-
Coenzyme Q10 Réduit Fe3tet 0,*

Tableau 4 : Présentation des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. GSSG : glutathion
oxydé ; GSH : glutathion réduit ; ROOH : hydroperoxyde ; ROO" : radical peroxyle ; RO : radical
alcoxyle ; 'O, : oxygéne singulet. Elaboré pour cette thése.

Antioxydants enzymatiques

Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines qui constituent la premiére
ligne de défense contre le stress oxydatif. Les SOD permettent de convertir I’anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogene (figure 15), qui sera ensuite converti en eau et oxygene
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par la catalase (CAT) ou la glutathion peroxydase (GPx). Il existe trois isoformes largement
répandus dans 1’organisme : la SOD cytosolique (SOD1 ou SODcy.zs) située dans le
cytoplasme, le noyau cellulaire et les peroxysomes; la SOD mitochondriale (SOD2 ou
SODwy) située dans la matrice mitochondriale a proximité de la chaine de transport des
¢lectrons; et la SOD extracellulaire (SOD3 ou SODg) présente dans les liquides
extracellulaires et la matrice extracellulaire (en particulier du cceur, pancréas et poumons)
(Tsan 2001). Il semble que la SOD mitochondriale soit indispensable pour la survie. En effet,
des études ont démontré que des souris, dont le géne codant pour la SODy, a été invalidé, ne
survivent qu’une dizaine de jours aprés leur naissance et présentent de nombreuses
pathologies au niveau neurologique et cardiaque (Li et al. 1995)(Lebovitz et al. 1996). Une
autre étude rapporte que 1’absence de la SODc,.z, n’entraine pas la mort des souris mais
engendre le développement de nombreuses maladies (Melov et al. 1999). Plusieurs mutations
de la SODcyzn ont été observées dans les formes familiales de la sclérose latérale

amyotrophique (Zelko, Mariani, et Folz 2002).

CAT
SOD

Oy H,0,

Glutathion

réduit (GSH)
GPX Glutathion
réductase (GR)
Glutathion
oxydé (GSSG)

Figure 15 : Représentation schématique du systéeme antioxydant enzymatique. SOD : superoxyde
dismutase ; CAT : catalase ; GPx : glutathion peroxydase ; O : anion superoxyde ; H>O, : peroxyde
d’hydrogene ; H>O : eau et O° : oxygéne. Elaborée pour cette thése.
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Les glutathions peroxydases (GPx)

Elles permettent de prendre en charge le peroxyde d’hydrogene et de le réduire en eau (figure
15). Chez I’humain et les rongeurs, il y a cinq isoformes de la GPx, localisés dans le noyau,
la mitochondrie et le cytoplasme (Matés et Sanchez-Jiménez 1999). Les GPx posseédent une
sélénocysteine, indispensable pour leur activité enzymatique (Ding et al. 1998) et permettent
la réaction d’oxydoréduction entre le glutathion réduit (GSH) et le glutathion oxydé¢ (GSSG).
Parall¢lement, la glutathion réductase (GR) permet de recycler le GSSG en GSH grace a la
NADPH (figure 16).

Glutathion
réduit
(GSH)
Glutathion peroxydase (GPX) Glutathion réductase (GR)

H,0,

NADP*

Glutathion
H,O0 axydé NADPH
(GSSG)

Figure 16: Représentation schématique du cycle de la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion
réductase (GR). GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé. Elaborée pour cette these.

La catalase (CAT)

La CAT est une enzyme héminique qui accélére la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en
eau et oxygene (figure 15). Elle est principalement présente dans le foie, les hématies et les
reins, au niveau des peroxysomes (Deisseroth et Dounce 1970)(Kodydkova et al. 2014). Elle
permet la dégradation d’une concentration de peroxyde d’hydrogéne plus importante que la

GPx (Day 2009).

Antioxydants non-enzymatiques

Les composants antioxydants non-enzymatiques agissent principalement en piégeant les

radicaux libres et en capturant 1’¢lectron célibataire pour les transformer en molécules ou
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ions stables. En jouant un role de piégeurs, les composants antioxydants deviennent des
radicaux mais seront détruits ou régénérés par un autre systeéme (Krinsky 1989). Par exemple,
I’acide ascorbique (vitamine C) réduit le radical hydroxyle et I’anion superoxyde et, en
parallele, permettre la régénération de la vitamine E (tocophérol). Elle est elle-méme recyclée
grace aux enzymes ascorbates réductases (Packer 1991). Méme si la vitamine C est
principalement connue pour son rdle antioxydant, il faut noter qu’elle peut également étre
pro-oxydante en réduisant I’ion Fe' en Fe*" et ainsi favoriser la réaction de Fenton (Evans
et Halliwell 1999). De plus, les vitamines C et E jouent un rdle important dans 1’inhibition
de la peroxydation des lipides. L’antioxydant non enzymatique et endogene le plus important
est le glutathion car il protége contre les radicaux oxygénés en les réduisant et agit également
contre les peroxydes (H,O,) ou le radical NO'. De plus, il permet de recycler la vitamine C

(figure 17).

Dans le cas du SAHOS, la vitamine C a dé¢ja prouvé son efficacité contre le stress oxydatif

et la dysfonction endothéliale développés chez les patients (Grebe et al. 2006).

Tocophérol-OH Acide ascorbique GSH

oxydé

GPX

Tocophérol-O- Acide ascorbique

Figure 17 : Représentation schématique du cycle de recyclage entre la vitamine E (tocophérol), la
vitamine C (acide ascorbique) et le glutathion peroxydase (GPx). GSH : glutathion réduit ; GSSG :
glutathion oxydé ; ROOH : hydroperoxyde ; ROO" : radical peroxyle. Elaborée pour cette these.

Cibles des ROS
L’ADN

L’ADN est souvent la cible des ROS. C’est la base guanine qui est principalement affectée
par les phénomeénes d’oxydations. En effet, la guanine interagit avec le radical hydroxyle et
forme du 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine. Ce compos¢€ peut, par la suite, se lier avec

I’adénine au lieu de la cytosine et induire des mutations au sein de I’ADN (Haleng et al.
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2007). Les groupements aromatiques des bases de I’ADN sont également la cible du radical
(Nikitaki et al. 2015). Ces modifications de I’ADN peuvent entrainer des coupures de I’ADN

simple brin et double brin.

La quantité de 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine, retrouvée dans les urines, est plus élevée chez

les patients avec SAHOS séveére que ceux avec un état modéré (Yamauchi et al. 2005).

Les lipides

Les lipides, et particulierement les acides gras polyinsaturés, sont la cible des ROS. C’est
principalement le radical hydroxyle qui oxyde les acides gras pour former un radical peroxyle
qui libére, a son tour, des aldéhydes toxiques pour les cellules (Davies 2000)(Haleng et al.
2007) ; on parle de peroxydation des lipides. Le malondialdéhyde (MDA) est un des
principaux aldéhydes retrouvés dans le sang, qui peut étre dosé par spectrométrie a 1’aide de
I’acide thiobarbiturique (TBA) qui réagit avec le MDA. La concentration de MDA est ainsi
définie comme un marqueur de peroxydation des lipides pouvant servir pour quantifier le
stress oxydatif (Janero 1990). L’oxydation peut se faire sur les acides gras polyinsaturés
membranaires, entrainant une modification de la fluidité et la perméabilité de la membrane,
et des variations de ’activité des récepteurs présents (Saad et al. 2006)(Lavie 2015). Les
ROS peuvent également attaquer les lipides circulants et engendrer la formation de LDL

oxydées qui vont indirectement causer des phénomenes inflammatoires (Saad et al. 2006).

Chez les patients avec un SAHOS la quantit¢ des TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances) dans le plasma et dans les vésicules de LDL est ¢élevée (Lavie, Vishnevsky, et
Lavie 2004) (Barcel6 et al. 2000). Cependant, avec la PPC, la peroxydation des lipides
diminue et retrouve des valeurs proches des sujets sains (Barceld et al. 2000)(Lavie,

Vishnevsky, et Lavie 2004).

Les protéines

Les protéines sont également sensibles a I’oxydation par les ROS. Ce sont principalement les
acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine) qui sont visés, et

cette oxydation entraine la formation de groupements carbonylés (Lavie 2015). Les
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modifications, suite a ces oxydations, engendrent des changements structuraux et
fonctionnels comme la perte d’activité enzymatique ou la non reconnaissance de la protéine
par son récepteur. Par exemple, I’oxydation des groupements thiols permet la formation de
ponts disulfures entre les résidus (Davies 2000). Enfin, la concentration d’AOPP (advanced
oxidation protein product) est un marqueur de 1’oxydation avancée des protéines dont la voie

principale de production est les myéloperoxydases (Witko-Sarsat et al. 1996).

Stress oxydatif et hypertension artérielle induite par I’hypoxie intermittente

Comme nous en avons discuté précédemment, les principaux producteurs de ROS
(mitochondries, NADPH oxydase et xanthine oxydase) sont fortement affectés par I’HIC. De
nombreuses études ont mis en évidence que les cycles d’hypoxie — réoxygénation étaient un
moteur dans I’augmentation du stress oxydatif (Lavie 2003)(Row et al. 2003)(Chen et al.
2005)(Pialoux et al. 2009). Dans cette partie, ce sont les liens qui existent entre le stress
oxydatif et les mécanismes impliqués dans le développement de I’HTA induite par I’HIC qui
nous intéressent. Les modéles animaux d’HIC ont permis de confirmer que les cycles
d’hypoxie — réoxygénation, inhérents aux patients atteints du SAHOS, entrainent une
augmentation de la PA systémique. Nous avons principalement parl¢ de la suractivité¢ du
systtme sympathique due a une augmentation de I’activit¢é du chémoréflexe des corps
carotidiens et de la dysfonction endothéliale due a une altération des facteurs vasoactifs,

cependant, les ROS sont des espéces qui peuvent également activer ces mécanismes.

Au niveau vasculaire, il est connu qu’ET-1 est un des facteurs pouvant expliquer la
dysfonction endothéliale et la mise en place de I’HTA induite par I’HIC. En effet, les études
ont largement mis en avant, qu’en situation hypoxique, ce peptide est produit et relaché, par
les cellules endothéliales, en trop grande quantité entrainant ainsi une vasoconstriction
excessive qui diminue le tonus vasculaire (Kanagy, Walker, et Nelin 2001)(Allahdadi,
Walker, et Kanagy 2005)(Guo et al. 2013). Or, il existerait une forte interaction entre ce
peptide ET-1 et les ROS qui pourrait expliquer comment le stress oxydatif joue un rdle sur
les mécanismes impliqués dans le développement de ’HTA. Une étude de 2000, a mis en

¢vidence que I’ET-1 augmente le stress oxydatif, en stimulant la NOX2, pouvant entrainer
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une dysfonction endothéliale et le développement de 1’athérosclérose (Duerrschmidt et al.
2000). La réciproque fonctionne aussi puisqu’une autre ¢tude a démontré que ’ET-1 peut
étre activé par le peroxyde d’hydrogene (Kaehler et al. 2002). Enfin, une étude plus récente,
décrit une nouvelle voie de régulation qui explique que I’augmentation des ROS, due a
I’exposition en HIC (5% O, ; 7 h/jour pendant 2 a 7 jours), active le facteur nucléaire des
lymphocytes T activées (NFATc3), qui va potentialiser la réactivité vasoconstrictrice et les
réponses au calcium et a ’ET-1 (Friedman et al. 2014). L’inhibition de NFAT semble avoir
une pertinence clinique pour prévenir ’'HTA chez les patients avec un SAHOS. De plus, pour
mettre en évidence le role joué par les ROS sur les mécanismes impliqués dans la dysfonction
endothéliale, des études se sont intéressées aux conséquences de traitements avec des
antioxydants. En 2007, une équipe a rapporté qu’un traitement au TEMPOL, un mimétique
de la superoxyde dismutase, chez des rats exposés a une HIC (5% O, ; 7 h/jour pendant 14
jours), permettait de diminuer les concentrations plasmatiques d’ET-1 et la production de
superoxydes (Troncoso Brindeiro et al. 2007). Une autre ¢étude de 2011, a utilis¢é un
mimétique de la SOD mitochondriale, le mitoTEMPO et a démontré que les anions
superoxydes produits par la mitochondrie jouent un role important dans le développement de

I’HTA et que les traitements avec des antioxydants sont pertinents (Dikalova et al. 2010).

Au niveau du systéme nerveux périphérique, les ROS viennent également interagir sur les
mécanismes impliqués dans le développement de I’HTA induite par ’HIC. L’exacerbation
de ’activité de chémoréflexe des corps carotidiens est la principale cause de la suractivité du
systéme sympathique et des études ont révélé que le stress oxydatif agit directement sur ces
¢léments. C’est principalement la NOX2 qui est mise en cause, puisque la quantit¢ d’ARNm
de la NOX2 est 30 fois plus importante dans les corps carotidiens, en condition d’HIC (5%
O ; 8 h/jour pendant 10 jours) (Peng et al. 2009). Par conséquent, 1’activité de la NOX étant
plus importante, elle produit plus de ROS, entrainant des dommages tissulaires. Une étude
réalisée sur des rats placés en HIC durant 10 jours (5% O, ; 8h/jour) rapporte une
augmentation de la peroxydation des lipides, avec une ¢lévation de la concentration de MDA,
dans les cellules chémoréceptrices de type 1 du corps carotidien (Peng et al. 2013). La NOX
va également modifier la chaine de transport des électrons mitochondriale en diminuant
I’activité du complexe I et en augmentant la fuite d’électrons. Les ROS mitochondriaux

seront, par conséquent, en plus grand nombre. Des études ont démontré cette surproduction
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de ROS mitochondriaux en évaluant I’activité de I’aconitase (enzyme impliquée dans le cycle
de Krebs) (Khan et al. 2011). L activité de cette enzyme est fortement diminuée en présence
de ROS et c’est ce qui a été observé sur des corps carotidiens de rats exposés a I’'HIC (5%
O, ; 8 h/jour pendant 10 jours) (Peng et al. 2003). Comme pour la dysfonction endothéliale,
des études ont été réalisées en utilisant des antioxydants enzymatiques ou non et des
inhibiteurs des pro-oxydants, pour mettre en avant I’implication du stress oxydatif dans le
développement de ’HTA. Au cours de ces derniéres années, les études se sont multipliées,
en utilisant différents modeles et différents traitements pour comprendre 1’implication des
ROS dans la suractivité du chémoréflexe. Que ce soit avec des inhibiteurs de la NOX
(apocynine) (Peng et al. 2009) ou de la XO (allopurinol) (Morgan et al. 2016)(Morgan et al.
2018), avec des antioxydants tels que la vitamine C (Del Rio, Moya, et Iturriaga 2010) ou
des mimétiques de SOD (Peng et Prabhakar 2004), toutes les études ont conclu que
I’augmentation de la réponse a I’hypoxie, au niveau des corps carotidiens, peut étre évitée en
bloquant la production du stress oxydatif. De plus, ces études ont également révélé que le
développement de ’HTA, induit par I’HIC, peut étre limité en utilisant ce type de traitement

(Khan et al. 2011)(Nanduri et al. 2013a)(Prabhakar et al. 2015).
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SYNTHESE

De nombreuses études, sur les modeles animaux et sur les patients souffrants du SAHOS, ont
mis en évidence que les cycles d’hypoxie — réoxygénation induisaient le développement de
I’HTA. Les mécanismes impliqués commencent a étre au centre des études fondamentales et
différents traitements se mettent en place pour empécher I’apparition de cette HTA. Nous
avons vu que le stress oxydatif joue un réle clé dans ’augmentation de la PA induite par
I’HIC et dans le SAHOS. La limitation de ce stress oxydatif pourrait étre une voie
thérapeutique pour limiter ’HTA associée au SAHOS. Cependant, de récentes études
avertissent des risques de I'utilisation d’antioxydants car si la dose et la durée du traitement
ne sont pas strictement contrélées, la balance redox peut étre perturbée (augmentation du
phénotype pro-oxydant et/ou diminution des capacités anti-oxydantes (Schieber et Chandel
2014).

Les études, citées dans les parties I. et II., ont mis en évidence la corrélation entre la privation
d’hormones ovariennes, lors de la ménopause, et le développement de ’'HTA et du SAHOS.
Les estrogenes joueraient un role protecteur du systéme cardiovasculaire, ce qui suggere que
la supplémentation en estradiol pourrait étre une bonne thérapie contre I’HTA induite par
I’HIC. Cette hormone peut jouer un rdle direct sur la fonction vasculaire, et plus
particulierement sur les cellules endothéliales, pour éviter la mise en place de la dysfonction
endothéliale (Miller et Duckles 2008). Elle possede également des capacités anti-oxydantes

permettant de limiter le stress oxydatif.

Dans cette dernicre partie, nous allons aborder, la notion de ménopause, comme élément
déclencheur de I’HTA induite par I’HIC, et I’estradiol, comme élément défenseur contre les

conséquences vasculaires de I’HIC.
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LA MENOPAUSE ET L’ESTRADIOL

LA MENOPAUSE : UN FACTEUR DE RISQUE DE L’HYPERTENSION
ARTERIELLE

Définition

La ménopause est I’arrét définitif de la menstruation, suite a I’épuisement progressif du
capital folliculaire ovarien (Spinelli 2004). L’age de la ménopause semble étre déterminé
génétiquement et n’est pas affecté par le nombre d’ovulations antérieures. Cependant,
certains facteurs, comme le tabagisme (Adena et Gallagher 1982), peuvent provoquer une
ménopause précoce. La ménopause peut aussi €tre induite suite a une ovariectomie (ablation

des ovaires) (Siddle, Sarrel, et Whitehead 1987).

Bien que la ménopause soit associée a des modifications des hormones hypothalamo-
hypophysaire, qui régulent le cycle ovarien et menstruel, ce n'est pas un événement central,
mais plutdt une insuffisance ovarienne primaire. Comme le nombre de follicules ovariens
diminue avec 1’age, 1'ovaire n'est plus en mesure de répondre aux hormones hypophysaires,
a savoir I'hormone folliculostimulante (FSH) et I'hormone lutéinisante (LH). Par conséquent,
la production ovarienne d'cestrogenes et de progestérone cesse (figure 18 - gauche). L'axe
hypothalamo-hypophysaire-ovarien reste intact pendant la transition ménopausique ; ainsi,
les taux de FSH et LH augmentent en réponse a une insuffisance ovarienne et en 'absence
de rétroaction négative de l'ovaire (figure 18 - droite). L'atrésie de l'appareil folliculaire, en
particulier des cellules de la granulosa, entraine la réduction de la production d'cestrogéne et
d'inhibine (hormone inhibitrice de la FSH), engendrant une augmentation des taux de FSH,

signe cardinal de la ménopause (Dalal et Agarwal 2015).
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Figure 18 : Représentation schématique de [’interaction hormonale dans [’axe hypothalamo-
hypophysaire, régulant le cycle ovarien (a gauche). Graphique présentant les concentrations des
hormones centrales (LH et FSH) et des hormones ovariennes (progestérone et estradiol) avant et
apres la ménopause (a droite).

Il faut cependant noter que les femmes ménopausées continuent d'avoir de faibles taux
d'cestrogenes en circulation et ceci grace a trois sources : principalement par l'aromatisation
périphérique, via les surrénales ; de I’androsténedione circulant (Dalal et Agarwal 2015), par
I’aromatisation d’autres précurseurs plasmatiques de I’estrone (E1) et de I’estradiol (E2) ; et
par la sécrétion glandulaire d'E1 et E2 (Grodin, Siiteri, et MacDonald 1973). Le tissu adipeux
est également un site majeur d’aromatisation, suggérant que la prise de poids, lors de la

ménopause, peut venir augmenter le taux d’hormones circulantes et favoriser les risques de

cancers gynécologiques (Siiteri 1987)(Rose et Vona-Davis 2010).

SAHOS lors de ménopause

La qualité du sommeil se détériore généralement avec le vieillissement, et la ménopause
semble favoriser ce processus progressif (Dennerstein et al. 2000). Les femmes signalent
environ deux fois plus de difficultés de sommeil (insomnies) que les hommes (Manber et
Armitage 1999). La perturbation du sommeil est un signe clinique partagée par la ménopause
et le SAHOS. Dans cette thése, ce symptome est particuliérement intéressant car il peut
expliquer, en partie, pourquoi les femmes ménopausées sont souvent sous-diagnostiqué pour

le SAHOS.
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A plus long terme, la ménopause engendre une augmentation des risques de maladies
cardiovasculaires comme I’accident vasculaire cérébral, ’HTA, la coronaropathie, a tel point
que les affections vasculaires représentent la premiére cause de mortalité chez les femmes

ménopausée (Thom et al. 2006).

Traitements hormonaux de la ménopause.

La ménopause ne nécessite aucun traitement mais les médecins peuvent prescrire des
médicaments pour soulager les symptomes. Ces traitements peuvent inclure un traitement

hormonal (TH) visant a contrer le déficit hormonal de la ménopause.

Il est important de préciser que I’hormonothérapie a une histoire assez particuliere. Tout
d’abord, dans les années 1980-1990, I'utilisation de traitement oestrogénique et progestatif
est fortement suggérée (en outre par The American College of Physicians (« Guidelines for
Counseling Postmenopausal Women about Preventive Hormone Therapy. American College
of Physicians » 1992)) pour soulager les femmes ménopausées, suite aux conclusions de
multiples études montrant des effets bénéfiques contre les maladies coronariennes et
I’ostéoporose (Stampfer et Colditz 1991)(Grady et al. 1992)(Grodstein et al. 1997).
Cependant, a la fin des années 1990 et au début des années 2000, d’autres études, réalisées
sur des femmes plus agées et ayant recues le TH dix ans ou plus aprés le début de leur
ménopause, rapportaient une augmentation des maladies cardiovasculaires et des risques
supérieurs (cancers du sein) aux avantages (Hulley et al. 1998)(Rossouw et al. 2002). Apres
la publication des données de The Women's Health Initiative (WHI) (Rossouw et al. 2002),
les prescriptions de TH ont diminué¢ drastiquement. Par la suite, de nouvelles analyses ont
¢été faites, a partir des anciennes données, mais en utilisant la stratification par age (Klaiber,
Vogel, et Rako 2005)(Lobo et al. 2016). Elles ont permis de démontrer que, lorsque le TH
¢tait initi¢ chez des femmes plus jeunes (50 a 59 ans) ou moins de dix ans apres le début de
la ménopause, il diminuait les maladies coronariennes et la mortalité associée. De plus,

aucune relation avec le cancer du sein n’a été percue.
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Actuellement, le traitement recommandé aux femmes ménopausées est une association d’un
modulateur sélectif des récepteurs aux estrogénes, les SERMs (le bazédoxifene) et

d’cestrogénes conjugués (Lobo et al. 2009)(Umland, Karel, et Santoro 2016).

Modéle animal de la ménopause : ovariectomie

Etant donné que chez les rongeurs on parle de sénescence reproductive et non de ménopause,
’utilisation des rates, comme mode¢le animal pour comprendre les mécanismes sous-jacents
de la ménopause, nécessite une intervention médicamenteuse ou chirurgicale (Barlet et al.
1994). 11 est possible de bloquer la synthése et 1’action des estrogenes, en utilisant des
inhibiteurs de 1’aromatase (Brodie, Lu, et Long 1999) ou des antagonistes aux récepteurs des
estrogenes (Brodie, Jelovac, et Long 2003). Cependant, les traitements médicamenteux
n’assurent pas un arrét total de la production des estrogeénes et peuvent engendrer le blocage
d’autres voies de signalisation. L’ablation des deux ovaires ou ovariectomie, reste un bon
moyen de mimer les conséquences de la ménopause. En enlevant les ovaires, la principale
source de production des estrogeénes est €liminée, assurant une privation d’hormones, comme
observée chez la femme ménopausée. Il est important de noter que d’autres organes, comme
les glandes surrénales, le foie, le tissus adipeux et le systéme nerveux vont continuer a
produire des estrogenes. Le modele du rat ayant subi une ovariectomie a été initialement mis
en place pour étudier I’ostéoporose, une maladie des os et une conséquence majeure de la
ménopause (Kalu 1991)(Lelovas et al. 2008). Il est maintenant largement utilisé pour étudier
les autres conséquences de la ménopause tels que les conséquences neurologiques ou

cardiovasculaires (Baeza et al. 2010)(Rocca, Grossardt, et Shuster 2011).
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L’ESTRADIOL : UNE DEFENSE CONTRE L’HYPERTENSION
ARTERIELLE

Les cestrogenes sont synthétisés par les ovaires, les glandes surrénales, le systéme nerveux et
le placenta, et nous les retrouvons sous trois formes : 1’estrone (E1), ’estradiol (E2) et
I’estriol (E3). Chez la femme, I’E2 ou 17 B-estradiol est la principale forme d’cestrogeéne en
circulation et les taux de testostérone sont relativement faibles. A I’inverse, chez les hommes,
c’est la testostérone, le principal androgene circulant, et les taux d’cestrogénes dans le sang
sont beaucoup plus bas que chez la femme (Miller et Duckles 2008). La testostérone est un
intermédiaire clé car elle est convertie en cestrogene par l'action de l'aromatase et en

dihydrotestostérone, un androgéne puissant, par la Sa-réductase (figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique de la synthése de ’estradiol. Elaborée pour cette thése.

Les cestrogenes ciblent principalement les organes en lien avec la reproduction, tels que
I’utérus, les glandes mammaires et le vagin, mais ils peuvent également jouer un role sur le

systeme cardiovasculaire.

Les études suggerent qu’il existe au moins deux types de récepteurs distincts pour les

cestrogenes :
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- Les récepteurs aux cestrogenes classiques (ER), qui sont des facteurs de transcription
activés par le ligand. Il y en a deux formes : ERa et ERP.

- Unrécepteur couplé a la protéine G, le GPER, également appelé GPR30 (Hasbi, O’Dowd,
et George 2005).

Récepteurs de I'estradiol

Le premier récepteur aux cestrogenes, ERa, a été découvert a la fin des années 1950 mais il
a fallu attendre les années 1990 pour découvrir le deuxieme récepteur, nommé ER (Kuiper
et al. 1996). ERa et ERp sont tous les deux membres de la superfamille des récepteurs
d'hormones nucléaires, qui sont des facteurs de transcription activé par un ligand (ici
I’estradiol). Ils sont codés par des geénes distincts ayant des localisations chromosomiques
différentes (Dahlman-Wright et al. 2006). Ils présentent un degré €levé de similitudes au
niveau structural. L'homologie de la séquence d'acides aminés entre ERa et ER est d'environ
97% dans le domaine de liaison a I'ADN et d'environ 55% dans le domaine de liaison au

ligand (AF2) (Dahlman-Wright et al. 2006) (figure 20).

AF- DNA binding Hinge Ligand binding/ AF-2
i —
553 595
E =
500 530
E F —¢C
55% 18%

Current Opinan In Pharmacoio

Figure 20 : Représentation schématique des récepteurs ERo et ERS. D’aprés Current Opinion in
Pharmacology.

Outre les actions des cestrogenes par les ER classiques, de nombreuses observations ont
démontré qu’ils pouvaient également agir via un récepteur couplé a la protéine G situ¢ sur la
membrane plasmique (Hasbi, O’Dowd, et George 2005). Le GPR30 est identifi¢ a 'origine

comme un récepteur orphelin couplé a la protéine G mais est, par la suite, reconnu comme
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une protéine localisée dans le réticulum endoplasmique et pouvant se lier spécifiquement a

l';estrogene. Ce récepteur a donc ensuite ét¢é nommé GPER (Miller et Duckles 2008).

Les cestrogénes exercent une partie de leurs effets par le biais de I'action des ER classiques

sur I'expression des geénes, on parle de signaux génomiques. Cependant, un certain nombre

d’effets des cestrogenes sont si rapides qu'ils ne peuvent pas dépendre de la synthése d'ARN

et de protéines, on parle alors des signaux non génomiques (Bjornstrom et Sjoberg 2005).

Signaux génomiques

Les principaux effets de I’E2 sont induits par la fixation de la molécule sur les ERa et Erf3

par des signaux génomiques et selon trois mécanismes différents :

Le mécanisme d'action classique (figure 21 — point 1) : Etant donné que ces ER sont
des facteurs de transcription, la fixation de l'cestrogeéne va entrainer un changement de
conformation des récepteurs et une dimérisation, avant d’étre transportés jusqu’au noyau.
Une fois au noyau, ils vont pouvoir se lier a des éléments spécifiques, appelés ¢léments
de réponse aux cestrogenes (ERE) situés sur les promoteurs des génes cibles (Nilsson et
al. 2001)(Bjornstrom et Sjoberg 2005).

L’action génomique ERE-indépendante (figure 21 — point 2) : D’autres études ont
démontré que les ER peuvent réguler la transcription sans se lier directement a I'ADN.
Les ER, dans de tels cas, peuvent moduler la fonction d’autres classes de facteurs de
transcription par le biais d’interactions protéine-protéine. C’est le cas de I’interaction
entre le facteur de transcription AP-1 (activator-protein-1) et les ER (Gottlicher, Heck, et
Herrlich 1998).

L’action génomique indépendante des ligands (figure 21 — point 3) : Les facteurs de
croissance activent des cascades de réactions protéine-kinase, conduisant a Ia

phosphorylation et a I’activation des ER nucléaires.

Les ER sont capables de s’activer avec la fixation de I’E2 mais également avec des composés

non stéroidiens comme les SERMs. Ce type de composés a permis de distinguer les ERa et
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les ERP et aident a comprendre les actions distinctes des différents ER (a, B, nucléaires, non
nucléaires) dans des contextes expérimentaux. Deux principaux agonistes synthétiques
sélectifs tels que le propyl-pyrazole trisphenol (PPT) et le diarylpropionitrile (DPN) ont été
mis au point (Harrington et al. 2003). Le PPT montre une sélectivité 400 fois plus importante
pour les ERa que pour les ERp (Stauffer et al. 2000). Le DPN est, quant a lui, sélectif pour
les ERB, méme si sa sélectivité pour ER} sn’est pas aussi grande que celle du PPT pour ERa

(Meyers et al. 2001).

Signaux non génomiques

Les actions non génomiques sont une propriété commune des hormones stéroidiennes et sont
fréquemment associées a l'activation de différentes cascades par des protéines kinases (Losel
et Wehling 2003). Le GPER, situ¢ sur les membranes plasmiques et les membranes du
réticulum endoplasmique (Prossnitz et Barton 2011), est un des récepteurs qui peut étre activé
par I’E2 et déclencher une cascade de signalisation. La fixation de I’E2 active une protéine
Gs qui permet de stimuler 'activité de I'adénylate cyclase et la production de AMPc (Aronica,
Kraus, et Katzenellenbogen 1994). De plus, le 17B-estradiol peut également activer la voie
de signalisation des MAPK et de la phosphoinositol (PI) 3-kinase dans différents types
cellulaires et particuliérement dans les cellules endothéliales (Chen et al. 1999).
Parallélement, certains auteurs ont suggéré que des signaux non génomiques pourraient étre
générés lors de la fixation des cestrogeénes aux récepteurs classiques, situés au niveau de la
membrane plasmique, les mERa et mERP (Pappas, Gametchu, et Watson 1995)(Razandi et
al. 1999). Par exemple, dans les cellules endothéliales, des mERa et mER[ ont été trouvés
au niveau de cavéoles et permettraient 1’activation de ’eNOs grace a la phosphorylation
induite par la protéine kinase (Chambliss et al. 2002) (figure 21 — point 4). De plus, les ER
membranaires seraient capables d’activer directement les récepteurs membranaires de la
protéine tyrosine kinase. Au niveau des cellules cancéreuses du sein, le mERa, activé par
I’E2, interagit directement avec le récepteur de I’IGF-1, entrainant son activation et celle de

la voie des MAPK (Kabhlert et al. 2000). Il faut cependant noter que d'autres auteurs sont en
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désaccord avec I’implication des ER classiques dans les signaux non génomiques (Toran-

Allerand et al. 2002).

Figure 21 : Représentation schématique des mécanismes de signalisation des ER. I-Mécanisme
d’Action génomique classique ; 2- Mécanisme d’action génomique indépendant des ERE ; 3-
Mécanisme d’action génomique indépendant des ligands ; 4- Mécanisme d’action non génomique
(Bjornstrom et Sjoberg 2005).

Réle de I'estradiol sur I'’hypertension artérielle

Les ¢études épidémiologiques rapportent que I’HTA est la cause majeure de comorbidités et
de mortalité chez les femmes ménopausées (Isles et al. 1992). 1l a été largement démontr¢,
dans la littérature que la ménopause engendre une forte augmentation de la prévalence de
I’HTA, suggérant que les hormones ovariennes, et particuliecrement I’E2, auraient un rdle
vaso-protecteur (Miller et Duckles 2008)(Murphy 2011)(Buleishvili et al. 2016). Pour étudier
les conséquences cellulaires de la ménopause, des modeles animaux, ou 1’ablation totale des
ovaires est réalisée par chirurgie, sont utilisés. Dans ces mod¢les d’animaux ovariectomisés,
I’¢lévation de la PA a également été observée, confortant I’idée que la privation des

cestrogenes a un forte répercussion sur la régulation de la pression sanguine (Milsted et al.
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1998)(Hernandez et al. 2000). De plus, des études réalisées sur des rates ou souris
ovariectomisées, ont démontré que le traitement transdermique par I’E2 (entre 4 et 8
semaines) permettait de diminuer la pression artérielle moyenne (Brosnihan et al.
1994)(Hernandez et al. 2000). Ce sont des résultats qui ont également été observés lors
d’études cliniques réalisées chez des femmes ménopausées. Le traitement transdermique a
I’E2 a induit une augmentation significative du débit cardiaque et du volume systolique, ainsi
qu’une diminution de la PA (Mercuro et al. 1997)(Alfie et al. 1997). Toutes ces ¢études
mettent en évidence que les cestrogenes ont des effets bénéfiques sur le systeme de controle

cardiovasculaire.

Au niveau des mécanismes d’action de I’E2, outre ces effets directs sur la paroi vasculaire
qu’on abordera dans le paragraphe suivant, I’E2 peut également agir sur le systéme nerveux
autonome, composante essentielle pour maintenir I’homéostasie du tonus vasculaire et la PA.
Dans le systéme nerveux central des animaux, les ERa et ER} sont ubiquitaires, sauf dans le
cervelet (Vanderhorst, Gustafsson, et Ulthake 2005). L'ERa semble étre le récepteur
prédominant, dans le cerveau, bien qu'il existe des différences d'expression de chaque
récepteur selon le sexe et entre les femelles ovariectomisées et celles traitées a I'cestrogéne
(Vanderhorst, Gustafsson, et Ulthake 2005). La stimulation par I’E2 de ces récepteurs, dans
les neurones, active des voies intracellulaires génomiques et non génomiques (tel que décrit
au-dessus) (McEwen 2001). Comme les fibres exprimant les ER sont co-localisées avec les
cellules adrénergiques, cholinergiques et sérotoninergiques, dans les groupes de neurones
controlant ’activité du systeme nerveux sympathique, I’E2 va affecter 1’activité neuronale
en induisant des modifications du rythme cardiaque et de la PA. Par conséquent, il n’est pas
surprenant d’observer des perturbations lors de la réduction des taux d’cestrogénes au
moment de la ménopause. Des études ont mis en évidence que le sevrage d’cestrogeénes
augmente l'activité neuronale sympathique périphérique et les concentrations circulantes de
noradrénaline. Ceci conduisant a une ¢élévation de la PA, en particulier en présence d'un
facteur de stress (Owens, Stoney, et Matthews 1993)(Vongpatanasin et al. 2001)(Wyss et
Carlson 2003). Une étude a également démontré que la suppression du gene codant pour le
récepteur ERP chez la souris conduit a un phénotype d’HTA, suggérant que 1’augmentation
du tonus sympathique peut également résulter de la réduction des effets de ce récepteur (Zhu

et al. 2002).
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Role de I'estradiol sur la fonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est un acteur majeur de I’HTA et est principalement induite lors
de perturbations affectant les facteurs vasoactifs et vasorelaxants. Lors de la ménopause, la
privation d’cestrogenes entraine le développement de ’HTA et la dysfonction endothéliale.
L'estradiol, est une puissante molécule vaso-protectrice exercant des effets directs et indirects
sur I’endothélium via ces deux récepteurs connus, ERa et Erf}, qui sont exprimés dans les
cellules endothéliales vasculaires et les cellules musculaires lisses (Mendelsohn et Karas
1999). Les effets indirects, tels que l'abaissement du taux de lipoprotéines plasmatiques,
représentent environ un tiers des effets bénéfiques cardiovasculaires. Les actions directes de
I'E2, sur la paroi vasculaire, sont principalement des modifications de I'expression et de la
fonction des genes des cellules endothéliales, contribuant de maniére substantielle a ses effets

vaso-protecteurs.

La principale action de I’E2 est la régulation positive de la production du NO, pouvant
favoriser la vasodilatation des vaisseaux (Chambliss et Shaul 2002). Une étude a rapporté
que I’E2 induisait une augmentation de la production du NO via I’activation de la eNOs dans
les cellules endothéliales humaines (Nevzati et al. 2015). Cette action serait médiée par les
ERa puisqu’une étude, réalisée sur des rates ovariectomisés et hypertendus, a rapporté des
effets bénéfiques d’un traitement a I’E2, mais également d’un traitement avec un agoniste
des ERa (Cpd1471). Ces deux traitements ont permis de prévenir la dysfonction endothéliale
en augmentant 1’expression d’eNOs dans les cellules endothéliales de 1’aorte. Cette étude a
¢galement mis en avant que la relaxation NO dépendante de [’aorte, induite par
I’acétylcholine, est améliorée lorsque les animaux recoivent une supplémentation d’E2 ou de
Cpd1471 (Widder et al. 2003). Une autre étude affirme que 1’ovariectomie du rat entraine
une diminution de I’expression de I’enzyme eNOs et de la relaxation NO dépendante.
Parall¢lement, si les rates sont traités avec de I’E2, une augmentation de I’expression d’eNOs
et une amélioration de la vasorelaxation NO dépendante de 1’artére pulmonaire et de 1’aorte
sont observables (Gonzales, Walker, et Kanagy 2001). De plus, il a été prouvé que I’E2
diminuait la réponse contractile de 1’aorte de rat lors d’application de phénylephrine (Castillo

et al. 2006). Toutes ces ¢tudes mettent en €vidence que ’estradiol va potentialiser les effets
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vasodilatateurs et diminuer les capacités contractiles des vaisseaux pour assurer

I’homéostasie du tonus vasculaire.

Les cestrogeénes seraient également capables de réguler les facteurs vasoconstricteurs, tels
que I'ET-1, sécrétées par I’endothélium (Dubey et al. 2001)(Miller et Duckles 2008). Dans
les cellules du ventricule du myocarde des rates, I’ovariectomie entraine une augmentation
de I’expression des récepteurs ET-B qui est prévenue par une supplémentation en E2 (60
jours de traitement avec une pompe en sous cutanée) (Nuedling et al. 2003). Une autre étude
démontre que I’E2 inhibe la synthese de I’ET-1 via un mécanisme indépendant de ER (Dubey

etal. 2001).

Réle de 'estradiol sur le stress oxydatif

L’E2 et d’autres composés estrogéniques apparentés, sont connus comme des antioxydants
en raison de leur structure phénolique du cycle A (deux groupements hydroxyles).
Cependant, bien que cela puisse étre vrai in vitro, la simple considération de la dose a laquelle
I’E2 agit in vivo exclut la possibilité que sa fonction anti-oxydante soit basée strictement sur
ses propriétés chimiques phénoliques (Borras et al. 2010). Des études montrent que, in vivo,
les effets antioxydants des estrogénes sont médiés par les ER. En effet, la liaison aux ER va
permettre I’activation de la protéine kinase activée par le mitogene (MAPK) et du facteur
nucléaire kappa B (NFkB) (Borras et al. 2005) qui stimulent I’expression des geénes des
enzymes anti-oxydantes et qui vont agir directement sur la mitochondrie, productrice de ROS
(Borrés et al. 2010). De plus, il a été constaté que la production de peroxydes est
significativement plus faible lorsque les mitochondries de rats males sont incubées en
présence de 0,2 nM ou plus d’E2, ce qui correspond a la concentration physiologique estimée

d’E2 dans les cellules (Borras et al. 2010).

Des ¢tudes ont rapporté que les rates ayant subies une ablation des ovaires (ovariectomie)
présentent des niveaux de stress oxydatif plus important (Borras et al. 2003)(Miller et
Duckles 2008), suggérant un rdéle antioxydant des hormones ovariennes. En parall¢le,

d’autres travaux ont mis en évidence que les estrogénes jouent un role sur le stress oxydatif,
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induit lors de situations de stress comme 1’ovariectomie ou I’HIC, par des actions sur les
mitochondries et sur la chaine de transport des électrons (figure 22). En effet, ’'E2 peut
stimuler la fonction mitochondriale, au niveau de I’endothélium vasculaire en potentialisant
la phosphorylation oxydative (Stirone et al. 2005). Une étude de 2010, sur des mitochondries
isolées de rats males, a démontré que I’estradiol (a 0,2 nM) empéche la libération de la
cytochrome ¢ par les mitochondries, permettant de diminuer la fuite d’électrons. L E2
augmente aussi I’efficacité de la chaine respiratoire en augmentant le potentiel de membrane
et en diminuant la production de peroxyde d’hydrogene (Borras et al. 2010). De plus, I’E2
peut se fixer sur les ER nucléaires, présents dans les mitochondries et activer des facteurs de
transcription de certains génes comme les facteurs nucléaires respiratoires (NRF-1 et NRF-
2). Le NRF-1 est connu pour augmenter la respiration mitochondriale et diminuer le stress
oxydatif mitochondrial, en favorisant la synthése des enzymes anti-oxydantes, comme la
SODwn (Mattingly et al. 2008). Le NRF-2 va permettre I’activation de I’expression de la GPx
et de la catalase par la voie de signalisation de la NADPH quinone oxydo-réductase (NQO1)
et de ’heme oxygénase (HO-1) (Yu et al. 2012)(Li et al. 2014).
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Figure 22 : Représentation schématique des effets des estrogenes sur la fonction mitochondriale
(Duckles et al. 2006).
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Les cestrogénes peuvent diminuer les ROS par d'autres mécanismes que par les
mitochondries. Par exemple, la supplémentation en E2 réduit la production des ROS, induite
par l'angiotensine II, dans les cellules du muscle lisse vasculaire de 1’aorte thoracique du rat
(Strehlow et al. 2003). Les cestrogénes diminuent également l'activité de la NOX et la
génération intracellulaire de ROS, dans les cellules endothéliales de la veine ombilicale
humaine (Juan et al. 2004). C’est un mécanisme également observé sur des aortes de rates
ovariectomisées. L’étude rapporte une activité diminuée de la sous unité de la NOX, p47°™*,
lors du traitement a I’E2 et une chute de la production des anions superoxydes par la NOX
(Florian, Freiman, et Magder 2004). De plus, dans les cellules musculaires lisses vasculaires,
le traitement a I’E2 augmente les niveaux de la superoxyde dismutase mitochondriale
(SODwn) en augmentant son taux de transcription (Miller et Duckles 2008). Ceci a également
¢té observé dans des vaisseaux sanguins cérébraux de rates ovariectomisés et traités avec des

cestrogenes (Stirone et al. 2005).

SYNTHESE

La figure 23 nous permet de conclure cette introduction et d’annoncer le travail expérimental
réalisé durant ce doctorat. Elle met en évidence les différents mécanismes sous-jacents a la

mise en place de ’HTA qui nous ont intéressés dans ce projet.
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Figure 23 : Représentation schématique du développement de [’hypertension artérielle via la
dysfonction endothéliale et le stress oxydatif, dans le cas de [’apnée du sommeil ou d’une exposition
en hypoxie intermittente. ROS : espéces réactives oxygenées, ET-1 : endothéline-1; ET-A : récepteur
de l’endothéline-1; ACh : acétylcholine; eNOS : enzyme de synthése de [’oxyde nitrique endothéliale.
Elaborée pour cette thése.
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HYPOTHESE GENERALE ET OBJECTIFS

Hypothése générale

Apres I’analyse de la littérature que nous avons effectuée, nous sommes partis des constats

suivants pour formuler I’hypothese générale de cette these :

1-

L’apnée du sommeil obstructive et I’hypoxie intermittente, induite par cette pathologie,
augmentent le risque de développer de I’'HTA (Torres, Sanchez-de-la-Torre, et Barbé
2015).

La fonction endothéliale (réactivité vasculaire et modulateurs biochimiques) et le stress
oxydatif sont fortement impliqués dans la mise en place de ’'HTA (Atkeson et al. 2009).
La prévalence de I’HTA et les désordres vasculaires associés, augmentent chez la femme
apres la ménopause (Zhou et al. 2015).

Les estrogenes, et particulierement I’estradiol, jouent un role crucial dans le maintien du
tonus vasculaire et de [’homéostasie des substances vasoactives sécrétées par

I’endothélium (Miller et Duckles 2008).

Ainsi, I’hypothése générale de cette theése est que la_supplémentation en estradiol

permettrait de prévenir le développement de I’hypertension artérielle induit par

I’hypoxie intermittente en agissant sur la fonction endothéliale, la réactivité vasculaire

et le stress oxvdatif.

Objectifs

Pour répondre a cette hypothése, nous avons divisé ce travail de doctorat en différents

objectifs :

1.

Est-ce que la supplémentation en estradiol prévient I’augmentation de la pression artérielle
induite par I’HIC dans notre modéle animal ?

Est-ce que la supplémentation en estradiol réverse les effets de I’'HIC sur la réactivité
vasculaire de 1’aorte, un vaisseau de conductance ?

Est-ce que I’HIC et la supplémentation en estradiol affectent la sécrétion de I’endothéline-

1, une substance vaso-active impliquée dans 1’hypertension artérielle ?
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4. Est-ce que I’HIC augmente le stress oxydatif au niveau vasculaire et est-ce que 1’estradiol
a un role protecteur contre ce stress cellulaire ?
5. Est-ce que I’HIC augmente le stress oxydatif au niveau du tissu pulmonaire et est-ce que

I’estradiol a un role protecteur contre ce stress cellulaire ?

Modéle animal de notre projet

Des rates adultes Sprague-Dawley (250-270g) ont été utilisées pour répondre aux objectifs
de cette thése. Les animaux ont été ovariectomisés (ablation des deux ovaires, OVX) ou non
(incision du muscle abdominal mais pas de retrait des ovaires, SHAM) et ont été implantés
d’une pompe osmotique en sous cutanée qui distribuait du solvant ou de I’estradiol, durant
tout le protocole. Apres 14 jours de récupération, les animaux ont été placés soit en normoxie
(21% O3 ; RA) soit en HIC (21%-10% O;; 10cycles/h ; 8h/jour). Deux durées d’exposition
ont été testées : une période courte de 7 jours consécutifs et une période plus longue de 35
jours. Les animaux ont été répartis en 6 groupes : SHAM-RA, SHAM-HIC, OVX-VEH-RA,
OVX-VEH-HIC, OVX-E2-RA et OVX-E2-HIC.

A partir de ce modele animal HIC, nous avons réalisé différentes expérimentations, réparties

en trois temps.

1- L’¢étude de Tahawi, en 2001, a démontré qu'une exposition prolongée (35 jours) a une
hypoxie intermittente sévere (21%-3% O, ; 8h/jour) engendre une augmentation de la
pression artérielle des rats, une diminution de la relaxation endothélium-dépendante des
artérioles et une baisse de la production du NO, substance vaso-relaxante sécrétée par
I’endothélium (Tahawi et al. 2001). Dans cette premiere série d’expérimentations, nous
avons voulu comprendre les conséquences d’une HIC plus modérée (21%-10% O,) et
selon deux durées (7 et 35 jours) sur la pression artérielle. Pour cela, les pressions
artérielles (moyenne, systolique et diastolique) ont ét¢é mesurées avant et apres
I’exposition en HIC ou en RA (7 ou 35 jours). Nous avons également étudié¢ les
conséquences de I’HIC sur la fonction endothéliale d’un vaisseau de conductance, 1’aorte.
La réactivité vasculaire ex vivo de I’aorte a été enregistrée pour étudier (1) la réponse
contractile du vaisseau en présence de phénylephrine (réponse a-adrénergique), (2) la

réponse vasodilatatrice endothélium-dépendante en présence d’acétylcholine et (3) la
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réponse vasodilatatrice endothélium-indépendante en présence de sodium nitroprusside.
Enfin, la concentration d’ET-1 a été dosée dans le plasma, prélevé apres les protocoles
d’exposition, au moment du sacrifice de I’animal. Ces premiéres expérimentations nous
ont permis d’étudier le role de I’estradiol sur la fonction endothéliale de I’aorte.

Dans ce deuxiéme temps, des expérimentations ont été faites pour comprendre le role de
I’estradiol sur le stress oxydatif induit au niveau vasculaire. Les activités des enzymes
pro-oxydantes, la NADPH oxydase et la xanthine oxydase, ainsi que des enzymes anti-
oxydantes endogenes, la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase,
ont été analysées dans des échantillons d’un vaisseau de conductance, 1’aorte. La
concentration du marqueur du stress oxydatif AOPP (advanced oxidation protein end

products) a également été dosée dans les fragments d’aorte.

Ces deux séries d’expérimentations ont permis de répondre aux quatre premiers objectifs de

la these et sont présentées dans le chapitre 1 qui référe a un article publié dans Acta

Physiologica en 2018. Cet article a fait I’objet d’un_éditorial dans Acta Physiologica

(O’Halloran 2019).

3-

La derniére série d’expérimentations nous a permis d’étudier le stress oxydatif induit par
I’HIC au niveau des poumons et de comprendre le role de I’estradiol sur ce stress
oxydatif. Il nous a semblé¢ intéressant d’aller comprendre comment I’HIC affectait la
balance redox au niveau du tissu pulmonaire puisque 1’hypoxie a une forte répercussion
sur les poumons (développement de 1I’hypertension pulmonaire) (Tuder et al. 2007). De
plus, une étude de 2008 a conclu que le niveau de stress oxydatif induit par I’HIC est
organe spécifique et dépend de la durée de I’exposition (Jun et al. 2008). Pour
comprendre si, dans notre mod¢le animal d’HIC, le stress oxydatif augmente dans le tissu
pulmonaire, nous avons reproduit les mémes dosages d’activités enzymatiques (pro et
anti-oxydantes) et de concentration du marqueur du stress oxydatif que dans
I’expérimentation 2, en utilisant des échantillons de poumons prélevés sur nos animaux
au moment du sacrifice et conservés a -80°C. Nous avons €¢galement étudié les effets de

la supplémentation en estradiol sur ce stress oxydatif pulmonaire.
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Les résultats de cette série d’expérimentations sont présentés dans le chapitre 2 qui référe a

un article en préparation de soumission.
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1.1 Résumé en francais

Objectif : Nous avons testé I'hypothese que I'estradiol (E2) réduit le stress oxydatif aortique
et dysfonctionnement endothélial chez des rates ovariectomisées (OVX) exposées a une

hypoxie intermittente chronique (HIC) ou en normoxie (RA).

Méthodes : Nous avons utilisé des rates intactes (SHAM) ou OVX, traitées avec du solvant
ou de I’E2 (0,5 mg/kg/jour) et exposées en RA ou en HIC (21% -10% O,, 10 cycles/h, 8h/j)
pendant 7 ou 35 jours. Nous avons mesuré la pression artérielle, la fréquence cardiaque et
déterminé la concentration plasmatique d’endothéline-1. Sur des échantillons d’aorte
thoracique, nous avons également mesuré les activités des enzymes pro-oxydantes, la
NADPH (NOX) et la xanthine oxydase (XO), des enzymes anti-oxydantes, la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase, la glutathion peroxydase (GPx), et la concentration d’AOPP
(marqueur du stress oxydatif). Enfin, nous avons utilisé¢ des anneaux aortiques pour évaluer
la réponse contractile a la phénylephrine et les effets vasodilatateurs en réponse a

l'acétylcholine.

Résultats : Apres 7 ou 35 jours d’exposition a une HIC, la supplémentation en E2 a réduit la
pression artérielle. L'E2 a diminué les concentrations plasmatiques d'endothéline-1 apres 7
jours d'HIC, mais pas aprés 35 jours. L’ovariectomie, mais pas I’exposition a I’HIC, a
augmenté le stress oxydatif, phénoméne qui est totalement annulé par la supplémentation en
E2. Etonnamment, chez les animaux en RA, I’E2 réduit les activités de la NOX et de la XO,
mais chez les animaux exposés en HIC, la diminution du stress oxydatif par I’E2 se fait en
augmentant 1’activité de la catalase. Chez les rates OVX, exposées pendant 7 jours d’HIC, la
supplémentation en E2 a amélioré la vasodilatation médiée par I’oxyde nitrique. Apres 35
jours d’HIC, les activités enzymatiques, la concentration en AOPP et la réactivité aortique

¢taient similaires dans tous les groupes.

Conclusion : Une thérapie basée sur une supplémentation en E2 pourrait aider a prévenir les

conséquences vasculaires de I’HIC chez les femmes apnéiques.
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1.2 Abstract

Aim: We tested the hypothesis that estradiol (E2) reduces aortic oxidative stress and
endothelial dysfunction in ovariectomized (OVX) female rats exposed to room air (RA) or

chronic intermittent hypoxia (CIH).

Methods: We used intact or OVX female rats treated with vehicle or E2 (0.5 mg/kg/d) and
exposed to RA or CIH (21%-10% 02, 10 cycles/h, 8 h/d) for 7 or 35 days, and measured the
arterial pressure, heart rate and plasma endothelin-1 levels. We also measured in thoracic
aortic samples, the activities of the pro-oxidant enzymes NADPH (NOX) and xanthine
oxidase (XO), the antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase and the advanced oxidation protein products (AOPP—oxidative stress marker).
Finally, we used aortic rings to assess the contractile response to phenylephrine and the

vasodilatory response to acetylcholine.

Results: After 7 or 35 days of CIH, E2 supplementation reduced arterial pressure. E2 reduced
plasma endothelin-1 levels after 7 days of CIH, but not after 35 days. Ovariectomy, but not
CIH for 7 days, increased aortic oxidative stress and E2 treatment prevented this effect.
Remarkably, in animals exposed to RA, this was achieved by a reduction in NOX and XO
activities, but in animals exposed to CIH this was achieved by increased catalase activity. In
OVX female rats exposed to CIH for 7 days, E2 supplementation improved the NO-mediated
vasodilation. After 35 days of CIH, enzymatic activities, AOPP and aortic reactivity were

similar in all groups.

Conclusion: E2-based therapy could help prevent the vascular consequences of CIH in apneic

women.
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1.3 Introduction

One of the main features of obstructive sleep apnea (OSA) is the chronic intermittent hypoxia
(CIH) that leads to oxidative stress, inflammation, and associated pathological responses
(Lavie et Lavie 2009)(Lavie 2015)(Lévy et al. 2015). Many studies suggest a bidirectional
relationship between OSA and hypertension since OSA is present in 70 to 85% of patients
with resistant hypertension (Cohen et Townsend 2013)(Konecny, Kara, et Somers
2014)(Torres, Sanchez-de-la-Torre, et Barbé 2015). It is well established that exposure to
CIH increases the arterial blood pressure in healthy humans or in animals (Lesske et al.
1997)(Foster et al. 2009)(Foster et al. 2010)(Tamisier et al. 2011). The mechanisms
underlying high arterial blood pressure in response to CIH include hyperactivity of the
sympathetic system mediated by the peripheral chemoreceptors (Lesske et al. 1997)(Peng et
al. 2014), elevated cardiac output (Lucking, O’Halloran, et Jones 2014), a dysfunction of
arterial endothelial cells as shown by increased circulating levels of endothelin-1 (ET-1 — a
potent vasoconstrictor) and increased aortic expression of ET4 receptors and contractile
responses to ET-1(Kanagy, Walker, et Nelin 2001)(Guo et al. 2013). In addition, some
studies have reported that CIH exposure reduced the dilatory response to acetylcholine in
capillaries (Tahawi et al. 2001)(Phillips et al. 2004) and aorta (Hung et al. 2013)(Chen et al.
2017). One of the most likely mechanisms underlying the elevated sympathetic activity and
potential endothelial dysfunction is the profound effect of CIH on the synthesis of reactive
oxygen species (ROS) in the pathways of the sympathetic system, on the vascular walls, and
in circulating cells that regulate endothelial functions (Peng et al. 2014)(Lavie

2015)(Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017).

Sex is a risk factor for OSA, and all epidemiological studies report a higher occurrence of
OSA in men than in women (Young et al. 1993)(Valipour 2012)(Heinzer et al. 2015). For
example, a study conducted between 2009 and 2013, reported a mean incidence of moderate-
to-severe frequency of sleep apneas (>15 apneas/hour) of 49,7% in men and 23,4% in
women, with a median age of 57 years (range 40-85) (Heinzer et al. 2015). In women, the
incidence of OSA increases with age, especially after menopause (Bixler et al.
2001)(Valipour 2012), and early studies (Bixler et al. 2001) documented a 6- to 7-fold higher

prevalence of moderate sleep apnea (>10 apneas/hour with daytime symptoms) in
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postmenopausal compared to premenopausal women. In this context, it was suggested that
the reduction of female sex hormones after menopause may contribute to the increased
frequency of apneic events (Shahar et al. 2003)(Valipour 2012). Furthermore, a recent study
showed that the risk of clinically relevant hypertension in OSA patients is higher in men than
in women (Cano-Pumarega et al. 2017b). We recently showed that in ovariectomized female
rats, 17B-estradiol (E») supplementation protects against hypertension induced by CIH and
prevents oxidative stress damage in the brain (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017). The
effect of E, against hypertension during CIH exposure was apparently related to an
attenuation of peripheral chemoreceptor activity, suggesting that E, likely reduces the
activation of the sympathetic system during CIH exposure. On the other hand, it is well
known that E, regulates the vascular tone (Murphy 2011)(Yeasmin et al. 2017), reduces the
synthesis and release of endothelin-1 (ET-1) from endothelial cells (Bilsel et al. 2000), and
increases nitric oxide (NO) and antioxidant enzymes synthesis (Gonzales, Walker, et Kanagy
2001)(Bolego et al. 2005)(Ceylan-Isik et al. 2009), thereby contributing to key differences in
cardiovascular health between pre- and postmenopausal women (Weiss 1972)(Amigoni et al.

2000).

To address the hypothesis that E, protects against the vascular effects of CIH, we used female
rats with intact ovaries (SHAM), ovariectomized (OVX), or ovariectomized with E;
supplementation and exposed to CIH or RA for 7 or 35 days. We measured arterial pressure
and heart rate, and plasma levels of ET-1. We used samples of the thoracic aorta to assess
the activity of the main cytosolic pro-oxidant enzymes (NADPH oxidase and xanthine
oxidase — that produce high levels of anion superoxide O,) and the antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX) and
estimated oxidative stress damage by measuring the level of advanced oxidation of protein
products (AOPP). We also used isolated aortic rings to assess the contractile response to a
selective al-adrenergic receptor agonist (phenylephrine — reflecting contractile response to
sympathetic activity), and the dilatory response to acetylcholine, or sodium nitroprusside

(SNP) to assess endothelial-dependent NO-mediated vasodilation.
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1.4 Material and methods

1.4.1 Ethical approval

All procedures have been approved by the Animal Protection Committee of the Centre de
Recherche du CHU de Québec in accordance with the Canadian Council on Animal Care in
Science. We used a total of 106 Sprague-Dawley female rats (57-70 days old) purchased

from Charles River Laboratories (Saint-Constant, QC, Canada). All animals had access to

food and water ad-libitum and were maintained under standard laboratory conditions (21°C,

12:12 h dark-light cycle: lights on at 7:00 AM and off at 7:00 PM).
1.4.2 Experimental groups

In the first series of experiments we exposed female rats (initial body weight 250 to 300 g)
to room air (RA) or CIH for 7 days (short-term). The rats were separated into the following
groups: sham-operated rats (SHAM) exposed to RA (SHAM-RA — n=14) or CIH (SHAM-
CIH — n=10), ovariectomized (OVX) rats treated with vehicle (VEH — dimethyl sulfoxide —
Bioshop and propylene glycol — J.T. Baker) via an osmotic pump and exposed to RA (OVX-
VEH-RA —n=14) or CIH (OVX-VEH-CIH —n=12), and OVX rats treated with 17f estradiol
(E»— Sigma-Aldrich), via an osmotic pump and exposed either to RA (OVX-E>-RA —n=10)
or CIH (OVX-E,-CIH — n=10).

In a second series of experiments, we exposed female rats to RA or CIH for 35 days (long-
term) with the following groups: SHAM-RA (n=8), SHAM-CIH (n=7), OVX-VEH-RA
(n=8), OVX-VEH-CIH (n=7) and OVX-E,-CIH (n=6). In this series, the OVX-E,-RA group
was not included because in the first series of experiments there was no specific effect of

estradiol on arterial blood pressure in rats exposed to RA.
1.4.3 Surgical procedure

All rats were anesthetized with 2% isoflurane and the level of anesthesia was verified before
and during the surgery by the lack of reflex response to frequent tail pinching. The ovaries

were removed through bilateral flank incisions. In SHAM rats the ovaries were exposed, but
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otherwise left intact. At the same time, the animals were implanted subcutaneously in the
upper mid-back region with an osmotic pump (Alzet®; model 2ML4 (7 days), model 2006
(35 days)) filled with vehicle (50% propylene glycol and 50% dimethyl sulfoxide) or 17
estradiol (0.5 mg/kg/day) as used previously (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017). From the
day of surgery, each pump delivered a regular flow of 57.8 ul/day for 21 days (7 days) and
3.6 pl/day for 49 days (35 days). All animals, received standard pre- and post-operative cares,
including analgesics delivery via subcutaneous injection (2.5 ml/kg) and 2 consecutive days

of caprofen (20mg/kg) according to our standard protocols.

1.4.4 Chronic intermittent hypoxia exposure

Exposure to chronic intermittent hypoxia was initiated after 2 weeks of recovery from the
surgery. Each rat was housed in their cage (2 rats/cage) that was connected to an oxycycler
(Biospherix, Redfield, NY, USA). Oxygen dropped from 21% to 10% in 90 seconds, was
held at 10% for 30 seconds, then returned to 21% in 70 seconds and held at 21% for 120
seconds, at the rate of 10 cycles/hour for 8 hours/day from 9:00 AM to 5:00 PM during 7 or
35 consecutive days. Rats exposed to RA were placed in the same room as rats exposed to

CIH.

1.4.5 Measurements of body weight and hemodynamic parameters

Body weight was measured the day of surgery and after 7 or 35 days of exposure. Arterial
blood pressure was measured between 8:00 and 10:00 AM on the last day of exposure to RA
or CIH. We used the tail cuff method (CODA system — Kent Scientific, Torrington, CT,
USA) in conscious rats, as done previously (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017). Each rat
was placed for adaptation in a restrainer tube resting over a warmed blanket, and left
undisturbed for 1 hour before 6 sequential measurements were taken from the tail-cuff. We
used the mean of the 3 lowest value for heart rate (HR), systolic (SBP), diastolic (DBP), and
mean arterial blood pressures (MAP). Tail cuff recording requires restraint of the animal,
however, this method is recognized as a reliable and accurate measure of arterial blood
pressure compared to simultaneous telemetry measurements with a chronic aortic catheter

(Feng et al. 2008). Immediately following these measurements, the animals were returned to
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their home cage, and exposed to RA or CIH for 8 consecutive hours. All tissue and plasma

collection was performed on the morning of the following day.

1.4.6 Plasma and tissue collection

All rats were anesthetized with ketamine/xylazine; blood samples were collected by a cardiac
puncture and placed in EDTA tubes on ice (no more than 30 minutes), centrifuged at 12000
rpm for 15 minutes and stored at —80°C. The thoracic aorta was rapidly dissected, a segment
was stored at -80°C for further biochemical assays, and the other was immediately used for

ex vivo measurements of vascular reactivity.

1.4.7 Biochemical assays

Plasma levels of ET-1 were measured using an enzyme-linked immunosorbent assay
(Endothelin-1 Quantikine ELISA kit, R&D Systems, USA). Estradiol analyses were
performed on the Analytics E170 immunoassay module (Roche Diagnostics, Laval, Qc,
Canada) with the Estradiol II assay kit (REF 03000079 190). The lower detection threshold

of the assay was 5 pg/mL, with a typical variability between assays below 5%.

1.4.8 Protein extraction

Proteins were extracted from frozen thoracic aorta. After homogenization in RIPA buffer
with proteases and phosphatase inhibitors, the samples were centrifuged for 12 min at 5000
rpm, the supernatant was collected and stored at -80°C. The concentration of proteins was
determined by a standard colorimetric BCA assay kit (Thermo Scientific, catalogue#23225)

and all subsequent measurements were normalized to protein concentration.

1.4.9 Oxidative stress enzyme activities

Xanthine Oxidase (XO)

XO activity was assessed using a cocktail containing nitroblue tetrazolium (NTB - 2.2 mM
in water), Tris-HCI pH 8 (2.8 mM), and diethylene-triamine-penta-acetic acid (DTPA - 1.3
mM in Tris-HCI) and a fresh solution of hypoxanthine (500 uM in Tris-HCl/well). Then, 20
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ul of sample, 250 pl of cocktail and 30 pl of hypoxanthine solutions was added to each well.
The absorbance of the complex (formazan blue) formed by NTB and the superoxide anion
produced by XO in the sample was read at 560 nm every 50 seconds for 5 minutes. For this
assay, 2 wells were used as blanks, with 20 ul of DTPA rather than samples, and ImM of
NaCN was added in all the wells to inhibit the dismutation of the superoxide anion by SOD,,

.+ XO activity corresponded to the slope of the formation of formazan blue by time (Laouafa,

Ribon-Demars, et al. 2017).

NADPH Oxidase (NOX)

NOX activity was assessed using the same cocktail solution as XO and a fresh solution of
NADPH (100 pM in Tris-HCl/well). Then, 20 pul of sample, 250 pl of cocktail, and 30 pl of
NADPH were added to each well and the absorbance was read at 560 nm every 50 seconds
for 5 minutes. For this assay, 2 wells were used as blanks, with 20 pl of DTPA rather than
samples, and 1mM of NaCN was added in all the wells to inhibit SOD , . NOX activity

corresponded to the slope of the formation of formazan blue by time (Laouafa, Ribon-

Demars, et al. 2017).

Superoxide dismutase (SOD)

SOD activity was determined by the degree of inhibition of the reaction between superoxide
radicals, produced by a hypoxanthine — xanthine oxidase system, and NTB. SOD activity
was measured using the cocktail detailed for the XO and NOX activities, with hypoxanthine
(0.19 mM) and a fresh solution of xanthine oxidase (1.02 units/ml). We added 20 pl of
sample, 250 pl of cocktail and 20 pl of XO in each well, and mixed the plate for 4-5 seconds
at room temperature. The absorbance was quickly read at 450 nm every 50 seconds for 5
minutes. For this assay, 4 wells were used as blanks, with 20 ul of PBS 1X rather than
samples. SOD activity for each sample corresponded to the difference between the slopes of

the formation of formazan blue by time and the blank (Oberley et Spitz 1984).

Catalase (CAT)

Catalase activity was determined by using hydrogen peroxide (H,O,) as a substrate, and
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formaldehyde as a standard. Catalase activity was determined by the formation rate of

formaldehyde induced by the reaction of methanol and H,O, using catalase as the enzyme

(Johansson et Borg 1988).

Glutathione peroxidase (GPX)

Activity of GPX was determined as the rate of oxidation of NADPH to NADP" in a cocktail
solution containing glutathione reductase, NADPH (1.7 mM) and reduced glutathione (1.6
mM in water) using H,O, (0.036% in water) as a substrate (Paglia et Valentine 1967). We
added 15 pl of sample, 200 ul of PBS 1X, 30 pl of the cocktail solution and 30 pl of
H,0; solution to each well and mixed the plate 4-5 seconds at room temperature. The
absorbance was quickly read at 340 nm every 50 seconds for 5 minutes. GPX activity was

measured as the slope of the NADPH extinction by time.
1.4.10 Marker of oxidative stress

Advanced oxidation protein products (AOPP)

AOPP are markers of protein oxidation; they were measured according to the semi-automated
methods developed by Witko-Sarsat et al. (Witko-Sarsat et al. 1996). The cytosolic
concentrations of AOPP were determined by spectrophotometry and were calibrated with a
chloramine-T solution that absorbs at 340 nm in the presence of potassium iodide (KI). The
absorbance of the reaction mixture was immediately read at 340 nm on the microplate reader

against a blank containing PBS, KI and acetic acid.

1.4.11 Ex vivo measurements of vascular reactivity

Preparation of vessels

Vascular reactivity was assessed using the thoracic aorta, which was immediately removed
and then placed in a Krebs-Henseleit physiological solution, containing (in mM): 118 NacCl,
4.7 KCl, 2.5 CaCl,, 1.2 MgS0s, 1.2 KH,PO4, 5.5 dextrose and 25 NaHCOs. After cleaning
the connective tissue, the vessel was cut into rings of 4 mm in length. The aortic rings were

mounted onto stainless steel supports, suspended in the tissue bath containing Krebs-
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Henseleit physiological solution, maintained at 37°C, and gassed with 95% O, — 5%CO,.
The hooks were connected to an isometric force transducer (Radnoti, tissue bath system,
Monrovia, CA, USA), linked to an amplifier and a computerized acquisition system (10X,

EMKA technologies, Paris, France) to record changes in isometric force.
Calibration

After an initial period of equilibration (50 minutes), the resting tension was adjusted to 2
grams. First, the aortic rings were constricted using a high potassium solution (KCl; 60 mM),
in order to obtain a reference contraction, which was used to normalize subsequent contractile
responses. The baths were rinsed 6 times with fresh Krebs solution for 30 minutes and the
resting tension was again stabilized at 2 grams. Then, to ensure that the endothelium of each
vascular ring was not damaged, the responses to the endothelium—dependent vasodilator
acetylcholine (Ach; 10° M; Sigma-Aldrich) was assessed after contraction with

phenylephrine (PHE; 10° M; Sigma-Aldrich).

Drugs tested

To test the contractile response of aortic rings the dose—response curve to PHE was
established (10™ - 10 M). Then, we used PHE (10 M) to contract the rings and observe the
vasodilatory effect of Ach (10 - 10 M) and sodium nitroprusside (SNP; 107 - 10~ M;
Sigma-Aldrich). These drugs were used to assess the endothelium—dependent and —
independent ability of the smooth muscle to relax. Each curve was separated by a 30 minutes

washout period.

Data analysis and presentation

For vascular reactivity, the contractile responses to PHE were normalized to the maximal
response obtained with 60mM of KCI and presented as a function of log [PHE]. Similarly,
the vasodilatory responses to Ach and SNP were normalized to the initial contraction induced
by 10°M of PHE and presented as a function of log [Ach] or log [SNP]. To estimate the
maximum contraction with PHE and maximum relaxation with Ach we used nonlinear least-

square regressions for a sigmoidal dose-response.
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1.4.12 Statistical analysis

We used the GraphPad Prism software (version 7.0, La Jolla, CA, USA) for all analyses. For
the experiments with 7 days of exposure, we used a two-way ANOVA with hormonal status
(SHAM, OVX-VEH, OVX-E,) and CIH as grouping variables. For the experiments with 35
days of exposure, we used a one-way ANOVA. In both cases, if the ANOVA revealed
significant main effects (p<0.05) or interactions between grouping variables for the 2-way
ANOVA, we used a post-hoc Fisher Least Significance Difference test to assess significant

differences between groups.

For the dose-response curves to PHE, Ach or SNP, we used a two-way ANOVA with
repeated measures (using CIH as the grouping variable and dose as the repeated variable) for
each hormonal status (SHAM, OVX-VEH, OVX-E,). If a significant effect of CIH, or a
significant interaction between CIH and dose appeared, we used a Fisher’s LSD post-hoc
test. To compare the maxima, we used an ANOVA analysis (two-way or one-way for 7 or

35 days of exposure — see above) followed by Fisher’s LSD post-hoc test.
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1.5 Results

1.5.1 Short and long-term effects of CIH, ovariectomy, and E; supplementation on
weight gain

The concentrations of plasma E, were increased by E, supplementation in OVX female rats
after 7 and 35 days of exposure to CIH (figure 24). After 7 days of exposure to RA, few
OVX females still had detectable levels of circulating estradiol (3 out of 13). Surprisingly,
there were relatively more OVX females with detectable levels of plasma E, after exposure
to 7 days of CIH (8/11). This might reflect activation of extra-gonadal sites of E, synthesis
(Barakat et al. 2016) during short-term exposure to CIH. After 35 days of exposure to CIH,
all OVX females had no detectable levels of plasma E,.

7 days CIH 35 days CIH
2 =
.% 10° ? T 10 ¥ [ SHAM-VEH
LIJN 102 == == 102! N - OVX-VEH
- E OVX-E
= 10 I 1t o T\5
] ] | L}
RA CIH RA CIH

Figure 24 : Plasma concentrations of E2 (pg/mL) after 7 (left panel) or 35 (right panel) days in RA
or CIH for different hormonal status. Box and whisker plots show median (central line), 25th and
75th percentile (lower and upper box limits) and 10th and 90th percentiles (error bars). Values are
the mean + SD. }: p<0.001 vs other groups.

In female rats exposed to RA, ovariectomy increased weight gain, and this effect was
abrogated by exposure to CIH for 7 days, or by E, supplementation (figure 25). However,
exposure to CIH for 35 days reduced weight gain in both the SHAM and OVX female rats
(figure 3). Weight gain during exposure to CIH was similar in SHAM and in OVX females
with E, supplementation (figure 26).
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Figure 25 : Weight gain (grams) after 7 days in RA or CIH for different hormonal status. Box and
whisker plots show median (central line), 25" and 75" percentile (lower and upper box limits) and

/ 0" and 90" percentiles (error bars). Crossed-circles represent points above or below the percentiles.
p<0.001.
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Figure 26: Weekly weight gain for SHAM groups (left panel) and for OVX-VEH and OVX-E, groups
(right panel) during 35 days in RA or CIH. Values are the mean + SD. *, 1, 7: p<0.05, <0.01, and
<0.001.
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1.5.2 E; supplementation in ovariectomized female rats prevents the elevation of

arterial blood pressure after short- and long-term exposure to CIH

Exposure to CIH for 7 days increased MAP, SBP and DBP in SHAM and OVX-VEH rats
(ANOVA p-value for CIH<0.0001, 0.006 and <0.0001 respectively — table 5), but not in
OVX-E, rats. In rats exposed to RA, MAP and DBP were higher in OVX-VEH than in
SHAM rats, and this effect was not reversed by E, supplementation. In OVX rats exposed to
CIH, E, supplementation reduced MAP, SBP and DBP (table 5). CIH exposure increased
HR in all groups of rats (p-value for CIH<0.0001); ovariectomy had no effect on HR during
exposure to RA or CIH, but E; supplementation reduced HR in rats exposed to RA or CIH
(p-value for hormonal status<0.0001 — table 5).

Exposure to CIH for 35 days increased MAP, SBP and DBP in SHAM and OVX-VEH rats,
and in OV X rats exposed to CIH, E, supplementation reduced these effects. HR was similar

between all groups (table 5).

RA CIH
SHAM | OVX-VEH | OVX-E, SHAM | OVX-VEH | OVX-E,
MAP 7days | 84.5+89 | 96.7+8.1" | 93.8+10 | 109+12"" | 12116 | 100+9'"
(mmHg) | 35days | 8316 93.7+ 14 - 104+127 | 111+97 | 93.8+13"
SBP 7days | 110+24 119+9 117 +12 131+15" | 143+177 | 123+8
(mmHg) | 35days | 104+17 115+ 16 - 129 £ 13" 133+6 | 115+ 19
DBP 7days | 71.4+4 | 855+11" | 819+6" [981+11 | 11017 | 88.7+9'"
(mmHg) | 35days | 75.5+16 | 85.1+15 - 96.2+13" | 105+7" | 85.4+9'F
HR 7days | 375+21 | 376+14 3314307 | 402+19" | 402+17 |376+127
(bpm) | 35days | 390+18 | 37241 - 392 + 28 353+20 | 382+25

Table 5 : Mean, systolic and diastolic arterial blood pressures (MAP, SDB, DBP: mmHg) and heart
rate (HR: bpm) after 7 and 35 days in RA or CIH for different hormonal status (SHAM; OVX-VEH
and OVX-E2). Values are the mean + SD; *, ** *¥*: p<(.05, <0.01, <0.001 vs RA; *: p<0.05 OVX-
VEH vs SHAM. 1, 11, 17171 p<0.05, <0.01, <0.0001 OVX-E, vs OVX-VEH.
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1.5.3 E; supplementation reduces circulating ET-1 level in ovariectomized female

rats after short-term exposure to CIH

The plasma level of ET-1 was elevated in OVX female rats after 7 days of exposure to CIH,
and E, supplementation prevented this increase (p-value for the hormonal status<0.05 -
figure 27). However, after 35 days of exposure to CIH, the circulating concentration of ET-

1 was similar in all groups (ANOVA p-value = 0.1 — figure 27).

Endothelin-1
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Figure 27 : Plasma endothelin-1 levels (pg/mL) after 7 (left panel) or 35 (right panel) days in RA or
CIH for different hormonal status. Box and whisker plots show median (central line), 25™ and 75"

percentile (lower and upper box limits) and 10™ and 90" percentiles (error bars). *, 1: p<0.05, and
<0.01.

1.5.4 E, supplementation reduces the pro-oxidant phenotype by increasing
catalase activity in the aorta of ovariectomized female rats after short-term

exposure to CIH

The activity of the pro-oxidant enzymes (NOX and XO) was reduced by E, supplementation
only in the animals exposed to RA (NOX and XO: p-value for hormonal status = 0.0006 —
XO interaction between hormonal status and CIH = 0.005 - figure 28). In OVX animals
exposed to CIH, NOX and XO enzymatic activities were higher than in SHAM rats, but
surprisingly E, supplementation during CIH exposure did not reduce these pro-oxidant

enzymatic activities (figure 28). The antioxidant activity of SOD was not affected by the
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hormonal status and CIH (figure 28), however E, supplementation increased catalase activity
in OVX rats exposed to CIH (p-values: CIH — p = 0.001, hormonal status — p = 0.02,
interaction between both factors — p = 0.03). GPX activity was increased by CIH exposure
in SHAM and OVX-VEH rats (p-value for CIH = 0.0002) and E, supplementation reduced
GPX activity during exposure to CIH (p-value for hormonal status = 0.04). The oxidative
stress marker AOPP was higher in ovariectomized female rats compared to the SHAM
animals (p-value for the hormonal status <0.0001), and E, supplementation prevented this

effect in rats exposed to RA or CIH (figure 28).

In contrast, after exposure to CIH for 35 days, there was no significant effect of CIH exposure
and hormonal status for the pro-oxidant (NOX and XO) and antioxidant (SOD, CAT, and
GPX) enzymatic activities or concentration of AOPP (figure 29).
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Figure 28 : Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX), xanthine oxidase (XO),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and concentrations (in
nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products (AOPP) in the aortic tissue of female
rats exposed to 7 days in RA or CIH for different hormonal status. Box and whisker plots show median

(central line), 25" and 75" percentile (lower and upper box limits) and 10

th

and 90" percentiles (error

bars). Crossed circles represent points above or below the percentiles. *, 1, 1: p<0.05, <0.01, and

<0.001.
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Figure 29 : Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX), xanthine oxidase (XO),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and concentrations (in
nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products (AOPP) in the aortic tissue of female
rats exposed to 35 days in RA or CIH for different hormonal status. Box and whisker plots show
median (central line), 25" and 75" percentile (lower and upper box limits) and 10™ and 90"
percentiles (error bars).
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1.5.5 E; supplementation promotes in vitro NO-induced vasodilation on aortic rings

after short-term exposure to CIH

After 7 days of exposure to CIH, the contractile response to PHE in SHAM rats was reduced
(see the contraction response curves and the maximum contraction from the non-linear fit
test - figure 30). This effect was not present in the OVX rats treated with vehicle and exposed
to CIH. Surprisingly, in OVX rats exposed to CIH, E, supplementation increased the
contractile response to PHE (figure 30). Nonetheless, E; treatment in the group exposed to

RA reduced the contractile response to PHE compared to SHAM-RA.
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Figure 30 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to phenylephrine (PHE; 107 -
10°M) after 7 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E; rats. Lower panel:
maximal contraction obtained with the highest dose of PHE in isolated aortic rings from rats after 7
days of exposure to CIH or RA. All values are expressed in percentage of contraction normalized
with maximal response to 60mM KCI. Data are presented as mean = SD. *, f, 1: p<0.05, <0.01, and
<0.001.
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Exposure to CIH did not alter the vasodilatation response to Ach in the SHAM and OVX rats
treated with vehicle (figure 31). However, the linear-fit test indicated that CIH exposure
induced a lower maximum relaxation in the OVX rats treated with vehicle, and that in
animals exposed to RA, the maximal relaxation in response to Ach was lower in OVX-E;
rats than in SHAM rats (figure 31). In OVX rats exposed to CIH, E, supplementation
increased the vascular relaxation (figure 31). The relaxation curves to SNP were similar for

all groups, showing that the effects observed were mediated by endothelial cells (figure 31).
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Figure 31 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to acetylcholine (Ach; 107 -
10°M) after 7 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E; rats. Lower panels, bar
graph: maximal relaxation obtained with the highest dose of Ach in isolated aortic rings from rats
after 7 days of exposure to CIH or RA. Lower panel, curves: Cumulative concentration-response
curves to sodium nitroprusside (SNP; 107 - 10°M). All aortic rings were pre-contracted with 10° M
of PHE. The relaxation curves and maximal relaxations are expressed as percent changes from initial

pre-contraction. Data are presented as mean + SD. *, #, 7: p<0.05, <0.01, and <0.001.
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After 35 days of exposure to CIH, the contractile responses to PHE (figure 32) or the

relaxation responses to Ach or SNP were similar for all groups (figure 33).
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Figure 32 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to phenylephrine (PHE; 107 -
10°M) after 35 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E, rats. Lower panel:
maximal contraction obtained with the highest dose of PHE in isolated aortic rings from rats after
35 days of exposure to CIH or RA. All values are expressed in percentage of contraction normalized
with maximal response to 60mM KCI. Data are presented as mean = SD.
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Figure 33 : Upper panels: cumulative concentration—response curves to acetylcholine (Ach; 107 -
10°M) after 35 days of exposure to CIH or RA in SHAM, OVX-VEH, OVX-E, rats. Lower panels, bar
graph: maximal relaxation obtained with the highest dose of Ach in isolated aortic rings from rats
after 35 days of exposure to CIH or RA. Lower panel, curves: Cumulative concentration-response
curves to sodium nitroprusside (SNP; 10°- 1 0'3M). All aortic rings were pre-contracted with 1 0°M
of PHE. The relaxation curves and maximal relaxations are expressed as percent changes from initial
pre-contraction. Data are presented as mean + SD.
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1.6 Discussion

Overall, our results are consistent with the hypothesis that E, supplementation prevents the
development of hypertension during short- and long-term exposure to CIH. Oxidative stress
is one of the mechanisms underlying the development of hypertension and endothelial
dysfunction during exposure to CIH (Jelic et al. 2008)(Hung et al. 2013)(Lavie 2015).
However, our results show that CIH exposure did not induce excessive oxidative stress in the
aorta of female rats, as shown by the levels of AOPP, a reliable marker of protein oxidation.
Interestingly, E, supplementation was able to prevent oxidative stress damage induced by
ovariectomy in rats exposed to RA or CIH, but this was achieved by different mechanisms
under these two conditions. In females exposed to RA, E, supplementation reduced the
activity of the pro-oxidant enzymes NOX and XO. However, after CIH exposure for 7 days,
E, supplementation did not reduce NOX or XO activities, but rather increased catalase
activity and reduced GPX activity. E, supplementation still provided efficient protection
against oxidative stress damage as assessed by the reduced level of AOPP. Another
mechanism explaining the effects of CIH exposure on arterial blood pressure is a reduced
NO-dependent vaso-relaxation (Hung et al. 2013)(Chen et al. 2017). Our results also showed
that in female rats, exposure to CIH for one week alters the aortic vascular reactivity, and
that this effect is modulated by the hormonal status. The fact that we used a conductive vessel
such as the aorta, rather than a resistive vessel to assess vascular reactivity, might be kept in
mind when trying to interpret the present findings to understand the development of systemic
hypertension. However, recent studies showed that exposure of male mice to CIH induces
consistent remodeling and proliferation of macrophages in the aorta (Cortese et al.
2017)(Suarez-Giron et al. 2018), in line with the elevated cardiovascular risk in sleep apnea

patients.

A notable finding is that after 35 days of CIH exposure, pro- and antioxidant enzyme
activities, markers of oxidative stress and aortic vascular reactivity were similar in all groups.
This is in contrast with previous results showing that exposure to CIH induces oxidative
stress in males (Hung et al. 2013)(Chen et al. 2017), and thus can be interpreted as a specific
response of female rats to CIH, but this effect would be independent of circulating hormones

levels.
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1.6.1 Weight gain during CIH exposure in SHAM and OVX female rats

Ovariectomized rats treated with vehicle have a significantly higher weight gain than SHAM
or OVX-E, animals in agreement with several studies (Ainslie et al. 2001). CIH leads to
metabolic alterations, including exaggerated lipolysis and decreased body weight (Carreras
et al. 2015), and overall our results show that CIH limits the weight gain to a similar extent
in females with intact ovaries or after ovariectomy. However, it is notable that the reduced
weight gain is initiated faster in ovariectomized females compared to intact females, probably

reflecting higher adiposity in the OVX females.
1.6.2 Supplemental E; reduces arterial blood pressure during exposure to CIH

As expected, exposure to CIH increases arterial blood pressure in OVX-VEH female rats,
but also in females with intact ovaries. In ovariectomized females, E, supplementation
prevented the increase of blood pressure during 7 and 35 days of exposure. The fact that
arterial pressure was increased by CIH in females with intact ovaries contrasts with a
previous study (Hinojosa-Laborde et Mifflin 2005), but agrees with another series of
experiments showing a similar result (Souza et al. 2015). Such discrepancies between these
studies could be due to the experimental conditions. Indeed, the first study was performed
with Sprague-Dawley female rats exposed to CIH for 7 days (8 hours daily), with a moderate
nadir of 10% O, and 10 cycles/hour (Hinojosa-Laborde et Mifflin 2005), while the second
study was performed in Wistar female rats exposed to CIH for 35 days with a more severe
nadir of 6% O, and 6.5 cycles/hour (Souza et al. 2015). Our experiments have been
performed in Sprague-Dawley female rats exposed to CIH for 7 and 35 days with a nadir of
10% O, and 10 cycles/hour, thus more closely reproducing the studies performed by
Hinojosa-Laborde and Mifflin, but our results are in line with those of Souza et al. Therefore,
neither the length of exposure to CIH, the rat strains, nor the CIH profile does not explain the

discrepancies between these studies.
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1.6.3 E, supplementation reduces the pro-oxidant phenotype in the aorta of

ovariectomized female rats after short-term exposure to CIH

The mechanisms underlying the elevated blood pressure in response to CIH exposure involve
elevated sympathetic activity consecutive to an exaggerated sensitivity of the chemoreflex
pathway and oxidative stress in the peripheral chemoreceptors, their central projection sites
in the brainstem area, and in the adrenal glands (Peng et al. 2014). In parallel, a recent study
showed that CIH increases cardiac output presumably through the cardiac branch of the
sympathetic system, which is consistent with our results showing elevated heart rate after 2
weeks of CIH exposure (Lucking, O’Halloran, et Jones 2014). We have shown recently that
E, supplementation in ovariectomized female rats was able to reduce the chemoreflex
activation and oxidative stress in the brain cortex, brainstem and adrenal glands induced by
exposure to CIH for 7 days, therefore describing a potential mechanism explaining the
protective effect of E, (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017). Likewise, the present results
suggest that E, also prevents the activation of the cardiac branch of the sympathetic system
to reduce cardiac output, heart rate and arterial pressure during short-term exposure to CIH.
Another mechanism likely explaining the high blood pressure is an oxidative stress response
in endothelial cells, which can be further exacerbated by increased expression of ET-1 (Li et
al. 2003)(Lavie et Lavie 2009). Oxidative stress in the vasculature has been associated with
inflammation, and a decreased activity of endothelial NO synthase leading to reduced NO
production (Jelic et al. 2008)(Lavie et Lavie 2009). In male rats exposed to CIH, endothelial
oxidative stress and reduced NO-mediated relaxation are clearly apparent in large
conductance blood vessels such as the aorta (Hung et al. 2013)(Chen et al. 2017). Contrasting
with these studies, our results from adult female rats show that ovariectomy, rather than
exposure to CIH, increases the activities of NADPH and xanthine oxidases, and increases the
levels of protein oxidation in the aorta, a clear sign of tissue damage due to oxidative stress.
Indeed, in intact as well as in ovariectomized female rats, exposure to CIH had no effect on
these enzymatic activities. Estradiol supplementation in OVX female rats was able to reduce
the level of protein oxidation, but interestingly this was achieved by different mechanisms
when the animals were exposed to RA or CIH. Consistent with previous studies (Budhiraja
et al. 2003)(Florian, Freiman, et Magder 2004), E, supplementation under room air

conditions reduced the activities of NOX and XO in OVX female rats, while after exposure
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to CIH, E, supplementation increased the activity of catalase (while reducing the activity of
GPX), but did not reduce NOX or XO activity. This is a striking contrast, that might be
related to CIH-induced dysregulation of E, signalling in the vasculature. This pattern of
protection against oxidative stress is different from what we previously reported in the brain
or adrenal glands in ovariectomized female rats exposed to CIH. In the brain, CIH exposure
increased NOX activity and decreased SOD activity, and these effects were reversed by E
supplementation during exposure to CIH (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017). Furthermore,
while in the present study there is an evident effect of ovariectomy on aortic oxidative stress
in female rats exposed to RA, this was not the case for brain oxidative stress in our previous

study (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017).

In line with our results after 7 days of CIH, a previous study reported an important elevation
of catalase mRNA expression induced by E, supplementation that protected against light-
induced retinal degeneration in ovariectomized female rats (Wang et al. 2015). However, and
contrasting with the present findings, it has also been reported that E, could increase the
activity of GPX in bovine aorta (Si et al. 2001). Nevertheless, this increase only happens after
7 days of CIH. It is noteworthy that CIH exposure affects mitochondrial functions (Lavie et
Lavie 2009)(Lavie 2015)(Laouafa, Bairam, et al. 2017) and likely alters the intracellular
redox balance. In this context, it could be hypothesized that E, supplementation in OVX
female rats exposed to CIH may contribute to maintain the intracellular redox balance via the
regulation of GPX activity. Indeed, GPX activity is tightly linked to metabolic function and
cellular redox balance through the NADPH/NAD" pool (Robaczewska et al. 2016), and
overexpression of GPX in vivo or in vitro has been shown to lead to fat accumulation, insulin

resistance (McClung et al. 2004) and altered mitochondrial function (Handy et al. 2009).

1.6.4 E; supplementation reduces circulating ET-1 level in ovariectomized female

rats after short-term exposure to CIH

Several studies indicated that the effects of CIH on arterial blood pressure in male rats are
linked to a disruption of the balance between vasoactive factors (such as ET-1) and the
vasorelaxant effect of NO (Tahawi et al. 2001)(Phillips et al. 2004)(Hung et al. 2013)(Chen
et al. 2017). In patients with OSA, impaired endothelial dysfunction is thought to play an
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important role in the development of the cardiovascular manifestations and elevated arterial
blood pressure (Poredos 2002)(Budhiraja, Parthasarathy, et Quan 2007)(Atkeson et Jelic
2008). Elevated ET-1 levels are a key contributor to high arterial blood pressure (Touyz et
Schiffrin 2003)(Lariviere et Lebel 2003) and ET-1 plasma concentration was found to be
elevated in postmenopausal women with hypertension (Buleishvili et al. 2016). It has been
previously reported that E; modulates ET-1-induced contraction of cerebral arteries (Tsang
et al. 2004), regulates the expression of ET-1 receptors in the heart (Nuedling et al. 2003)
and inhibits endothelin synthesis by an estrogen receptor-independent mechanism in porcine
coronary endothelial cells (Dubey et al. 2001). Therefore, our results suggest that E, prevents
the elevation of arterial blood pressure in female rats exposed to CIH by reducing ET-1

expression and release by endothelial cells, at least during a short-term exposure to CIH.

1.6.5 E; supplementation promotes in vitro NO-induced vasodilation after short-

term exposure to CIH

Vascular function in aortic rings was evaluated by measuring the vasoconstriction induced
by phenylephrine (a selective al adrenergic receptor agonist) and the vasodilation induced
by acetylcholine (endothelium—dependent) or sodium nitroprusside (endothelium—
independent). After 7 days of exposure to CIH, the contraction induced by phenylephrine
was reduced in females with intact ovaries, but not in OVX females. The response observed
in females with intact ovaries is consistent with previous studies in rats exposed to CIH
(Phillips et al. 2006) and with studies showing that increased sympathetic activity induced
by aortic barodenervation reduces the contractile aortic response to PHE (el-Mas et al. 1997),
presumably by reducing the number of al adrenergic receptor at the surface of smooth
muscle cells. On the other hand, sympathetic denervation increases the aortic response to
PHE (Slovut et al. 2004). Since our results show that during exposure to CIH, E,
supplementation also increases the aortic response to PHE, this indirectly supports the
hypothesis that E, contributes to reduce sympathetic activation during exposure to CIH. Our
data also show that the maximum relaxation in response to Ach was slightly reduced by CIH
in ovariectomized females, and was increased by E, treatment in females exposed to CIH,
therefore providing evidence that during short-term exposure to CIH, E, supplementation in

OVX female rats improves NO-mediated vasorelaxation in the aorta.
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1.6.6 Long-term CIH exposure in female rats does not alter oxidative stress in the

aorta, circulating ET-1 level, or the vascular reactivity of aortic rings

After 35 days of exposure to CIH, pro- or antioxidant enzymatic activities, oxidative stress
markers, and in vitro vascular responses to PHE or Ach were similar in all groups. The arterial
blood pressure remained elevated, but interestingly heart rate had returned to normal levels,
as it was after 7 days of exposure to CIH. As mentioned above, these findings are intriguing
and contrasts with several other studies that have consistently reported an alteration of NO-
induced vasorelaxation in rats exposed to CIH for several weeks and up to 35 days (Tahawi
et al. 2001)(Phillips et al. 2004)(Hung et al. 2013)(Chen et al. 2017), or in patients with sleep
apnea (Poredos 2002)(Budhiraja, Parthasarathy, et Quan 2007)(Atkeson et Jelic 2008)(Lavie
et Lavie 2009)(Lavie 2015). Since we used female rats, it is possible that a sex-specific effect
of CIH exposure on the aorta explains these differences, but if this is the case, this effect
should not be related to the presence of ovarian sex-steroids in females. Interestingly, the fact
that heart rate is not reduced after exposure to CIH for 35 days could indicate that
compensatory responses that avoid excessive activation of the sympathetic system have
developed. This assertion is also supported by the fact that the altered aortic response to PHE
is no longer apparent after 35 days of exposure to CIH. It could be an interesting avenue to
establish how these compensatory responses develop in female rats, if they are sex-specific,

and if so, what could explain these sex-specific responses to long-term CIH exposure.

We conclude that E; supplementation reduces arterial hypertension and plasma endothelin-1
levels during exposure to CIH. Our results also show that ovariectomy, but not exposure to
CIH increases oxidative stress in the aorta. E, supplementation prevented this effect, but
remarkably this was achieved by different mechanisms in animals exposed to RA or CIH,
suggesting an alteration of E; signaling in blood vessels during exposure to CIH. Finally, we
have observed only a small reduction of NO-mediated vasodilation in OVX female rats
exposed to CIH, while E, treatment improved the NO-dependent relaxation. Overall, these
results suggest that E, supplementation during exposure to CIH exerts important effects on

the vasculature, and this could underlie some of its protective effects against hypertension

induced by CIH.
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2.1 Résumé en frangais

Objectif : Nous avons testé I'hypothese selon laquelle 'estradiol (E2) réduit le stress oxydatif
au niveau des poumons sur des rates ovariectomisées (OVX) exposées a l'air ambiant (RA)

ou a une hypoxie intermittente chronique (HIC).

Méthodes : Nous avons utilisé des rates intactes ou OVX traitées avec du solvant ou de I'E2
(0,5 mg/kg/j) et exposées en RA ou en HIC (21% a 10% d'O,, 10 cycles/h, 8 h/j) pendant 7
ou 35 jours, et mesuré sur des échantillons de poumons, les activités des enzymes pro-
oxydantes NADPH (NOX) et xanthine oxydase (XO), les enzymes anti-oxydantes
superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx) ainsi que la

concentration des produits protéiques d’oxydation avancés (AOPP).

Résultats : L'exposition en HIC pendant 7 jours a induit une augmentation du marqueur de
stress oxydatif, AOPP, dans les poumons de rates intactes, mais pas chez les rates OVX.
Apres 7 jours d’exposition a une HIC, la supplémentation en E2 diminue l'activité des
enzymes pro-oxydantes et augmente l'activité de la CAT mais diminue les activités de la
SOD et de GPx. La supplémentation en E2 a également diminué la concentration plasmatique
en AOPP aprées 1’exposition a une HIC. Fait remarquable, chez les animaux exposés en RA,
le stress oxydant a augmenté avec la supplémentation en E2. Aprés 35 jours d’exposition a

une HIC, les activités enzymatiques et AOPP étaient similaires dans tous les groupes.

Conclusion : Nous avons démontré que la supplémentation en E2 entraine une diminution du

stress oxydatif induit par une HIC dans les poumons de rates ovariectomisées.
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2.2 Abstract

Aim: We tested the hypothesis that estradiol (E2) reduces pulmonary oxidative stress in
ovariectomized (OVX) female rats exposed to room air (RA) or chronic intermittent hypoxia

(CIH).

Methods: We used intact or OVX female rats treated with vehicle or E2 (0.5 mg/kg/d) and
exposed to RA or CIH (21%-10% 02, 10 cycles/h, 8 h/d) for 7 or 35 days, and measured in
lung, the activities of the pro-oxidant enzymes NADPH (NOX) and xanthine oxidase (XO),
the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx) and the advanced oxidation protein products (AOPP—oxidative stress

marker).

Results: CIH exposure for 7 days induced an increase of the oxidative stress marker AOPP
in the lungs of intact female rats, but not in ovariectomized female rats. After 7 days of CIH,
E2 supplementation decreased the activities of pro-oxidant enzymes and increased the
activity of the CAT but decreased the activities of the SOD and GPx. E2 supplementation
also decreased the concentration of AOPP under CIH conditions. Remarkably, in animals
exposed to RA, oxidative stress has increased with E2 supplementation. After 35 days of

CIH, enzymatic activities and AOPP were similar in all groups.

Conclusion: We have demonstrated that E2 supplementation mediates a decrease of oxidative

stress induced by CIH in lungs of ovariectomized female rats.
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2.3 Introduction

Pulmonary hypertension (PH) is characterized by elevated pulmonary vascular resistance and
progressive right ventricle hypertrophy. PH can be found in multiple clinical conditions and
frequently coexists with sleep-disordered breathing and may sometimes be a direct
consequence of this disease (Sajkov et McEvoy 2009). One of the main sleep-disordered
breathing is obstructive sleep apnea (OSA) which affects 9 to 38 % of the overall population
(apnea — hypopnea index > 5 events/hour) (Senaratna et al. 2017). OSA is characterized by
recurrent episodes of upper airway inspiratory collapse during sleep, causing transient and
repeated hypoxemia and hypercapnia. The major consequence of these recurrent episodes is
chronic intermittent hypoxia (CIH) that leads to multiple comorbidities, including
cardiovascular diseases, and neurocognitive and metabolic dysfunctions (Lavie et Lavie
2008)(Somers et al. 2008).

A recent review has reported that prevalence of PH among patients with OSA could vary
between 17% and 70%, depending of age, sexe, BMI and longer duration of nocturnal
desaturation (Ismail et al. 2015). A study indicated that about 20% of OSA patients (without
lung or heart disease) develop mild PH that can be partially or completely reversed after 6
months of continuous positive airway pressure (CPAP) treatment (Alchanatis et al. 2001).
This suggests OSA constitutes an independent risk factor for the development of PH.

In patients with OSA (Lavie 2003) and rodents exposed to CIH, the production of reactive
oxygen species (ROS) is increased (Yuan et al. 2004) and antioxidant capacities are
decreased (Lavie 2015). Redox signaling has been suggested to be involved in the regulation
of hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) under acute hypoxia (Schumacker
2011)(Sylvester et al. 2012). The ROS derived from NADPH oxidase, a superoxide anion-
generating enzyme, directly contributes to several cardiorespiratory pathophysiological
responses induced by CIH such as arterial and pulmonary hypertension (Nisbet et al.
2009)(Schulz et al. 2014). On the other hand, the xanthine oxidase (XO) — hypoxanthine
system is an important pathways to generate oxidative stress in vivo, and XO can be activated
by hypoxia in cultured pulmonary arterial endothelial cells (Dopp et al. 2011).

By contrast, it appears that the incidence of PH is greater in women than men in the context
of OSA or systemic arterial hypertension (McGoon et al. 2013). The female predisposition

to PH suggests that female sex hormones, primarily estrogens, may play a major role in the
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development of this disease (Mair et al. 2014). However, the roles of estrogens in PH remains
paradoxal since animal experiments suggest that estrogens may have favorable effects in PH.
Proliferative estrogens may lead to PH or worsening preexisting PH via pulmonary vascular
remodeling in human disease whereas animal model are characterized by less proliferative
pulmonary vascular environment. Indeed, the increase of circulating E2 during menstrual
cycle attenuates pulmonary arteries contraction (vasoconstrictor response after stimulation
with KCl and phenylephrine), in female rats (Lahm et al. 2007). Moreover, ovariectomy
exacerbates hypoxic pulmonary hypertension (HPH), whereas E2 supplementation in
ovariectomized animals attenuates the disease. In fact, the ovarian hormone attenuates HPH
by decreasing pulmonary expression of the vasoactive and mitogenic peptide endothelin-1
(Resta, Kanagy, et Walker 2001)(Earley et Resta 2002).

Interestingly, we showed previously that E2 supplementation prevents oxidative stress
damage induced by ovariectomy in the aorta of rats exposed to CIH or room air (Ribon-
Demars et al. 2018). Consequently, the aims of this study were to investigate whether CIH
induces oxidative stress in the lungs of female rats and whether E2 influences this oxidative
stress response. To address this hypothesis, we used different groups of female rats: with
intact ovaries (SHAM), ovariectomized with vehicle (OVX-VEH) and ovariectomized with
E2 supplementation (OVX-E2), and we exposed them to different conditions: CIH or room
air (RA), for 7 or 35 days. We assessed the activities of pro-oxidant enzymes (NADPH
oxidase and xanthine oxidase) and antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase) in the lungs. We also estimated oxidative stress damage by

measuring the level of advanced oxidation of protein products.
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2.4 Material and methods

2.41 Ethical approval

All procedures have been approved by the Animal Protection Committee of the Centre de
Recherche du CHU de Québec in accordance with the Canadian Council on Animal Care in
Science. We used a total of 106 Sprague-Dawley female rats (57-70 days old) purchased

from Charles River Laboratories (Saint-Constant, QC, Canada). All animals had access to

food and water ad-libitum and were maintained under standard laboratory conditions (21°C,

12:12 h dark-light cycle: lights on at 7:00 AM and off at 7:00 PM).
2.4.2 Experimental groups

The samples used in these experiments come from the animals of the first study (chapter I).
In a first series of experiments we exposed female rats (initial body weight 250 to 300 g) to
room air (RA) or CIH for 7 days (short-term). The rats were separated into the following
groups: sham-operated rats (SHAM) exposed to RA (SHAM-RA — n=14) or CIH (SHAM-
CIH — n=10), ovariectomized (OVX) rats treated with vehicle (VEH — dimethyl sulfoxide —
Bioshop and propylene glycol — J.T. Baker) via an osmotic pump and exposed to RA (OVX-
VEH-RA —n=14) or CIH (OVX-VEH-CIH — n=12), and OV X rats treated with 17f estradiol
(E>— Sigma-Aldrich; 0.5mg/kg/jour), via an osmotic pump and exposed either to RA (OVX-
E»-RA —n=10) or CIH (OVX-E,-CIH — n=10).

In a second series of experiments we exposed female rats to RA or CIH for 35 days (long-
term) with the following groups: SHAM-RA (n=8), SHAM-CIH (n=7), OVX-VEH-RA
(n=8), OVX-VEH-CIH (n=7) and OVX-E,-CIH (n=6). In this series, the OVX-E,-RA group
was not included because in the first series of experiments, there was no specific effect of

estradiol on arterial blood pressure in rats exposed to RA.
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2.4.3 Surgical procedure and chronic intermittent hypoxia

The surgical procedure and the chronic intermittent hypoxia protocol are the same as for the
experiments in Chapter I. They are also described in the article published in 2018 (Ribon-
Demars et al. 2018).

2.4.4 Tissues collection and protein extraction

After anesthesia with ketamine/xylazine (0.1ml/100g), a cardiac puncture was realized and
animals were perfused by the trachea with NaCl 0.9% for 30 minutes. Then, the lungs were
removed and stored at —80°C. Protein were extracted from frozen lung as previously

described (Ribon-Demars et al. 2018).

2.4.5 Oxidative stress enzyme activities and makers of oxidative stress

In this series of experiments, we measured the activity of pro-oxidative enzymes; NADPH
oxidase (NOX) and xanthine oxidase (XO) in the lung samples. We also assessed the
activities of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx). Finally, we determined the concentration of oxidative stress
marker, advanced oxidation protein products (AOPP). All these biochemical assays were
performed under the same conditions and according to the same protocols than those made
in Chapter I. See Ribon-Demars et al. for full a description of these assays (Ribon-Demars

etal. 2018).

2.4.6 Statistical analysis

We used the GraphPad Prism software (version 7.0, La Jolla, CA, USA) for all analysis. For
the experimentations with 7 days of exposure, we used two-ways ANOVA with hormonal
status  (SHAM, OVX-VEH, OVX-E,;) and CIH as grouping variables. For the
experimentations with 35 days of exposure, we used a one-way ANOVA. In both cases, if
the ANOVA revealed significant main effects (p<<0.05) or interactions between grouping
variables for the 2-ways ANOVA, we used a post-hoc Fisher Least Significance Difference

test to assess significant differences between groups.
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2.5 Results

2.5.1 E2 supplementation reduces the pro-oxidant phenotype in the lung of

ovariectomized female rats after exposure to CIH.

In the lung, activities of the pro-oxidant enzymes NADPH oxidase (NOX) and xanthine
oxidase (XO) were increased by CIH for SHAM animals but not for OVX animals (NOX
and XO: P-value for hormonal status < 0.05) (figure 34). Ovariectomy increased NOX
activity only in female rats exposed to RA. Interestingly, in RA condition, E2 potentiated
NOX and XO activities in lung of ovariectomized female rats, while in CIH condition, E2
decreased the activities of these two pro-oxidant enzymes (NOX and XO: P-value for

interaction between hormonal status and CIH = 0.001).

In contrast, after exposure to CIH for 35 days, there was no significant effect of CIH exposure
and hormonal status for these pro-oxidant enzymes. There was an increase of NOX and XO
activities for SHAM-RA group after 35 days of exposure compared to 7 days of exposure
(figure 35).
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Figure 34: Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX) and xanthine oxidase
(XO) in the lung of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for different hormonal status. Box
and whisker plots show median (central line), 25" and 75" percentile (lower and upper box limits)
and 10" and 90" percentiles (error bars). *, ** ****P < ().05, <0.01 and <0.001 CIH vs. RA.
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Figure 35: Activities (in nmol/min/mg of protein) of NADPH oxidase (NOX) and xanthine oxidase
(XO) in the lung of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for different hormonal status. Box
and whisker plots show median (central line), 25" and 75" percentile (lower and upper box limits)
and 10™ and 90" percentiles (error bars).
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2.5.2 EZ2 supplementation modulates in different ways the anti-oxidant phenotype

in the lung of ovariectomized female rats after exposure to CIH.

The activity of SOD was increased by CIH for SHAM animals but not for OVX animals
(SOD: P-value interaction between hormonal status and CIH = 0.001) (figure 36). Catalase
and GPx activities were increased by CIH for SHAM and OVX-VEH animals (catalase: P-
values for CIH—P = 0.001, hormonal status—P = 0.01; and GPx: P-value for interaction
between hormonal status and CIH—P = 0.005). The activity of these enzymes was not
affected by the ovariectomy. Interestingly, in RA condition, E2 supplementation increased
the activities of SOD, catalase and GPx. Nonetheless, after exposure to CIH, catalase activity

was increased by E2 supplementation but SOD and GPx activities were decreased.
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Figure 36: Activities (in nmol/min/mg of protein) of catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX)
and superoxide dismutase (SOD) in the lung of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for
different hormonal status. Box and whisker plots show median (central line), 25" and 75" percentile
(lower and upper box limits) and 10™ and 90™ percentiles (error bars). *, ** ***¥¥p < () (5, <0.01
and <0.001 CIH vs. RA.
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After exposure to CIH for 35 days, there was no effect of CIH on the activities of antioxidant

enzymes. Ovariectomy induces a decrease of catalase activity for female rats exposed to CIH,

but SOD and GPx activities were not affected by hormonal status (figure 37).

Catalase
50 —
5 =
£ 4 .
£
£ T
3 T4 [ i
< - - __ -
'S
s 10
Q
<
c L] L]
& N
SOD
=)
E 4
£
g LY
E 9
5 2 - T
=1
- F¥
Q
<
()}

% .

1 SHAM

Activity (nmol/min/mg)

GPx

80

60

40

20

-{-;i

B OVX-VEH
[ OVXE,

-

Figure 37: Activities (in nmol/min/mg of protein) of catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX)
and superoxide dismutase (SOD) in the lung of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for
different hormonal status. Box and whisker plots show median (central line), 25th and 75" percentile
(lower and upper box limits) and 10™ and 90" percentiles (error bars).
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2.5.3 E2 supplementation decreases the oxidative stress marker AOPP in the lung

of ovariectomized female rats after exposure to CIH.

AOPP was higher in SHAM animals exposed to CIH compared to SHAM animals exposed
to RA (figure 38). In addition, ovariectomy and E2 supplementation increased the
concentration of AOPP in the lung of animals exposed to RA condition. Nonetheless, after
exposure to CIH, AOPP concentration was decreased by E2 supplementation (P-values for

hormonal status—P = 0.05 and for interaction between hormonal status and CIH—P =

0.001).
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Figure 38: Concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products (AOPP)
in the lung of female rats exposed to 7 days in RA or CIH for different hormonal status. Box and
whisker plots show median (central line), 25th and 75" percentile (lower and upper box limits) and
10" and 90™ percentiles (error bars). **, ***P <(.01 and <0.005 CIH vs. RA.
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After 35 days of exposure, AOPP concentration was similar for all groups (figure 39).
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Figure 39: Concentrations (in nmol/mg of protein) of advanced oxidation protein products (AOPP)
in the lung of female rats exposed to 35 days in RA or CIH for different hormonal status. Box and
whisker plots show median (central line), 25th and 75" percentile (lower and upper box limits) and
10™ and 90" percentiles (error bars).
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2.6 Discussion

Afin de compléter nos résultats, des expérimentations complémentaires sur les
échantillons de poumons de nos animaux sont en cours (Western Blot pour I’expression
des enzymes pro et anti-oxydantes). Par conséquent, au moment du dépot de la these, la
partie discussion est en développement et est rédigée en francais. Cette discussion sera

travaillée en anglais pour soumettre ’article a un journal scientifique.

L'association entre 1'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et le syndrome d’apnée
hypopnée obstructif du sommeil (SAHOS) a été longtemps controversée. La plupart des
auteurs affirmaient que les apnées nocturnes ne pouvaient pas induire d’HTAP permanente
et que cette HTAP était fortement liée a la présence d'un schéma ventilatoire obstructif, a une
hypoxémie et a une hypercapnie, généralement associés a une maladie obstructive des voies
respiratoires (Chaouat et al. 1996). Cependant, des études récentes ont rapporté des résultats
différents suggérant un lien direct entre les apnées nocturnes et ’HTAP diurne (Ismail et al.
2015)(Wong, Williams, et Mok 2017)(Yu et al. 2018). L'une des causes du développement
de ’HTAP serait I'HIC, qui a un effet important sur les poumons et sur les mécanismes
régulant le tonus des artéres pulmonaires. En outre, 'HIC peut augmenter le stress oxydatif
en déséquilibrant la balance redox, ce qui pourrait avoir une incidence sur la morphologie et
la fonctionnalité des poumons (Rahman et al. 2005). Ainsi, les ROS produites peuvent
directement endommager les cellules épithéliales des voies respiratoires et les tissus
pulmonaires, aggraver l'inflammation des poumons et initier une série de modifications
pathologiques induisant les maladies pulmonaires (Chen 2011). Une étude rapporte que les
ROS dérivées de la NADPH oxydase contribuent au développement du remodelage
vasculaire pulmonaire et de I'HTAP provoquée par I’HIC (Nisbet et al. 2009). De plus, une
autre équipe a démontré une augmentation des dommages oxydatifs et une diminution des
activités enzymatiques anti-oxydantes au niveau des poumons de souris exposées a 1'HIC
(10% d'O»; 8h/jour pendant 5 semaines) (da Rosa et al. 2012). Dans notre étude, les résultats
indiquent que I'exposition en HIC (10% d'O, ; 8h/jour pendant 7 jours) induit une
augmentation de la concentration du marqueur de stress oxydatif AOPP, s’expliquant par un
phénotype pro-oxydant plus important que le phénotype antioxydant, dans les poumons des

rates intactes, mais pas dans ceux des femelles ovariectomisées. Cela peut s’expliquer par un
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stress oxydatif de base (en condition de normoxie) déja plus élevé chez les animaux ayant
¢té ovariectomisés comparativement aux animaux intacts. Ces résultats sont différents de
notre premicre étude sur ’aorte de rates, qui rapporte que I'exposition a I'HIC (10% d'Oy;
8h/jour pendant 1 ou 5 semaines) n'induit pas de stress oxydatif excessif (Ribon-Demars et
al. 2018), suggérant ainsi des réponses spécifiques au tissu étudi¢. Une autre équipe a
¢galement démontré que I'HIC (5% d'O»; 12h/jour pendant 1 a 4 semaines) n'a pas d'incidence
sur l'expression de la NADPH oxydase au niveau du cceur et de 1’aorte de la souris (Jun et al.
2008). Par conséquent, ces différentes études suggerent que le stress oxydatif induit par ’'HIC
serait organe spécifique. Une découverte notable dans cette étude est qu’apres 35 jours
d’exposition en HIC, les activités des enzymes pro et anti-oxydantes ainsi que le marqueur
du stress oxydatif dans les poumons étaient similaires pour tous les groupes. Ceci est
conforme a nos résultats précédents montrant que 35 jours d’exposition en HIC n’induit pas

de stress oxydatif dans 1’aorte des rates (Ribon-Demars et al. 2018).

Parallelement, le niveau de stress oxydatif peut dépendre du sexe et des hormones sexuelles.
Une étude a évalué les différences liées au sexe sur diverses enzymes anti-oxydantes chez la
souris (Chen 2011). Les résultats démontrent qu’au niveau des poumons, les activités de la
GPx et de la catalase ne sont pas influencées par le sexe, mais 1’activité¢ de la SOD est
beaucoup plus importante chez les souris femelles que chez les males. Une seconde étude,
plus récente, renforce ces résultats en montrant que chez des rates ovariectomisées,
l'exposition en HIC (10% d'O;, ; pendant 8 semaines) diminue l'activité de la SOD
mitochondriale, mais que la supplémentation en E2 inverse cet effet (Wang et al. 2017). Dans
notre étude, I’activité de la SOD au niveau des poumons n’est pas affectée par I’ovariectomie
et est diminuée par la supplémentation en E2, en condition d’HIC. Ces différences de
résultats peuvent étre expliquées par des différences dans la méthodologie, telles que I’espece
(rat et souris), la durée (1 et 5 semaines pour notre étude et 8 semaines pour I'étude de Wang),
le mode d'exposition (hypoxie chronique soutenue ou HIC), mais aussi la dose d’E2 injectée
(20pg/kg/jour en injection sous-cutanée pendant 8 semaines pour I’étude de Wang et
0.5mg/kg/jour par pompe osmotique durant 3 ou 8 semaines pour la notre). Malgré cela, nos
résultats démontrent que la supplémentation en E2 permet de prévenir 1’augmentation du

stress oxydatif induit par I’HIC au niveau des poumons des rates ovariectomisées. En effet,
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le marqueur du stress oxydatif, AOPP, est diminué et ceci pourrait s’expliquer par
I’augmentation de 1’activit¢ de la catalase et la diminution des activités pro-oxydantes,
comparativement aux animaux exposés en normoxie. Nous avons montré récemment que la
supplémentation en E2 était capable de réduire le stress oxydatif au niveau de l'aorte (Ribon-
Demars et al. 2018), décrivant ainsi un mécanisme protecteur de 1'E2 sur le systéme
cardiovasculaire lors d'une exposition en HIC pendant 7 jours. Les résultats de cette étude
démontrent que la supplémentation en E2 prévient également le stress oxydatif induit par

I’HIC dans les poumons des rates.
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Discussion, conclusions et perspectives
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Principales observations et constatations

L’objectif de ce travail de these était de comprendre les mécanismes pouvant expliquer la
mise en place de ’HTA chez la femme ménopausée avec un syndrome d’apnée du sommeil.
Nous avons émis 1’hypothése que la supplémentation en E2 permet de prévenir le
développement de ’'HTA, induit par I’HIC, en agissant sur les mécanismes tels que la
fonction endothéliale, la réactivité vasculaire et le stress oxydatif. Pour répondre a nos
objectifs, nous avons utilisé des rates ovariectomisées et exposées a un protocole d’HIC de 7

et 35 jours.

Dans le chapitre I, nos résultats ont montré que la supplémentation en E2 prévient le
développement de ’HTA lors d’une exposition a court (7 jours) et long (35 jours) terme en
HIC. Le stress oxydatif est I'un des mécanismes a la base du développement de I’HTA et du
dysfonctionnement endothélial lors d’une exposition a I’HIC. Cependant, nos résultats ne
montrent pas de stress oxydatif excessif dans 1’aorte des rates apres 7 et 35 jours d’HIC. 11
est intéressant de noter que la supplémentation en E2 est capable de prévenir les dommages
du stress oxydatif induits par I'ovariectomie selon différents mécanismes en fonction de la
condition d’exposition (RA ou CIH). Un autre mécanisme expliquant les effets de I’'HIC sur
la PA est la relaxation NO-dépendante. Nos résultats ont montré que chez le rate, I'exposition
en HIC pendant 7 jours modifiait la réactivité vasculaire aortique et que cet effet est modulé

par le statut hormonal.

Dans le chapitre II, nos résultats rapportent que la supplémentation en E2 permet de réduire
le stress oxydatif au niveau des poumons des rates ovariectomisées exposées a 7 jours d’HIC.
Le résultat inattendu est que la supplémentation en E2 n’induit pas le méme effet sur les
enzymes pro et anti-oxydantes au niveau des poumons des rates selon la condition
d’exposition (RA ou CIH). En effet, aprés 1’exposition en normoxie, le traitement a I’E2
entraine une augmentation du stress oxydatif avec une suractivité des enzymes pro-oxydantes
et une concentration élevée du marqueur du stress oxydatif AOPP. En revanche, en condition
hypoxique, le traitement a I’E2 diminue ’activité¢ des enzymes pro-oxydantes, augmente

I’activité de la catalase et réduit la concentration d’ AOPP.
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Les limites de nos études

Dans ce travail de these, certains parametres n’ont pas ¢€té étudiés durant les
expérimentations; il est important de les prendre en compte lors de I’interprétation des
résultats. Premiérement, le contexte de nos recherches étant la ménopause, nous avons
uniquement utilisé un modele animal de rates pour répondre a notre hypothése générale. Les
résultats que nous avons obtenus sont souvent en contradiction avec certaines études
publiées, car ces derniéres sont principalement réalisées sur le rat male (Hung et al.
2013)(Chen et al. 2017). 11 est donc difficile de faire des comparaisons entre ces études et la

notre.

Deuxiémement, nous avons travaillé avec des rates dites intactes (sans ablation des ovaires,
pour servir de controle par rapport a nos animaux ovariectomisés), il aurait donc été
intéressant de regarder le cycle ovarien de ces femelles avant chaque expérimentation. Ainsi,
nous aurions pu séparer les femelles intactes en fonction de leur cycle ovarien et du taux
d’hormones ovariennes. Il est probable qu’en prenant ce paramétre en considération, la
variabilité des résultats pour ce groupe aurait pu diminuer. Des études ont démontré que le
cycle ovarien peut influencer les paramétres cardiovasculaires, montrant que la PA moyenne
varie durant la phase cestrus (de 97 a 100 mmHg) et diminue durant la phase pro-cestrus

(environ 94 mmHg) (Hinojosa-Laborde et Mifflin 2005).

Enfin, concernant la réactivité vasculaire sur notre modéle animal, nous avons étudié 1’aorte,
un vaisseau de conductance, alors que beaucoup d’études se sont focalisées sur les
conséquences de ’HIC au niveau des vaisseaux de résistance comme les artéres iliaque et
fémorale. C’est un facteur a prendre en compte lors de I’interprétation des résultats car les
parametres morphologiques ne sont pas les mémes pour ces différents types de vaisseaux.
Des études ont démontré que ’HTA n’induit pas les mémes changements structuraux sur les
vaisseaux de conductance et ceux de résistance. Pour les artérioles de résistance, ’'HTA
chronique entraine une vasoconstriction exagérée suite a la réduction du diamétre de la
lumiére et a une hypertrophie de la paroi vasculaire (Levy, Kubis, et Safar 2006). En ce qui
concerne les artéres de conductance des sujets hypertendus, elles sont plus raides et plus
épaisses que celles des sujets témoins avec une PA normale. Ces parois plus rigides sont

responsables de I’augmentation de la PA systolique (Levy, Kubis, et Safar 2006). Des études
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récentes ont démontré que I'exposition a une HIC, chez des souris males, induit un
remodelage et une prolifération des macrophages dans l'aorte (Cortese et al. 2017)(Suarez-
Giron et al. 2018), qui correspondent avec I’augmentation des risques cardiovasculaires
rencontrés chez les patients souffrant d'apnée du sommeil. De plus, des études ont mis en
¢vidence que I’¢lévation de la PA induite par I’'HIC peut s’expliquer par un
dysfonctionnement des cellules endothéliales artérielles, avec une augmentation des taux
circulants d'ET-1, de l'expression aortique des récepteurs de 1'ET-A et des réponses
contractiles a I'ET-1 (Kanagy, Walker, et Nelin 2001). Enfin, certaines études ont rapporté
que I’exposition a I’HIC réduit la réponse dilatatrice a 1'acétylcholine dans l'aorte (Hung et

al. 2013)(Chen et al. 2017).

Effet de I'estradiol sur la dysfonction endothéliale et le stress

oxydatif induit par I’'HIC

Les mécanismes impliqués dans I’¢lévation de la PA, en réponse a une exposition a une HIC,
incluent la suractivit¢ du systéme sympathique consécutive a une sensibilité accrue du
chémoréflexe (Peng et al. 2014). Parallelement, I’exposition a une HIC augmente le débit
cardiaque par le biais de la branche cardiaque du systeme sympathique (Lucking, O’Halloran,
et Jones 2014). Ceci a été mis en avant dans les résultats de notre premicre étude qui
démontrent une augmentation de la fréquence cardiaque chez les rates aprés une semaine
d'exposition en HIC (Ribon-Demars et al. 2018). Des études ont démontré que la
supplémentation en E2 permet de réduire 1’activation du chémoréflexe, induit par ’'HIC, au
niveau du cortex cérébral et des glandes surrénales (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017).
Notre étude n’a pas directement évalué 1’activité du systéme sympathique, mais a démontré
que I’E2 permet de diminuer le rythme cardiaque et la PA, qui sont augmentés par I’HIC.

Le second mécanisme pouvant expliquer I’augmentation de la PA est la dysfonction
endothéliale, caractérisée par différentes modifications. Tout d’abord, plusieurs études ont
démontré que I’HIC entraine une perturbation de 1'équilibre entre les facteurs vasoactifs, tels

que I'ET-1 (Li et al. 2003) et l'effet vasorelaxant du NO (Phillips et al. 2004). Des
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concentrations plasmatiques d’ET-1 élevées ont été rapportées dans une étude réalisée sur
des femmes ménopausées souffrant d'HTA (Buleishvili et al. 2016). Ceci suggere que les
taux ¢élevés d’ET-1 sont un facteur déterminant dans I’¢lévation de la PA (Touyz et Schiffrin
2003). Les résultats de notre étude vont également dans ce sens avec une augmentation de la
concentration plasmatique de I’ET-1 chez les rates ovariectomisées et exposées a 7 jours
d’HIC. Cependant, la supplémentation en E2 permet de prévenir cette ¢lévation d’ET-1, ce
qui est cohérent avec d’autres études qui ont démontré que le traitement a I’E2 module la
vasoconstriction induite par I’ET-1 dans les artéres cérébrales (Tsang et al. 2004), régule
I’expression des récepteurs de ’ET-1 dans le coeur (Nuedling et al. 2003) et inhibe la
synthése de ce facteur vasoactif dans les cellules endothéliales (Dubey et al. 2001) (figure
40). La dysfonction endothéliale est également caractérisée par une réduction des capacités
de contraction des vaisseaux. Des études ont mis en évidence qu’aprés une exposition en
HIC, la réponse contractile induite par la phénylephrine (PHE) est réduite (Phillips et al.
2006). Cette diminution peut s’expliquer par une réduction du nombre de récepteurs al
adrénergiques au niveau de la surface des cellules musculaires lisses des vaisseaux. Les
résultats de notre premiere étude montrent que, lors d’une exposition a une HIC, la réponse
a la PHE est réduite chez les rates intactes et que la supplémentation en E2 chez les femelles
ovariectomisées entraine une amélioration de cette réponse au niveau de 1’aorte (Ribon-
Demars et al. 2018). Parallélement, une étude a mis en avant que la dénervation sympathique
augmente également la réponse aortique a la PHE (Slovut et al. 2004) ; nous pouvons donc
émettre I'hypothese que le traitement a E2 contribue a réduire 1'activation sympathique lors
de l'exposition en HIC. Enfin, la dysfonction endothéliale peut étre induite par un stress
oxydatif excessif au niveau des cellules endothéliales qui va réduire I’activité de la NO
synthase endothéliale (eNOs) entrainant une réduction de la production du NO (Jelic et al.
2008). Des études réalisées sur le rat male expos¢ a une HIC rapportent une diminution de
I’expression d’eNOS et de la formation du NO, ainsi qu’une réduction de la relaxation NO-
dépendante sur des vaisseaux de conductance, tels que 1’aorte (Hung et al. 2013)(Chen et al.
2017). Dans notre modéle animal, nous n’avons pas évalué I’expression d’eNOs ni la
concentration du NO, mais la relaxation maximale en réponse a I’acétylcholine (relaxation

NO-dépendante) a €té enregistrée sur 1’aorte et se révele légeérement réduite par I’HIC chez
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les rates ovariectomisées. De plus, le traitement a 1'E2 améliore la vasorelaxation médiée par

le NO dans l'aorte (figure 40).

Le stress oxydatif induit par HIC détériore la fonction endothéliale et est également
directement li¢ a ’augmentation de la PA (Lavie 2015). Une étude réalisée sur des rats males
exposées a 14 jours d’HIC rapporte une augmentation de 1’expression de la NADPH oxydase
et du niveau de malondialdéhyde au niveau de I’aorte (Hung et al. 2013). Cependant, dans
notre modele animal, ’HIC n’a pas induit un stress oxydatif excessif au niveau de 1’aorte,
mais la privation d’estrogénes (ovariectomie) a entrainé une augmentation des activités des
enzymes pro-oxydantes (NOX et XO). La supplémentation en E2 a réduit le niveau d'AOPP
(marqueur du stress oxydatif), mais il est intéressant de noter que cela a été obtenu par
différents mécanismes lorsque les animaux ont été exposés a une normoxie ou une HIC. En
condition de normoxie, la supplémentation en E2 a réduit l'activité¢ de la NOX et de la XO,
ce qui est cohérent avec des études précédentes qui ont démontré que les estrogenes modulent
Iactivité de la XO via un mécanisme récepteur-indépendant (Budhiraja et al. 2003),
diminuent I’activation de la sous-unité p47phox et la production d’anions superoxydes par la
NOX (Florian, Freiman, et Magder 2004). Apres une exposition a une HIC, la
supplémentation en E2 augmente l'activité de la catalase (tout en réduisant l'activité de la
GPx), mais ne réduit pas l'activité de la NOX et de la XO. Nous pouvons émettre I’hypothese
que la signalisation de I’E2, dans le systéme vasculaire, est dérégulée par I’HIC. Ce schéma
de protection contre le stress oxydatif differe de celui obtenu dans le cerveau, les glandes
surrénales (Laouafa, Ribon-Demars, et al. 2017) ou encore dans les poumons (cf chapitre

IT) des rates exposées a 7 jours d’HIC.
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Figure 40 : Représentation schématique des effets de la supplémentation en estradiol sur la
dysfonction endothéliale et le stress oxydatif, dans le cas de ’apnée du sommeil ou d’une exposition
en hypoxie intermittente chronique. En vert, les effets de [’estradiol observés dans notre modele
animal. ROS : espéces réactives oxygeénées, ET-1 : endothéline-1; ET-A : récepteur de l’endothéline-
1; ACh : acétylcholine; eNOS : enzyme de synthése de 1’oxyde nitrique endothéliale. Elaborée pour
cette these.
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L’estradiol agit difféeremment sur la catalase et la GPx en condition
d’HIC

Le role des enzymes anti-oxydantes est de prendre en charge les ROS produites par les
mitochondries et les enzymes pro-oxydantes, afin de les transformer en molécules non
réactives (figure 41). De nombreuses ¢tudes réalisées sur des cellules en culture ou sur des
animaux ont montré que la surexpression de SOD, de GPx et de la catalase permet de limiter

les effets déléteres du stress oxydatif (Combhair et Erzurum 2005).
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Figure 41 : Le stress oxydatif et les capacités anti-oxydantes au niveau de la mitochondrie, en
condition physiologique. En vert, les enzymes anti-oxydantes: SOD : superoxyde dismutase, SOD-
Mn : superoxyde dismutase mitochondriale, GPx : glutathion peroxydase, catalase. En rouge, les
especes réeactives oxygenées: Oy : anion superoxyde et H,O; : peroxyde d’hydrogene. Les cofacteurs :
NADPH : p-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NAD : nicotinamide adénine dinucléotide.
Elaborés pour cette these.

La catalase et le GPx effectuent la méme réaction en catalysant le peroxyde d'hydrogeéne
(H20,) en eau et en oxygene. L activité de ces enzymes est sensible a certains facteurs comme
I’HIC (da Rosa et al. 2012). Les résultats de notre seconde étude, présentée dans le chapitre
I1, montrent qu’apres une exposition de 7 jours en HIC les activités de la catalase et de GPx
augmentent chez les rates intactes et ovariectomisées. Dans 1’étude de Chen et al., les

activités de la catalase et de GPx sont similaires dans les poumons des souris femelles et
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males, suggérant que ces enzymes et par conséquent la dégradation du peroxyde d'hydrogene
ne sont pas affectées par le sexe et les hormones sexuelles (Chen 2011). Nos résultats vont
dans le méme sens puisque nous n’observons pas d’effet de I'ovariectomie sur les activités
de ces deux enzymes. Ce qui est plus surprenant, c’est I’effet de la supplémentation en E2
sur ces enzymes au niveau des poumons. En condition de normoxie la supplémentation en
E2 entraine une augmentation de I’activité de ces deux enzymes, tandis qu’en condition
hypoxique I’E2 induit une augmentation de I'activité de la catalase, mais une diminution de
I’activité de la GPx (figure 42). Cet effet de I’E2 sur I’activité de la catalase et celle de GPx,
apres une exposition en HIC de 7 jours, avait également été mis en avant dans la précédente
¢tude réalisée sur les aortes de rates (Ribon-Demars et al. 2018). La différence observée entre
les activités de ces deux enzymes en présence d’E2 pourrait s’expliquer par le fait que la
catalase n’a pas besoin de cofacteurs pour prendre en charge le peroxyde d’hydrogéne, alors
que le GPx nécessite des substrats tels que la glutathione réduite (GSH) et le B-nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Ding et al. 1998). Il est possible que I’HIC et
I’estradiol aient des effets qui modifient la disponibilité de ces cofacteurs, entrainant une

différence dans ’activité de ces enzymes.

Concernant la catalase, elle ne nécessite pas d'équivalent réducteur supplémentaire et aucune
énergie n'est requise par la cellule pour I’activité de cette enzyme. Dans notre étude, en
condition hypoxique, l'activité de la catalase est similaire chez les rates intactes et
ovariectomisées recevant le solvant, cependant, elle est augmentée par le traitement avec I’E2
(figure 42). Nous pouvons émettre 1'hypothése que notre supplémentation en E2 est plus
importante que la dose physiologique d’estrogenes. Cette dose excessive d’E2 exogene
(0,5mg/kg/jour) peut induire une augmentation de 'activité de la catalase. Une étude réalisée
sur des érythrocytes de femmes non ménopausées (22 a 55 ans ; 4ge moyen 36 ans) met en
avant que le taux de catalase et le niveau d’estrogenes selon le cycle menstruel sont corrélés
positivement (Chang et al. 2015). Cette étude suggere que I’activité de la catalase est sensible

aux variations d’estrogeénes et appuie notre hypothése.
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Figure 42 : Effet de la supplémentation en estradiol sur les enzymes anti-oxydantes, en condition
d’hypoxie intermittente. En vert, les effets de [’estradiol que nous avons observé dans notre modele
animal. Les espeéces réactives oxygeénées . Oy : anion superoxyde et H;O, : peroxyde d’hydrogene.
Les enzymes anti-oxydantes : SOD : superoxyde dismutase, SOD-Mn : superoxyde dismutase
mitochondriale, GPx : glutathion peroxydase, catalase. Les cofacteurs : NADPH : f-nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate, NAD : nicotinamide adénine dinucléotide. Elaborés pour cette
these.

Parallelement, le GPx participe a la réaction d'oxydo-réduction entre la glutathion réduite
(GSH) et la glutathion oxydée (GSSG), et son activité est étroitement li€ée au pool
NADPH/NAD" (Robaczewska et al. 2016) et au ratio GSH/GSSG (Siqueira et al. 2011). Il
est important de prendre en considération que l'exposition en HIC affecte les fonctions
mitochondriales (Lavie 2015)(Laouafa, Bairam, et al. 2017) et semble modifier I'équilibre
redox intracellulaire. Dans ce contexte, on peut émettre 1'hypotheése que la supplémentation
en E2, chez les rates ovariectomisées et exposées a une HIC, contribue a maintenir la balance
redox intracellulaire via la régulation de l'activit¢ de la GPx. Une étude indique que
I’exposition a une hypoxie (caisson de simulation de haute altitude 6100m) réduit les taux de
GPx, de GSH et le ratio GSH/GSSG dans le cerveau du rat (Maiti et al. 2006). De plus, une
¢tude rapporte que le retrait des cestrogenes altere considérablement I'équilibre redox
(Siqueira et al. 2011). En effet, aprés [’ovariectomie des rates, les auteurs ont constaté une

réduction des taux de GSH et du ratio GSH/GSSG (Siqueira et al. 2011). Parallélement, une
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¢tude démontre I’implication de I’E2 dans la régulation de GSSG et du ratio GSH/GSSG au
niveau du foie, du ceeur, des reins et de la rate de rates ovariectomisées (Baeza et al. 2010).
Les auteurs mettent en évidence que I’E2 diminue le taux de GSSG dans ces différents

organes, ce qui entraine une augmentation du ratio GSH/GSSG.

Implications des HIF dans le stress oxydatif induit par ’'HIC

Au cours de ce travail, nous avons exploré les effets protecteurs de I’E2 sur les conséquences
d’une exposition en HIC durant 7 et 35 jours, telles que I’HTA, le dysfonctionnement
endothélial et le stress oxydatif. Par ailleurs, un des mécanismes moléculaires pouvant
expliquer I’augmentation du stress oxydatif n’a pas été étudié et il nous semble pertinent de
I’aborder brieévement dans cette discussion. Il s’agit des facteurs induits par I’hypoxie
(Hypoxia Inducible Factor ; HIF), qui sont des facteurs de transcriptions dont 1’activité est

régulée par la pression d’oxygéne cellulaire.

L'analyse des mécanismes moléculaires a révélé que I’HIC active HIF-1a et inhibe la
transcription médiée par HIF-2o.. La dérégulation de la transcription médi¢e par HIF-1a et
HIF-2a entraine un déséquilibre de l'expression génique des enzymes pro-oxydantes et anti-
oxydantes, ce qui engendre une augmentation de la production de ROS au niveau des corps
carotidiens (Nanduri et al. 2015). Par ailleurs, les ROS dérivées des mitochondries sont a la
fois nécessaires et suffisantes pour amorcer la stabilisation de HIF-1a pendant 1'hypoxie
(Chandel et al. 2000). Compte tenu de nos résultats de marqueur du stress oxydatif et des
enzymes pro et anti-oxydantes, nous pouvons faire I’hypothése que HIF-1a a un role dans la
régulation de la balance redox et dans les conséquences vasculaires de I’HIC. Tout d’abord,
en ce qui concerne HIF-1a, des études ont rapporté que ’HIC active ce facteur, et que ce
dernier stimule la transcription et 1’activité de la NADPH oxydase (NOX2) au niveau du
systéme nerveux central et périphériques (Prabhakar et al. 2015). La surexpression de la

NOX2 engendre une augmentation du stress oxydatif (figure 43). De plus, une étude a
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démontré que des souris déficientes en HIF-1a et exposées a une HIC (5% O, 8h/jour,
pendant 10 jours) ne présentent pas d’¢lévation de la PA, d’augmentation du stress oxydatif
et des catécholamines ou encore une réponse ventilatoire a 1’hypoxie exagérée,
comparativement aux souris wild-type (WT) (Peng et al. 2006). Enfin, HIF-1a est I'un des
médiateurs essentiels dans la réponse a une diminution de la disponibilité en oxygeéne au
niveau des poumons et est impliqué dans la pathogenése de I'HTAP. Le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF), un géne cible de HIF-1a, joue également un role important
dans la pathogenese de 'HTAP induite par I’hypoxie et du remodelage de l'artére pulmonaire
(Li et Dai 2004). Parall¢lement, des études ont mis en avant que I’HIC réprime 1’expression
de la protéine HIF-2a dans le corps carotidien, ce qui entraine la diminution des ARNm de
plusieurs enzymes anti-oxydantes telles que la SOD cytosolique (Nanduri et al. 2009). Nos
résultats ne permettent pas de mettre en évidence une diminution de 1’activité de la SOD au
niveau de I’aorte et du poumon, ce qui suggere des mécanismes de régulation spécifiques au
tissu étudié. De plus, les ROS générées par la XO interviennent dans la dégradation de HIF-
2o induite par I’HIC via I’activation de la voie des calpaines (Nanduri et al. 2013b) (figure
43). Enfin, une étude a validé le role de HIF-2a dans le développement de I’HTA induit par
I’HIC et dans les mécanismes associés en utilisant des souris déficientes en HIF-2a et
exposées a I’HIC (Peng et al. 2011). Ils ont observé une élévation du stress oxydatif, du
nombre d’apnées et de la PA chez les souris déficientes en HIF-20,, comparativement aux

souris WT.

140



HYPOXIE

4
ROS mitochondriaux Expression HIF-1a + — +
e = ‘ Expression HIF-20. | s X0
+ —_—
Accumulation + 'I:rﬂnscrlptlon
HIF-1a NOX2 génes enzymes
anti-oxydantes

ROS

Hypertension

Figure 43: Mécanismes moléculaires pouvant expliquer le développement de [’hypertension
artérielle en condition d’hypoxie intermittente : interactions entre les facteurs induits par ['hypoxie

(HIF-1o et HIF-2 @) et la production d’espéces réactives oxygénées (ROS) par les mitochondries, la
NADPH oxyde 2 (NOX2) et la xanthine oxydase (XO). Elaborés pour cette these.

La surexpression de HIF-1a et la dépression de HIF-2a seraient des mécanismes pouvant
expliquer 1’augmentation du stress oxydatif chez les animaux exposés a I’HIC, et par
conséquent a I’augmentation de la PA observée. Il serait pertinent de les étudier dans notre
modéle animal d’HIC et d’explorer le role de I’E2. Etant donné que nous avons démontré
que I’E2 diminue le stress oxydatif dans 1’aorte et les poumons en diminuant 1’activité de la
NOX2, nous pouvons émettre I’hypothese que cette diminution peut également jouer un role
sur I’activité de HIF-1a.. De plus, des études ont mis en évidence que I’E2, en se fixant sur
son ERP, est capable de supprimer les transcriptions médiées par HIF-1la (Mukundan,
Kanagy, et Resta 2004)(Lim et al. 2011). Par exemple, I’induction hypoxique du VEGF par
HIF-1a est bloquée par I’expression de ERB (Lim et al. 2011). Bien que le role de I’E2 dans
la régulation de HIF-1a soit évident, son role concernant HIF-2a. reste largement inexploré.
Dans une étude, les chercheurs ont cependant observé une régulation a la baisse des ARNm
et des protéines HIF-2a par les ERa au niveau de cellules cancéreuses du sein hormono-

dépendant (Fuady et al. 2016).
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Roéles des ER dans la protection vasculaire de I'estradiol

Plusieurs études ont mis en évidence que les estrogenes exercent des effets bénéfiques sur la
paroi vasculaire (Hernandez et al. 2000)(Miller et Duckles 2008)(Ribon-Demars et al. 2018).
Ils permettent, en outre, la régulation a la hausse des genes des cellules endothéliales (enzyme
eNOs) (Chambliss et Shaul 2002), 1'activation de la synthése du NO (Gonzales, Walker, et
Kanagy 2001) et la modulation des réponses vasomotrices (Collins et al. 1995)(Castillo et al.
2006). Bien que ces différents mécanismes aient été signalés, les effets des estrogeénes au
niveau vasculaire semblent étre médiés par les ER spécifiques situés sur la membrane
plasmique et intracellulaire. Les deux sous-types de ER qui nous intéressent sont ERa et ER3
qui se trouvent tous les deux dans le muscle lisse vasculaire et dans les cellules endothéliales
humaines (Widder et al. 2003)(Bolego et al. 2005). Les agonistes synthétiques sélectifs aux
ER utilisés pour déterminer le role de chacun de ces récepteurs dans les effets de I’E2 sur la
fonction vasculaire sont le propyl-pyrazole trisphenol (PPT), agoniste de ERa, et le diaryl-
propionitrile (DPN), agoniste de ERP (Bolego et al. 2006). Des modeles animaux
n’exprimant pas un de ces récepteurs sont également utilisés. Les études ont démontré que
ces deux ER ont des effets bénéfiques sur les vaisseaux, qui peuvent prévenir le
développement des maladies cardiovasculaires (Chen et al. 1999)(Chen et al. 2009). Ainsi,
des ¢tudes ont mis en avant que le récepteur ERa induit des effets positifs en stimulant la
production du NO (Darblade et al. 2002), en stimulant la prolifération cellulaire du muscle
lisse vasculaire (Pare et al. 2002) et en prévenant la dysfonction endothéliale (Favre et al.
2010). En ce qui concerne le récepteur ER, une étude rapporte que les estrogeénes atténuent
la vasoconstriction via ce récepteur ER3 en augmentant 1’expression de iNOs (Zhu et al.
2002). Parallelement, les effets de ces deux ER peuvent parfois étre contraires, en fonction
du tissu ou de I’organe étudié, de la dose d’estrogenes et de la durée du traitement (Matthews
and Gustafsson 2003). Certains auteurs suggerent que le ratio d’expression ERa/ERp est un
facteur déterminant car ERP peut s’opposer aux effets de ERa (Cruz et al. 2006). En effet,
ERP semble agir comme un régulateur dominant dans la signalisation oestrogénique et,
lorsqu'il est co-exprimé avec ERa, ERP provoque une réduction, dépendante de la
concentration, de I'activation transcriptionnelle induite par ERa (Matthews and Gustafsson

2003).
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Perspectives

Le projet de cette these regroupe des expérimentations uniquement sur le plan fondamental,
mais les résultats obtenus peuvent servir pour de futures études sur le plan clinique. Les
conclusions suggerent que le traitement a I’E2 pourrait avoir une pertinence clinique pour

pallier aux conséquences vasculaires et systémiques associées au SAHOS.

Sur le plan fondamental, il serait intéressant d’évaluer le rdle respectif de ERa et ERf3 dans
la régulation du stress oxydatif et de la fonction endothéliale dans notre mod¢le animal
d’HIC. Une étude récente de notre laboratoire a par ailleurs démontré que I’agoniste de ERa
(PPT) prévient I’augmentation de la PA chez des rates ovariectomisées et exposées en HIC,
tandis que 1’agoniste de ER3 n’a pas d’effet sur ce paramétre (Laouafa et al. 2019). Toutefois,
les deux agonistes ¢étaient capables d’éviter une production excessive de ROS

mitochondriales dans le cortex cérébral.

En clinique, I’hormonothérapie montre des résultats encourageants sur les désordres
respiratoires durant le sommeil chez la femme ménopausée (Shahar et al. 2003). Cependant,
ces thérapies de substitutions hormonales ont été au coeur de débats scientifiques suite aux
rapports de la WHI qui indiquent que les bénéfices ne sont pas suffisants par rapport aux
effets secondaires. Le traitement idéal de la ménopause devrait permettre de réduire les
bouffées de chaleur, traiter efficacement l'atrophie vaginale et ses symptomes, prévenir le
développement de l'ostéoporose et avoir des effets favorables sur les profils de lipoprotéines.
Parallélement, ce traitement ne doit pas stimuler 'endometre, provoquer des saignements
utérins ou augmenter le risque d'événements vasculaires et, potentiellement, réduire
l'incidence du cancer du sein. L’utilisation de modulateurs sélectifs des récepteurs aux
cestrogenes (SERMs) comme le bazédoxiféene (BZA) associé a ’estradiol conjugué semble
étre une alternative. Cette combinaison peut fournir les avantages thérapeutiques des
cestrogenes et des SERMs avec une meilleure tolérance et une plus grande sécurité que 1'un
ou l'autre des traitements seuls. Des essais cliniques (5 essais randomisés nommés « Selective
estrogens, Menopause, and Response to Therapy » sur 7500 femmes ménopausées) (Archer
et al. 2016) ont été effectués et rapportent que 1’association estradiol conjugué/BZA permet

de diminuer les symptomes de la ménopause comme les bouffées de chaleur et I’ostéoporose.
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De plus, contrairement a d’autres SERMs (tel que le Tamoxifene), le BZA n’entraine pas
d’hyperplasie de I’endometre, d’augmentation de la densité mammaire ou d’apparition de
cancers de 1’utérus ou des ovaires (Parish et Gillespie 2017). Il semblerait pertinent de tester
I’hypothése que cette nouvelle thérapie serait efficace contre les apnées du sommeil et les

conséquences vasculaires associées, observées chez la femme ménopausée.
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(LIBM), affili¢ a I’Université Claude Bernard Lyon1. Au Canada, j’ai travaillé dans I’équipe
des Drs Aida Bairam et Vincent Joseph, au Laboratoire de Neurophysiologie Respiratoire du
Centre de Recherches du Centre Hospitalier Universitaire de Québec, affili¢ a I’Université
Laval, a Québec. Dans un second temps, le laboratoire a déménagé a I’Institut Universitaire
de Cardiologie et Pneumologie de Québec. Cette collaboration m’a permis de profiter de
I’expertise et de la performance de chacun des laboratoires : le laboratoire Francais étant
spécialisé dans I’approche cellulaire de la fonction vasculaire en condition hypoxique et
pathologique et dans les conséquences cardio-vasculaires du stress oxydatif; et le laboratoire
Canadien, spécialisé dans le controle de la ventilation, les altérations sympathiques et cardio-
respiratoires dans les modéles animaux soumis a I’hypoxie intermittente, et les modulations
de ces systémes par les hormones ovariennes. De plus, j’ai pu collaborer avec le Dr Richard
Larivieére du Centre de Recherche de I’Hotel Dieu de Québec. Il nous a accueilli dans son
laboratoire afin de nous familiariser avec le montage des anneaux aortiques pour
I’enregistrement de la réactivité vasculaire ex vivo. Il nous a également apporté ses
connaissances et son expertise en ce qui concerne I’hypertension artérielle et le remodelage
de la paroi des vaisseaux sanguins. Lors de mon examen de doctorat (juin 2016), il m’a

conseillé sur la suite de mon projet et a tourné mon attention sur I’endothéline-1.

Pour mener a bien ce projet de doctorat, la complémentarité des compétences des deux
équipes a €té un atout majeur. Ainsi, nous avons été en mesure d'élaborer un modele animal
d’hypoxie intermittente avec des traitements hormonaux, de comprendre les conséquences
cardio-vasculaires de I'hypoxie intermittente, et d'en décrire certains mécanismes. Ce projet
a ¢été une opportunité unique de mettre en commun les expertises et les modeles
expérimentaux de ces 2 équipes de recherche pour répondre a des questions primordiales et
mieux comprendre les interactions entre les hormones ovariennes et les conséquences cardio-

vasculaires de I’hypoxie intermittente dans un modele animal d’apnée du sommeil.
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Annexe B : Publications
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stress in intermittent hypoxia. Sleep. Compléter la Ref
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Joseph V (2018). Protective roles of estradiol against vascular oxidative stress in

ovariectomized female rats exposed to normoxia or intermittent hypoxia. Acta Physiologica,

el3159.
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Annexe C : Congres

1. Laouafa S., Ribon A., Marcouiller F., Roussel D., Bairam A., Joseph V. (2015). Estradiol
prevents cardio-respiratory dysfunction induced by chronic intermittent hypoxia in female

rats. APS Conference, Cardiovascular, renal and metabolic diseases: Physiology and

gender, Anapolis, MD (USA), November 17" — 20" 2015 (affiche).

2. Ribon A. (2016). Implication of estradiol in the prevention of hemodynamic disorders
induced by intermittent hypoxia: sleep apnea. Symposium de la Société Legallois pour [’étude

du controle respiratoire, Orford, Québec (Canada), 19 au 21 Février 2016 (présentation
orale).

3. Laouafa S., Pialoux V., Ribon A., Roussel D., Bairam A., Joseph V. (2016). Estradiol
prevents brain oxidative stress induced by chronic intermittent hypoxia in female rats.

America Thoracic Society Conference, San Francisco, California (USA), May 13" -18"2016
(affiche).

4. Ribon A., Marcouiller F., Laouafa S., Pialoux V., Joseph V., Bairam A. (2016). Effets
vasculaires de I’estradiol dans un modéle d’apnée du sommeil induit par [’hypoxie

intermittente chronique. Journée de la recherche en santé, Université Laval, Faculté de

Meédecine, Québec (Canada), 25 et 26 mai 2016 (affiche).

5. Ribon A., Laouafa S., Pialoux V., Joseph V., Bairam A. (2016). Estradiol prevents
endothelial dysfunction in an animal model of sleep apnea. 15" World Congress on

Menopause, Prague (Czech Republic), September 28" — October 1 2016 (présentation orale).

6. Ribon A., Joseph V., Bairam A., Pialoux V. (2016). Vascular effects of estradiol in an
animal model of sleep apnea. Hypoxia, Nantes (France), October 6-7" 2016 (présentation

orale).

7. Ribon-Demars A., Marcouiller F., Laouafa S., Pialoux V., Joseph V., Bairam A. (2016).

Effets vasculaires de 1’estradiol dans un modele d’apnée du sommeil induit par [’hypoxie
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intermittente chronique. Congres Québécois en Santé Respiratoire, Montréal (Canada), 2 au

5 Novembre 2016 (présentation orale).

8. Ribon-Demars A., Marcouiller F., Joseph V., Pialoux V., Bairam A. (2017). L’estradiol
prévient la dysfonction endothéliale et I’hypertension induite par I’hypoxie intermittente chez
la rate ovariectomisée. Journée scientifique de [’Institut Universitaire de Cardiologie et

Pneumologie de Québec, Québec (Canada), 7 et 8 juin 2017 (affiche).

9. Ribon-Demars A., Marcouiller F., Joseph V., Pialoux V., Bairam A. (2017). Estradiol
prevents vascular dysfunction and hypertension induced by intermittent hypoxia in female
rats. 15" International Symposium on Sleep and Breathing, Madison (USA), July 16™ — 19"

2017 (présentation orale).

10. Ribon-Demars A., Marcouiller F., Joseph V., Pialoux V., Bairam A. (2017).
L’exposition prolongée de 35 jours a une hypoxie intermittente ne modifie pas la réactivité
vasculaire de ’aorte. Biennale de [’espace francophone de pneumologie 2017, Québec

(Canada), 12 au 14 Octobre 2017 (affiche).
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Annexe D : Encadrement étudiant

Anaélle Boreau, ¢tudiante en Master Biologie Intégrative, dans le cadre de son stage de

recherche. Encadrement pour les dosages de stress oxydatif.

192




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


