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INTRODUCTION




Depuis 1975, i1 est établi qu'outre le canal collecteur,
d'autres segménts du néphron de mammiferes sont des sites d'action
de la vasopressine / 39 /., Le segment gréle et le segment large ascCen-
dant de 1'anse de Henle, ainsi que le tubule distal, possédent en
effet une adényl-cyclase sensible a.la vasopressine, chez le rat comme
chez 1e lapin / 39, 4C, 53 /. '

Le fait que 1'adénosine 3'-5' monophosphate cyclique (AMPc) soit
le second messager de 1'action hormonale responsable de 1'augmentation
de la perméabilité a 1'eau dans le canal collecteur, est connu depuis
1966 / 27 /. Récemment, des études physiologiques effectuées in vivo et
in vitro ont permis de connaitre les effets physiologiques de la vaso-
pressine sur le segment large ascendant de 1'anse de Henle et d'établir,
1a encore, que 1'AMPc est bien le second messager de 1'action hormonale.
Plusieurs équipes ont ainsi pu montrer |in vitro par la technique de
microperfusion de tubules isolés que 1% vasopressine et le dibutyril AMPc
augmentent la réabsorption de NaCl dans le segment large ascendant
médullaire du néphron de rat / 67, 80 ) et de souris / 32, 36, 67 /.

Par ailleurs, Morel et coll. ont observé que plusieurs hormones
peptidiques augmentent 1'activité adényl-cyclasique dans le segment large
ascendant, le tubule distal et le canal collecteur. Ainsi, chez le rat,
la vasopressine, le glucagon et la calcitonine stimulent 1'adényl-cyclase
du segment large ascendant médullaire ; dans le segment large ascendant
cortical, outre ces trois hormones, 1'adényl-cyclase est également activée
par 1'hormone parathyroidienne (PTH) et, a un moindre degré, par les agonistes
B-adrénergiques / 51 /. Les mesures d'activité adényl-cyclasiques / 50 /
ou d'accumulation intracellulaire d'AMPc dans des cel]uies tubulaires
intactes / 75 /, ont permis de conclure que 1a vasopressine, le glucagon,
la calcitonine et 1a PTH ont des effets non additifs sur 1'adényl-cyclase
du segment large ascendant. Cette non additivité indique que dans un seg-
ment tubulaire donné, toufes les hormones actives doivent agir sur les mémes
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cellules. La nature de la réponse a une stimulation hormonale dépendant

non de 1'hormone elle-méme mais des caractéristiques fonctionnelles des

cellules ol 1a production d'AMPc est accrue, i1 a été proposé que plu-
sieurs hormones pourraient exercer les mémes effets physiologiques dans
Te segment large ascendant de 1'anse de Henle / 51, 75 /.

L'hypothase de la similitude des effets de la vasopressine, du
glucagon, de la calcitonine et de 1a PTH sur le segment large ascendant,
a pu étre démontrée in vivo en utilisant un modele expérimental original
permettant d'étudier les effets de chacune;de ces hormones en 1'absence
des trois autres susceptibles par leur présence de masquer la réponse recher-
chée / 4, 22, 62 /. Ces études ont établi que les quatre hormones stimulent
la réabsorption du K, Mg et Ca dans 1'anse de Henle, et que trois d'entre
elles au moins (la vasopressine, le glucagon et la calcitonine) stimulent
également la réabsorption de NaCl. IT a été proposé que 1'absence d'effets
significatifs de la PTH sur ce dernier parameétre est due au fait que cette
hormone n'agit que dans la partie corticale du segment large ascendant

/2, 64 /.

Nous nous sommes proposés ici d'étudier les phénomenes de désen-
sibilisation & la vasopressine de ses deux segments cibles principaux,
le canal collecteur et la branche large ascendante. On sait, en effet,
que, pour un grand nombre d'hormones peptidiques, une augmentation aigué
ou prolongée de la concentration d'hormone circulante peut induire une
diminution de 1a réponse biologique des cellules cibles. Cette désensi-
bilisation est qualifiée d'homologue (ou spécifique) si 1'atténuation
de la réponse est observée seulement pour 1'hormone responsable de Ta
diminution de 1a réponse cellulaire. Une désensibilisation est dite

hétérologue (ou non spécifique) si la réponse biologique a d'autres
hormones est également altérée / 7, 13, 43, 71 /.

L'objectif de notre travail était d'établir la nature de 1la
désensibilisation (homologue ou hétérologue) induite par la vasopressine
dans le segment large ascendant, et de déterminer si Te canal collecteur
et le segmeﬁt large ascendant peuvent étre désensibilisés de facon indé-

pendante. I1 nous a fallu, dans un§premier temps, établir un protocole



expérimental permettant d'étudier 4n vivo les phénomeénes de désensibi-
Tisation & Ta vasopressine. Le chapitre I est consacré a Ta description

du mod2le animal étudié. |

La technique des microponctions, désormais classique, permet de
Tocaliser <n situ les segments responsables de la modification de
1'excrétion urinaire des solutés. Cette technique a été utilisée pour
confirmer la désensibilisation du segment Targe ascendant. L'étude par
microponctions des mouvements d'eau et d'électrolytes le long du néphron
chez 1'animal désensibilisé a la vasopressine est 1Vobjet du chapitre II.
Enfin, nous nous sommes!attachés a vérifier la féversibi]ité du phénomene
étudié. Ce travail est 1'objet du dernier chapitre.




MATERIEL ET METHODES




1 - MODELE EXPERIMENTAL : LE RAT ANHORMONAL

L'utilisation de rats ayant une concentration plasmatique réduite
de vasopressine, glucagon, calcitonine et PTH endogénes pour étudier
les effets sur la branche large ascendante ou le canal collecteur de
chacune de ces quatre hormones, a fait 1'objet de nombreuses publications

/2,4, 5, 17-24, 62-65 /.

Ce modele repose sur 1'utilisation du rat Brattleboro / 77 /.

Cette souche est caractérisée par un diabgte insipide (DI) héréditaire
permanent dii & un déficit de production de vasopressine. Les récepteurs
rénaux de 1'hormone sont cependant présents, et :1'administration aiqué

ou prolongée d'ADH induit 1'élaboration d'une urine hypertonique / 76, 77 /.
La thyroparathyroidectomie aigué permet de réduire la concentration de
calcitonine et de PTH endogénes, et 1'administration de somatostatine

par voie intra-veineuse durant 1'expérience permet d'abaisser la gluca-
gonémie & des valeurs inférieures 2 7x10°12 y /& /.

Les principales caractéristiques de la fonction rénale de ces
animaux, dit "anhormonaux“, ont été décrites précédemment / 22, 62, 64 /.
Rappelons simplement qu'ils excretent un volume abondant (v 10 % du
filtrat glomérulaire) d'urine hypotonique du fait de 1'absence de vaso-
pressine. L'excrétion de phosphate est fortement abaissée (0-3 % de 1la
charge filtrée), un effet secondaire a 1'absence de PTH. Enfin, 1'excré-
tion du magnésium et celle du calcium sont singuliérement élevées,
atteignant 20-30 % et 5-10 % de la charge filtrée, respectivement. Ces
valeurs élevées de 1'excrétion du magnésium et du calcium (chez Te rat
normal, 1‘excrétion fractionnaire du magnésium atteint 10 % environ
"/ 56a/, et celle du calcium est inférieure 2 1 % / 1a /) sont attribuables
non a 1'absence d'une hormone en particulier, mais a la suppression
simultanée de 1a vasopressine, de la calcitonine, du glucagon et de la
PTH. Ces quatre hormones sont en effet toutes capables d'augmenter la
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réabsorption rénale du magnésium et du»caﬂcium / 4,5, 22, 62 /. Enfin,
notons que la filtration g]oméfu]aire est |1égérement inférieure a

1 ml/min.g de rein, valeur la plus fréqueTment mesurée chez le rat, ¥y
compris chez le rat Brattleboro / 62 /. | Cette 1égere diminution de
la filtration glomérulaire n'est cependant pas toujours significative

/22,62 /. /
|
|

Les animaux sont élevés a 1'animalerie du Centre d'Etudes Nucléaires
de Saclay. ITs ont un poids corporel compris entre 150 et 200 g, et sont
dgés de 8 & 12 semaines. Une semaine avant 1'expérience 1'eau de boisson
des animaux est remplacée par de 1'eau di#ti11ée afin d'éviter un apport
éventuellement variable en électrolytes, notamment en calcium, par 1'eau

de 1a ville.

I1 - PREPARATION DES ANIMAUX

|

Dix huit heures avant 1'expérience, les rats sont mis & jeln
et placés en cage a métabolisme afin de vFrifier qu'il s'agit de rats
homozygotes, 1a pression osmotique des uwines devant étre inférieure a
250 mOsmol/Kg Ho,0 / 77 /. |

Les animaux sont anesthésiés au Joyen d'une injection intra-
péritonéale de 10 mg/Kg d'inactine (ByK, ByK-Gulden-Konstanz, RFA) et
sont, dés 1'obtention de 1'anesthésie, placés sur une table chauffante
thermostatée permettant de maintenir la température corporelie a 37°C.

|

Une ablation Chirurgica1e des glandes thyroides et parathyroides est
alors réalisée. Une trachéotomie est ensJite effectuée. Pour la perfusion
des solutions, des cathéters (PE 50) sont introduits dans la veine jugu-
laire droite et 1a veine fémorale droite4 Un autre cathéter PE 50 rempli
d'une solution de NaCl a 9 g/1 héparinée’est introduit dans 1'artére
fémorale droite, afin de pouvoir mesurer‘1a pression artérielle et d'effec-
tuer des prélévements sanguins. Enfin, aprés 1'ouverture de 1'abdomen
selon une incision longitudinale médianef des cathéters PE 50 sont intro-
duits dans les uretéres droit et gauche ?our Te recueil de 1'urine défi-

|

nitive.



Afin de compenser les pertes liquidiennes 1iées a 1'intervention
chirurgicale, 4 ml d'une solution de NaCl 2 9 g/1 sont administrés en
4 fois durant la préparation. A la fin de 1'intervention une compresse
imbibée de NaCl a 9 g/1 est placée sur 1'ouverture abdominale. Lorsque
des microponctions sont effectuées, le rein gauche est exposé selon la
méthode décrite par Gottschalk et Mylle / 26 /. A cet effet, aprés lapa-
ratomie longitudinale médiane, une incision sous costale gauche est
réalisée avec un thermo-cauthere. Les viscéres sont positionnées dans

la partie droite de 1'abdomen.

Le champ opératoire, a 1'exception du rein gauche, est recouvert
de compresses imbibées d'une solution de NaCl & 9 g/1 préchauffée a 37°C.
Un écarteur métallique, solidaire de la table d'opération, est ensuite
interposé entre le rein et le diaphragme, afin d'éviter la transmission
au rein des mouvements respiratoires. Un anneau de plexiglas est ensuite
amené au contact du rein. Cet anneau a un double réle : d'une part, il
permet d'atténuer les mouvements du rein dus au pouls artériel ; d'autre
part, il délimite le champ opératoire dans lequel les microponctions sont
effectuées. Un guide de lumi2re souple relié & un arc au xénon assure
1'éclairage de cette surface.

17 - DEROULEMENf D'UNE EXPERIENCE

IIT.1 - Expériences de clairance

A partir du temps zéro de 1'expérience, les animaux re¢oivent
par la veine jugulaire droite une solution de NaCl perfusée a un débit
constant de 20 ul/min et contenant 1 mg/ml de sérum albumine de boeuf
(fraction V, Sigma, USA), 50 uCi d'inuline tritiée (New England Nuclear)
comme indicateur glomérulaire et 7 ug/ml de somatostatine (Clin, Midy,
CH 9357, France). La somatostatine est ainsi perfusée a un débit de
140 ng/min. Lorsqu'une des hormones étudiée doit étre administrée, elle
est ajoutée a cetter%o1ution. La solution administrée est une solution

de NaCl a 4 g/1 pour Tes animaux diurétiques. Les animaux non diurétiques




(c'est-a-dire ceux auxquels de 1'AVP est administrée pendant 1'expé-
rience) recoivent quant & eux une solution de NaCl a 9 g/1.

Chez Tes animauk diurétiques, une solution de NaCl a 4 g/1 est
également perfusée par la veine fémorale droite & un débit de 84 ul/min
afin de compenser les pertes urinaires. Ce débit est ajusté chaque fois
qu'il est nécessaire tout au long de 1'expérience, apres chaque détermi-
nation du débit urinaire. La somatostatine et 1'inuline sont administrées
durant une période d'équilibration d'une heure, précédant la mesure des

clairances.

Les expériences comportent cing périodes de clairance, la pre-
miere de celles-ci commencant environ 3 heures apré&s la thyroparathyrof-
dectomie. La durée de chacune des périodes est de 30 minutes. Cinq préle-
vements sanguins sont effectués, au milieu de chacune de ces périodes.

Apr&s chaque prélévement sanguin, 1'échantillon est centrifugé et le
plasma est conservé sous huile. Les globules rouges sont remis en suspen-
sion dans du NaCl a 9 g/1 et réinjectés par la veine fémorale. Ce procédé
permet de maintenir la pression artérielle & sa valeur initiale. A Ta fin
de 1'expérience le rein gauche est prélevé et pesé aprés dissection de
la graisse périrénale.

II1.2 - Expériences de microponctions

Le protocole est similaire a celui qui a 6té décrit précédemment,
excepté les prises de sang qui sont effectuées au début et a la fin de
chaque période de clairance.

Les expériences comportent trois a cing périodes de clairance
durant 1esqué11es les microponctions sont effectuées. Des petites quan-
tités (1 a 2 n1) de vert de lissamine sont injectées dans Ta lumigre des
tubules proximaux 3 1'aide de micropipettes de verre montées sur micro-
manipulateur (Leitz, RFA). Pour faciliter la pénétration dans les tubules,
la pointe de ces pipettes est taillée en biseau. Les parties proximales
et distales d'un méme néphron sont identifiées en suivant la progression

du colorant.
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] Les microponctions sont effectuées a 1'aide de micropipettes de
diamétre externe & la pointe de 6 & 7 um, remplies d'huile de ricin
colorée avec du noir soudan.

Les tubules proximaux terminaux et distaux précoces du méme
néphron sont ponctionnés en commencant par le site le plus distal. La
totalité du fluide qui s'écoule au point de la ponction est prélevée.
Les microponctions durent de 1 a 6 minutes, selon le débit tubulaire.
A la fin du prélévement, la pipette est remplie d'huile de vaseline,
et placée dans un bécher contenant de 1'huile saturée d'eau jusqu'au
moment du traitement de 1'échantillon.

IV - TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

IV.1 - Mesure du débit urinaire

Le débit urinaire (V) est déterminé par pesée en assimilant la
densité de 1'urine a celle de 1'eau. Les résultats sont exprimés en ul/mn.

Les débits tubulaires (V) sont déterminés en divisant le volume
de fluide prélevé (mesuré a 1'aide d'une micropipette calibrée)par la
durée de la microponction. Les résultats sont exprimés en nanolitres
par minute (n]/mn), ‘

IV.2 - Mesure de la pression osmotique

La pression osmotique des échantillons de plasma et d'urine est
mesurée au moyen d'un osmom@tre a pression de vapeur (Wescor, Inc.).
Les résuitats sont eXprimés en mOsm/Kg H,0.

La pression osmotique des micro-échantillons tubulaires est
déterminée par cryométrie / 57 /.
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IV.3 - Mesure de la radioactivité

La radioactivité contenue dans les échantillons de plasma et
d'urine est mesurée grdce a un spectrométre a scintillation liquide
(Intertechnique SL 4000). Des volumes connus de 5 ul d'échantillon sont
déposés sur le bord d'une fiole de comptage dans une gouttelette d'eau
de 30 pl. Trois ml de mélange scintillant (Pico Fluor) sont ensuite
ajoutés. Chague échantillon est compté deux fois durant 10 a 20 minutes.

En ce qui concerne la radioactivité des échantillons de fluide

tubulaire, 5 a 10 nl sont prélevés sous contréle binoculaire avec une micro-

pipette calibrée et déposés, comme les échantillons de plasma et d'urine,
dans une gouttelette d'eau reposant sur le bord d'une fiole de comptage.

Chaque échantillon est ensuite compté au moins deux fois pendant un temps
suffisamment long pour obtenir plus de 500 impulsions au-dessus du bruit

de fond.

IV.4 - Dosage des électrolytes

La concentration en phosphate des échantillons de plasma et
d'urines est déterminée par une méthode colorimétrique / 14 /, celle
du Mg, Ca, K, Na au moyen d'un spectrométre a fluorescence atomique
(BAIRD, USA). Les rééu]tats sont exprimés en mmol/1.

Les concentrations en Na , C1, K, Pi, Mg et Ca  des échantillons
d'ultrafiltrat plasmatique et de fluide tubulaire sont déterminés a
1'aide d'un microanalyseur a sonde électronique de Castaing (Cameca,
Camebax, France) selon la fechnique de Morel et Roinel / 52 /.

IV.5 -~ Ultrafiltratjon des plasmas

La composition|de 1'ultrafiltrat glomérulaire est estimée en
analysant un ultrafiltrat @rtificie] obtenu par ultrafiltration du
plasma a travers Qne membrane de cuprophane / 44 /. Deux microlitres
de chaque échantillon plasmatique sont ainsi ultrafiltrés.
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VI - CALCULS, EXPRESSION DES RESULTATS ET ANALYSE STATISTIQUE

VI.1 - Filtration glomérulaire (FG)

ElTe est déterminée par la clairance de 1'inuline tritiée :

FG = (U/P);, v

V est le débit urinaire, exprimé en ul.mn™] (U/P)in est le rapport de la
radicactivité urinaire et plasmatique. Les résultats sont exprimés en
ul/mn.

Par analogie, 1a filtration glomérulaire individuelle des néphrons
ponctionnés est calculée selon :

fg = (F/P);, * V

(F)in = concentration de 1'inuline dans 1e fluide tubu1airé prélevé dans
une partie du néphron ; P, = concentration de 1'inuline dans le plasma
au méme moment ; V = débit de collection du fluide tubulaire, en n].mn'1.

Pour chaque élément, Tes quantités excrétées dans 1'urine ou
délivrées au point de ponction sont calculées en faisant le produit du
débit urinaire (ou tubulaire) et de la concentration urinaire (ou tubulaire)
de cet élément. V

VI.2 - Excrétion fractionnaire (EF %)

Pour un é]ém@nt (e) donné, EF % représente le pourcentage de la
quantité filtrée qui}est excrété dans 1'urine.

L'excrétion fractionnaire est calculée selon la formule suivante :
EF % (e) = (U/UF)/(U/P) 5,

UF représente ici la concentration de 1'é1ément considéré dans 1'ultra-

filtrat plasmatique.
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L'excrétion fractionnaire de 1'eau est équivalente a 1'inverse
de (U/P)in :

EF % H20 = 1/(U/P)1n

VI.3 - Quantité filtrée (QF)

Pour chaque néphron, les quantités filtrées sont calculées selon

la formule :
QF = fg x (UF),

ol (UF)e est la concentration de 1'é1émént (e) dans 1'ultrafiltrat plas-
matique. Les résultats sont exprimés en picomoles par minute (pmo].mn'1).

VI.4 - Quantité délivrée (QD)

La quantité délivrée en un point donné du néphron (QD) est cal-
culée au moyen de la formule suivante :

= F(e) x fg/(F/P),

ol F(e) est la concentration tubulaire de 1'é1ément (e). Les résultats sont

exprimés en picomole par minute (pmo].mnf1).’

VI.5 - Débit fractionnaire (DF %)

Le débit fractionnaire d'un élément (e) représente le pourcentage
de la quantité filtrée encore présent au point de ponction. I1 a été

-

calculé a partir de 1'expression :

DF % = (F/P)e/(F/P)in X 100

VI.6 - Analyse statistique

L'analyse statistique des résultats est réalisée en effectuant une
analyse de variance. Lorsque 1a valeur F le permet, un test dit de "t"
modifié est appliqué / 69 /. Une différence est considérée comme signifi-

‘cative pour une valeur de P < 0,05. Les moyennes sont données avec leur

erreur standard (ES).
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CHAPITRE 1

ATTENUATION DE L'EFFET DE LA VASOPRESSINE SUR
L’EXCRETION URINAIRE DU Mg CONSECUTIVE A
L’ADMINISTRATION DE DOSES PHARMACOLOGIQUES DE dDAVP
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I - INTRODUCTION

réabsorption du C1, Na, Mg, Ca et K dans la branche large ascendante du
néphron de rat / 23, 62, 80 /. Cet effet est directement responsable de
la réduction de 1'excrétion uq1na1re du Mg / 23, 62 /. Le glucagon, la
calcitonine et 1e PTH d1m1nuent également 1'excrétion du Mg. Comme pour
1'AVP, cette action résulte, ‘ans une large mesure, d'une stimulation de
la réabsorption du Mg dans 1'jnse de Henle / 4, 5, 22, 23 /. Pour déceler
une désensibilisation éventuelle de Ta branche large ascendante a la vaso-
pressine, nous avons donc choisi, dans un premier temps, de mesurer
1'excrétion urinaire du Mg aprés 1'administration de doses pharmacolo-
giques de vasopressine ou de 1-deamino-8-D-arginine-vasopressine (dDAVP),
un analogue synthétique dont 1'activité vasoconstrictrice est fortement
réduite / 11, 78 /. Parallelement, nous avons également mesuré la pres-
sion osmotique et le débit urinaire, afin d'évaluer la réponse du canal

La vasopressine[ comme nous 1'avons déja indiqué, stimule 1la

collecteur.

I1 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

II.1 - Effet de 1'administration aigué par voie intraveineuse
d'une dose pharmacologique de vasopressine

Les travaux sur la régulation des récepteurs et de 1'adényl-cyclase,
effectués sur des cultures cellulaires / 16, 60, 72 / ou des membranes
préparées a partir d'homogénats tiss¢1a1res / 9, 47, 55, 58 /, ont montré
qu'une désensibilisation aux horméneé peptidiques peut &tre obtenue dans
la demi-heure qui suit 1'exposition des cellules cibles & 1'hormone. La
cinétique de réversibilité du phénoméne de désensibilisation varie quant
a elle de fagon importante, allant de quelques heures / 55, 58 / &
plusieurs jours / 38 /, selon les systemes étudiés: Pour cette raison,

nous avons commencé par rechercher une désensibilisation a la vasopressine
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en administrant une dose pharmacologique d'hormone 2 heures seulement
avant le début de 1'expérience. Cette étude s'avérait en effet néces-
saire si la réversibilité de la désensibilisation & la vasopressine est
de T'ordre de quelques heures. Dans ces expériences, nous avons choisi
d'essayer de désensibiliser les animaux en administrant de 1'arginine-
8-vasopressine (AVP) par voie intraveineuse. L'AVP, qui_est 1'hormone
naturellement présente chez le rat, présente en effet 1'avantage d'avoir
une demi-vie de 2 a 3 minutes / 11 /. Nous pouvions donc espérer, deux
heures aprés la fin de 1'injection, que la concentration circulante ait
suffisamment dfminué pour qu'une étude physiologique soit possible.

Quinze animaux ont été étudiés. Le premier groupe, constitué de
5 rats anhormonaux (A), sert de témoins. Un deuxieme groupe de rat
- anhormonaux (n = 5) recoit une perfusion continue d'AVP dés la fin de
1"intervention chirurgicale (rats anhormonaux + AVP ou A + AVP). L'AVP
est administrée & un débit de 20 pg/mn.100 g, c'est-a-dire a une dose
qui induit une réduction maximale de la diurése et de ]fexcrétion du Mg
/ 20 /. Dans ces expériences, les mesures de clairance commencent aprés
une période d'équilibration d'une heure durant laguelle, lorsque cela
est nécessaire, 1'AVP est administrée. 5

Le troisieme groupe d'animaux est constitué de 5 rats anhormonaux
ayant recu 2,5 ug d'AvP par voie intraveineuse.. L'hormone est administrée
par la veine fémorale droite en 30 a 40 minutes. La période d'équilibra-
tion débute une heure aprés la fin de 1'administration de cette dose
pharmacologique d'AVP, et les mesures de clairance débutent donc deux
heures aprés cette administration. Comme pour le second groupe, les
animaux recoivent dés le début de la période d'équilibration de 1'AVP a
un débit constant de 20 pg/min.1G0 g. Ces animaux, ayant recu une dose
pharmacologique d'AVP par voie intraveineuse, sont qualifiés de rats
Al + AVP.

L'administration d'une dose pharmacologique d'AVP aux rats
anhormonaux (rats AI + AVP) s'accompagne d'une augmentation immédiate
de la pression aetérielle qui passe de 100 a 160 mmHg environ. Une heure
apres la fin de:1'adm1nistration, la pression artérielle a cependant
diminuée et atteint 90 mmHg. Durant tout le reste de 1'expérience,'1av
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Filgure 1 - Effet de la vasopressine (AVP) sur la pression osmotique et
1'excrétion fractionnaire urinaire du Magnésium chez les rats ahormonaux
(A + AVP) et les rats anhormonaux ayant recu une dose pharmacologique
d'AVP par voie intraveineuse (Al + AVP).
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pression artérielle n'est pas significativement différente dans les trois
groupes d'animaux étudiés.
: \

La figure 1 indique le pouyoir de concentration du rein ‘(U/POsm
et Tes valeurs individuelles d'echétion fractionnaire du Mg. Les rats
anhormonaux excrétent une urine hypotonique. Le pouvoir de concentration
du rein est nettement augmenté chez les rats A + AVP (U/POsm = 3,2 + 0,3).
Une valeur non significativement différente est obtenue chez les rats

Al + AVP..

)

- Chez les rats anhormonaux témoins, 1'excrétion du Mg est élevée
(19,8 + 1,1 %). Elle est significativement plus faible (p < 0,01) chez les
rats A—+ AVP. Chez les animaux ayant recu une dose pharmac;iogique d'AvVP,
1'excrétion du Mg varie de facon importante d'une expérience a 1'autre.
L'effet de 1'hormone semble en effet présent chez trois animaux Sur cing
seulement. L'absence de reproductibilité des résultats dans ce dernier
groupe rend toutefois difficile 1'1nterprétation des données.

. En conclusion, ce protocole expérfmenta] est inadéquatbpour
étudier in vivo une désensibilisation & T1'AVP. D'une part, 1'administra-
- tion par voie intraveineuse de ce peptideientraine des variations consi-
“dérables de la pression artérielle, 1ncomp§tib]es dans certains cas avec
la survie des animaux (sur 8 expériences,Séseu]ement on pu étre menées a
terme). D'autre part, la dispersion des ré%ultats observée chez Tes rats
Al + AVP ne permet pas une étude plus apprbfondie de la désensibilisation
vis-a-vis des parametres étudiés. -

I1.2 - Effet de 1'administration préalable de dDAVP (1 ug/jour.100 g)
sur la réponse rénale aAla vasopressine, au glucagon et a la

.calcitonine

Les expériences précédentes montrant 1'impossibilité de 1'utili-
sation de 1'AVP pour désensibiliser ses ceJ]uies cibles, nous avons choisi
d'uti]iser»Ta dDAVP qui se 1ie, comme 1'AVP, aux récepteurs des cellules
épithéliales couplés a 1'adényl-cyclase / 11, 31, 66 /, mais a une activité
vasoconstrictive réduite d'un facteur 10002/ 78 /. La dDAVP est administrée,
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par voie intramusculaire, en solution saline isotonique & raison de
1 ug/jour.100 g. La durée de ce traitement est de 3 jours.

Au cours du traitement par la dDAVP, la pression osmotique uri-
naire augmente régulierement (figure 2). Lorsque le traitement est
interrompu, la pression osmotique diminue et devient hypotonique en
moins de 3 jours. Ceci indique qu'un délai de 48 heures au moins doit
étre observé pour que la dDAVP soit éliminée. Sur la base de cette
information, nous avons choisi d'effettuer les expériences de clairance
48 heures aprés la derniére injection de d DAVP. L'excrétion d'une urine
hypotonique indique en effet qu'a ce moment la concentration plasmatique
de dDAVP doit &tre extrémement faible (< 1 pg/ml1) / 25 /. I1 est ainsi
possible, grdce a ce protocole, de contrdler 1'activité antidiurétique
présente dans le plasma au moment de ]'expérience. ‘

I1.2.1 - Influence de 1'administration préalable_de dDAVP sur_la

réponse_rénale a 1'AVP.

Trois groupes d'animaux ont été étudiés. Le premier groupe de
rats anhormonaux (n = 5) sert de témoins.. Le second groupe de rats anhor-
monaux (n = 5) recoit de 1'AVP & un débit de 20 pg/mn.100 g pendant
1'expérience (rat A + AVP). Le troisiéme groupe est constitué d'animaux
ayant recu de Ta dDAVP pendant 3 jours & raison de 1 ug/j.100 g. Les
expériences sont réalisées 48 heures apres la derniére injection du
peptide pour les raisons indiquées ci-dessus. Comme pour les autres
groupe, la thyroparathyroidectomie est effectuée le jour méme de 1'expé-
rience. Durant celle-ci, de'l'AVP est administrée a un débit constant
(20 pg/mn.100 g). Ces animaux sont qualifiés de rats anhormonaux désen-

sibilisés + AVP (AD + AVP).

Seules les données concernant le Mg obtenues chez les rats
anhormonaux témoins et les rats anhormonaux + AVP sont présentés dans
ce chapitre. Les résultats concernant les autres électrolytes sont pré-
sentés dans le chapitre III, Chez les rats anhormonaux désensibilisés
+ AVP (AD + AVP), seules 1'excrétion de 1'eau et du Mg ont été mesurées
pour 1'étude présentée dans ce chapitre.
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Figure 2 - Evolution de 1a pression osmotique urinaire (UOsm) au cours
d'un traitement a la dDAVP chez les rats Brattelboro intact.
UOsm : pression osmotique exprimée en mOsm.Kg"1 HZO‘
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Le glucagon, comme la vasopressine, diminue 1'excrétion urinaire
du Mg chez te rat anhormonal / 4, 5, 19 /. Cette série expérimental a été
effectuée afin d'étudier les effets du glucagon sur ce paramétre chez
les animaux préalablement traités par Ta dDVAP.

L'étude porte sur 7 animaux. Dés la fin de 1'intervention
chirurgicale, et pendant toute la durée de 1'expérience, de 1'AVP est
administrée a un débit de 20 pg/min.100 g. Une heure aprés le début de
la perfusion d'hormone, deux périodes de clairance de 30 minutes chacune
sont effectuées afin d'évaluer les effets de 1'AVP chez ces animaux
préalablement traités par la dDAVP. Durant la derniére partie de 1'expé-
rience, du g]ucagon est administré (2,5 ng/min.100 g). Les effets du
glucagon sont étudiés au cours de deux périodes de clairance successives,
la premiére de celles-ci commeng¢ant 30 minutes aprés la perfusion de
1'hormone.

. - o -~ - — o T " o an n W e o o e By T T W

Notre but, dans ces expériences, est de vérifier la réponse
rénale & la calcitonine. De plus, comme une additivité des effets de
1'AVP et du glucagon a été observée précédemment / 19 /, les effets de
cette dernizre hormone ont de nouveau été étudiés chez les rats traités
par le dDAVP, cette fois-ci en H'absence d'AVP. '

Dans cette série expérimentale, nous avons comparé les effets
du glucagon, de 1a calcitonine et de 1'AVP chez des rats anhormonaux et
des rats anhormonaux traités préalablement par la dDVAP. L'étude est
donc effectuée sur des rats anhormonaux (A, n = 5), des rats anhormonaux
recevant du glucagon (A + Glugagon, n = 5), de la calcitonine humaine
(A + HCT, n=25) oude 1'AVP (A + AVP, n = 5).

Des rats anhormonaux désensibilisés (AD, n = 5) et des rats
anhormonaux désensibilisés recevant du glucagon (AD + Glu, n = 5), de
la calcitonine (AD + HCT) ou de T'AVP (AD + AVP) ont également été
étudiés. |



- 22 -

Les rats anhormonaux, anhormonaux + AVP et les rats anhormonaux
désensibilisés + AVP, sont ceux dont les résultats sont présentés dans
la Section 2.1 de ce chapitre.

Dans ces expériences, le |débit de perfusion des hormones est
choisi afin d'induire une réponse|rénale maximale : glucagon, 2,5 ng/
mn.100 g /19 / ; HCT, 1 mU/mn.100 g / 17 / 5 AVP, 20 pg/mn.100 g
/ 20 /.
)

Les animaux auxquels la calcitonine est administrée recoivent
une perfusion de calcium (CaCl, 50 mM ; 10 -u1/mn) et de phosphate
(Na2HP04 50 mM ; NaH,PO, 10 mM ; 10 ul/mn) afin de maintenir la calcémie et
Ta phosphatémie & leur valeur valeur initiale en dépit de 1'administration
de calcitonine.

IIl - RESULTATS

—p—.

ITI.1 - Influence de 1'administration préalable d'une dose pharmaco-

1ogique de dDAVP sur la réponse rénale & 1'AVP

Le tableau I indique Ta composition plasmatique moyenne des rats
anhormonaux témoins, -des rats anhormonaux recevant de 1'AVP et des rats
anhormonaux désensibilisés + AVP. On ne note pas de différence signifi-
cative concernant Ta calcémie et Ta magnésémie d'un groupe a 1'autre.

La phosphatémie est élevée dans chacun des trois groupes d'animaux, du
fait de la thyroparathyroTdectomie et de 1'administration de somatostatine
/ 62, 63 /. La phosphatémie est toutefois Tégérement plus basse chez

Tes rats AD + AVP que chez ceux des deux autres groupes. Enfin, 1'osmo-
lalité plasmatique mesurée chez les rats A + AVP differe significativement
de celle trouvée chez les rats anhormonaux témoins et les rats désensi-
bilisés.

Les rats anhormonaux excrétent une urine largement hypotonique
au plasma (tableau II), indiquant donc 1'obtention d'une diurgse aqueuse.
En présence d'AVP, 1'urine est hypertonique (U/POSm = 3,24 + 0,25) et,
corrélativement, le débit urinaire et 1'excrétion fractionnaire de 1'eau
sont fortement abaissés. La filtration glomérulaire ne varie pas
significativement. | '
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Le tableau II montre également que les rats traités préalablement
par Ta dDAVP excretent une urine hypertonique. Chez ces animaux, le débit
urinaire et 1'excrétion fractionnaire de 1'eau sont plus faibles que
chez les rats anhormonaux témoins. Le pouvoir de concentration urinaire
tend & étre plus faible que chez les animaux n'ayant pas été traités.

La différence toutefois n'est pas significative. La filtration gloméru-
laire n'est pas différente de celle mesurée dans les deux autres groupes.

L'administration d'AVP & des rats anhormonaux induit une dimi-
nution de prés d'un facteur 4 de 1'excrétion du Mg (figure 3). Pour un
méme débit d'administration de 1'AVP, 1'excrétion urinaire du Mg reste
significativement plus élevée chez les animaux traités. Une atténuation
de 1'effet de 1'AVP sur 1'excrétion du Mg, ou désensibilisation, est donc
encore décelable 48 heures aprés 1'administration d'une dose pharmacolo-
gique de dDAVP. ’

IIT.2 - Effets du glucagon chez les animaux préalablement traités
par la dDAVP

Dans cette série expérimentale, nous avons étudié les effets
d'une dose physiologique de glucagon sur la filtration glomérulaire et
T'excrétion du Mg. Afin de vérifier que les animaux étaient désensibi-
lisés a la vasopressine, deux périodes de clairance, pendant lesquelles
1'AVP seule était administrée, étaient effectuées.Les effets du glucagon
étaient ensuite étudiés.

La figure 4 montre que deux heures aprés le début de 1'adminis-
tration de 1'AVP, 1'excrétion du Mg était encore trés élevée, atteignant
17,0 + 1,0 % (n=7). La comparaison de ces résultats avec ceux de la
figure 3 montre que les animaux étaient effectivement désensibilisés a
1'AVP. L'administration du glucagon s'accompagne toutefois d'une dimi-
nution rapide et hautement significative de 1'excrétion du Mg, indiquant
donc 1a spécificité du phénoméne de désensibilisation. Notons en outre
que la diminution de 1'excrétion du Mg en présence de glucagon est
observée en dépit de 1'augmentation, atténdue / 4,19, 45 /, de la
filtration glomérulaire. |
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Figure 3 - Valeurs moyennes de 1'excrétion fractionnaire du Magnésium
(EF % Mg™™). Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne obtenue

pour chaque expérience,

Anhormonal (A) : Anhormonal + AVP a 20 pg.mn'1.100 g :,
Anhormonal désensibilisé + AVP 2 20 pg.mn™'.100 g.

* : P <0.05 par rapport a 1'anhormonal "A".
** P < 0.01 par rapport aux deux autres groupes.
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Figure 4 - Effets du glucagon sur la filtration glomérulaire (FG) et sur
1'excrétion fractionnaire urinaire du Magnésium (EF % Mg++) chez les rats
désensibilisés (AD). L'AVP est donnée a partir du temps zéro de 1'expé-
rience et le glucagon deux heures aprés. S

* : P < 0.05 par rapport a la période expérimentale précédente.

** . P < 0.01 par rapport a la période expérimentale précédente.

‘NS : non significatif.
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ITI.3 - Comparaison des effets de 1'AVP, du glucagon et de la
calcitonine

Dans cette série, les effets de chacune des hormones ont été
étudiés chez les rats anhormonaux témoins et les rats anhormonaux

désensibilisés.

Le tableau III rappelle les effets de 1'AVP sur 1'excrétion de
1'eau chez le rat anhormonal, et indique ceux du glucagon et de la calci-
tonine. En présence de cette derniére hormone, on note une diminution,
déja observée / 63 /, de 1'excrétion de 1'eau, sans modification concom-
mitante toutefois de la pression osmotique urinaire. La filtration glo-
mérulaire tend a étre plus élevée en présence de glucagon et de calci-
tonine que chez les rats anhormonaux témoins.

Chez les animaux désensibilisés (tableau IV), on ne note la for-
mation d'une urine hypertonique que Torsque de 1'AVP est administrée
pendant 1'expérience. L'excrétion d'une urine hypotonique chez les rats
AD, AD + Glu ou AD + HCT confirme 1'élimination de Ta dDAVP administrée
préalablement 3 1'expérience. Dans cette série expérimentale, on note
une augmentation, significative cette fois-ci, je la filtration gloméru-
laire en présence de glucagon et de calcitonine

Les effets de 1'AVP, du glucagon et de ]a calcitonine sur
1'excrétion du Mg chez les rats anhormonaux témoins et les animaux
désensibilisés sont comparés sur les figures 5 et 6. Chez le rat anhor-
monal, chacune des hormones diminue fortement 1!excrétijon du Mg. L'effet
Te plus marqué est celui de la calcitonine. Chez les animaux désensibi-
1isés, on note de nouveau une nette dimihution de 1'excrétion du Mg en
présence de glucagon et de calcitonine, et une atténuation trées nette
de 1'effet de 1'AVP. La figure 6 montre que chez les animaux désensibi-
1isés par le dDAVP, 1'amplitude de 1'effet de 1|AVP est réduit de prés
de 60 %. Les effets du glucagon et de la calcitonine ne sont en revanche
pas sensiblement affectés.
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Figure 5 - Valeurs moyennes de 1'excrétion frantionnaire du magnésium.
Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne obtenue pour chaque
expérience.
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Figure 6 - Comparaison des effets de 1'AVP, du glucagon et de la calci-
tonine sur 1'excrétion fractionnaire du Magnésium (EF %) Mg++ chez les
rats désensibiliﬁés. Les résultats sont calculés a partir des données

de la figure 5. Les effets de chaque hormone chez les animaux désensi-
bilisés sont exprimés en % de ceux observés chez les animaux non traités

par la dDAVP.
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IV - DISCUSSION

Ces expériences montrent que 1'administration d'une dose pharma-
co]ogique de dDAVP induit une atténuation de 1'effet de la vasopressine
sur 1'excrétion du Mg, cette atténuation persistant 48 heures aprés la
fin de 1'administration de dDAVP. Le protocole expérimental retenu permet
d'étudier les effets hormonaux en 1'absence d'interférences notables dues
a la dDAVP administrée, comme le montre la faible pression osmotique
(< 300 mOsm/Kg) de 1'urine émise 48 heures aprés la fin du traitement.

La spécificité de la désensibilisation observée ici est attestée par la
bonne préservation de la réponse au glucagon et & Ta calcitonine.

La vasopressine se lie a deux types de récepteurs, qualifiés de
V1 et V2 respectivement / 1 /. Les premiers sont présents a la surface
des cellules du muscle lisse vasculaire et sont responsables de 1'aug-
mentation de la pression artérielle. Cet effet est indépendant de la
stimulation de 1'adényl-cyclase. Les effets de la vasopressine sur la
réabsorption des électrolytes par le segment large ascendant / 32, 36,
37 / et sur la perméabilité a 1'eau du canal collecteur / 27 / résultent
en revanche de la stimulation de la cyclase, consécutive a 1'occupation
de récepteurs dits de type V2. La dDAVP, qui a une activité vasoconstric-
trice réduite, peut ainsi étre utilisée avantageuseme?t pour désensibi-
liser les cellules rénales a 1'AVP. Nous avons vu en %ffet que 1'emploi
de 1'hormone naturelle a fortes concentrations, te11e§ que celles requises
pour induire rapidement une désensibilisation, est diffici]ement compa-
tible avec des études physiologiques. En outre, la deﬁi-vie prolongée de
la dDAVP dans le plasma / 11 / permet, au moyen d'une%injection quotidienne
unique, de maintenir en permanence une concentration é1asmatique élevée.
Selon Rajerison et coll., c'est ce phénoméne qui est éesponsab]e du fait
que, pour une quantité équivalente de peptide, une désensibilisation plus
importante de 1'adényl-cyclase est observée si de la dDAVP, plutdt que de
1'AVP, est administrée / 58 /. '
I1 était important que la concentration plasmatique de dDAVP
au moment de 1'expérience ait suffisamment diminuée pour qu'une étude
physiologique puisse &tre effectuée in vivo. Pour cette raison, nous
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avons choisi d'effectuer les expériences 48 heures aprés la derniére
injection de dDAVP. A ce moment 1a, 1'urine émise est hypotonique,
indiquant donc que la concentration de dDAVP doit étre inférieure &

1 pa/ml / 25 /. I1 est donc possible, grdce a ce modéle, d'étudier les
effets d'une dose physiologique d'AVP.

Nos expériences montrent que, 48 heures aprés la fin du traite-
ment pour la dDAVP, les effets d'une dose physiologique d'AVP sur
1'excrétion de 1'eau ne sont pas - ou faiblement - altérés, alors que
1'effet de cette hormone sur 1'excrétion du Mg est atténué de prés de
60 %. I1 semble donc exister une spécificité segmentaire de la désensi-
bilisation observée, 1e Mg - comme nous 1'avons déja mentionné - étant
réabsorbé principalement dans 1'anse de Henle, alors que la réduction
de la diurése résulte de 1'action de 1'hormone sur le canal collecteur *.

Afin de vérﬁfier que 1'atténuation de 1'effet de 1'AVP sur
1'excrétion du Mg ne résulte pas d'une a]tératibn non spécifique des
propriétés fonctionnelles du néphron, nous avon§ étudié les effets du
glucagon et de la calcitonine. Nos résultats éthb]issent sans ambiguité
que les effets de ces deux hormones sur 1'excréiion du Mg sont maintenues
chez les animaux désensibilisés par 1'AVP.

En conclusion, ce premier travail montre qu'il est possible,
in vivo, d'étudier les phénoménes de désensibilisation & 1'AVP. Les
premiers résultats obtenus par la technique des clairances suggérent
1'existence d'une spécificité hormonale et segmentaire de la désensi-

N

bilisation, que nous allons maintenant nous attacher & confirmer.

L'action antidiurétique de la vasopressine intégre bien entendu de
nombreux effets / 40a/. La stimulation du transport des électrolytes

dans le segment large ascendant, qui contribue a 1'établissement du
gradient cortico-papillaire de pression osmotique est 1'un de ces effets.
On peut toutefois considérer que pour une administration de courte

durée, la réduction de la diurése traduit essentiellement 1'actidn

de 1'hormone sur le canal collecteur /40a /.
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CHAPITRE II

MISE EN EVIDENCE PAR MICROPCNCTION D'UNE
DESENSIBILISATION DE L'ANSE DE HENLE
A LA VASOPRESSINE
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INTRODUCTION

Au cours du chapitre précédent nous avons montré que la réponse
hydroosmotique a la vasopressine n'était pas, ou faiblement, affectée
par Te traitement préalable des animaux & Ta dDAVP. En revanche, 1'effet
de 1'hormone sur la réabsorption rénale du Mg était treés fortement
atténué, alors que la réponse au glucagon et a la calcitonine était
maintenue. Ces données suggérent donc fortement une désensibilisation
homologue de 1a branche Targe ascendante a la vasopressine. L'objectif
du travail qui va étre présenté dans ce chapitre a donc été de localiser
le Tong du néphron les segments qui rendent compte de 1'effet final, au
niveau urinaire. Pour cela la réponse a la vasopressine et au glucagon
des segments accessibles & Ta microponction a été recherchée sur les
néphrons superficiels de rats anhormonaux ayant subi ou non un traite-
ment de désensibilisation a la vasopressine préalable, identique a celui
utilisé au cours des expériences de clairance précédentes.

I - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les expériences de microponctions sont effectuées sur 25 rats
Brattelboro males diabétiques (DI). Le poids de ces animaux au moment
de 1'expérience variait entre 160 et 200 g. Ces animaux sont répartis
en cing groupes expérimentaux. Un premier groupe, constitué de 5 rats
anhormonaux (A) sert de témoin. Un deuxiéme groupe de rats anhormonaux
(n = 5) recoit une perfusion continue d'arginine vasopressine & raison
de 20 pg.mn'1.100 g'1 (A + AVP). Le troisieme groupe d'animaux est cons-
titué de 5 rats anhormonaux recevant du glucagon a un taux de 5 ng.mn'1.
100 9'1(A + Glu). Le gquatrieme et le cinquiéme groupes sont des rats
préalablement traités a la dDAVP, qualifiés de rats désensibilisés. Le
quatriéme groupe (n = 5) recoit de 1'arginine vasopressine (AD + AVP)

et le cinquiéme recoit simultanément du glucagon et de 1'arginine vaso-
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pressine (AD + AVP + Glu). Les hormones sont administrées aux mémes débits
que ceux utilisés chez les rats des groupes 2 et 3.

La désensibilisation des rats est assurée par trois injections
intramusculaires de dDAVP, selon les modalités décrites au chapitre précé-
dent. Les expériences Je microponctions sont réalisées 2 jours apres
1'arrét du traitement. Les animaux sont préparés comme pour les expé-
riences de clairance selon la technique décrite au chapitre "Matériel
et Méthodes). Le rein gauche est exposé pour la microponction.

I.1 - Déroulement d'une expérience

Ces expériences comportent 3 a 5 périodes de clairance de
30 minutes chacune durant lesquelles les microponctions sont effectuées.
Le principe de la technique de micr >ponction consiste a introduire une
micropipette en verre de 6 um de diamétre externe dans une structure
préalablement identifiée et & recueillir la totalité du fluide tubulaire
s'écoulant en ce pbint,du néphron pendant un temps déterminé. Les tubules
sont identifiés en injectant une petite quantité (2 a 3 nl) d'une solu-
tion de vert de lissamine @ 1 % dans les tubules proximaux. La disparition .
et la réapparition du colorant a Ta surface du rein permet de reconnaitre
la derniére convolution proximale, et la premiére convolution distale du
néphron qui a recu cette injection. Deux microponctions sont ensuite
effectuées sur chaque néphron, la premiére dans la convolution distale
et Ta seconde dans la convolution proximale, afin de déterminer la capa-
cité de transport de 1'anse de Henle et du tubule proximal, respective-
ment. On s'assure que la totalité du fluide s'écoulant au point de
ponction a bien été collectée en introduisant une gouttelette d'huile
en aval du point de ponction et en maintenant cette gouttelette immobile
dans la lumiére pendant la collection. La durée de collection était de
1 & 2 minutes dans les tubules proximaux et 2 a 6 minutes dans |
les tubules distaux. En tout 130 néphrons ont été ponctionnés, ce qui
représente une moyenne de 20 & 25 néphrons pour chaque groupe de rats
étudié. '
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1.2 - Traitement des échantillons

A 1a fin de chaque expérience, les échantillons de microponction
sont déposé€s sur des verres de montre siliconnés, sous huile de vaseline
saturée d'eau. Les échantillons de microponction et de plasma sont tou-
jours traités le jour méme de 1'expérience.

Les mesures de concentration du C1, Na, P, Mg, Ca et K des échan-
tillons de fluide tubulaire et de 1'ultrafiltrat plasmatique sont effec-
tuées a 1'aide d'un micro-analyseur a sonde électronique de Castaing
(Cameca, Camebax), selon la technique décrite par Morel et Roinel / 52 /.
Les échantillons biologiques et les solutions étalons sont déposés sous
huile a 1a fin de 1'expérience en cing exemplaires sur un bloc de bérylTlium
parfaitement poli. Le volume déposé, mesuré a 1'aide d'une micropipette a
bulbe préalablement calibrée, est de 0.2 nl. Une fois les échantillons
déposés, 1'huile recouvrant le bloc est dissoute dans du chloroforme et
Tes échantillons sont déshydratés a 1'air Tibre. Avant la mesure, ils sont
réhydratés, puis congelés et lyophylisés.

L'utilisation de la sonde de Castaing pour 1'analyse élémentaire
quantitative d'échantillons biologiques liquides a fait 1'objet de
plusieurs articles / 52, 61 /. Nous ne reviendrons donc pas ici sur la
technique elle-méme. Rappelons simplement que les concentrations de
chlore mesurées a la sonde dans les échantillons biologiques sont géné-
ralement un peu surestimées / 61 /. Pour cet él1ément nous ne présenterons
donc pas les résultats en valeur absolue mais seulement sous forme de
rapport de concentration (F/UF ou U/UF) ou en comparant les débits déli-
vrés en deux points du néphron.
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IT - RESULTATS

II1.1 - Fonction rénale globale

La composition de T'ultrafiltrat p1asmat§que et la pression osmo-
tique plasmatique des cing groupes de rats éthdi?s par microponction est
indiquée dans le Tableau II.1. On n'observe aucuhe différence sighificative
entre les groupes. Le Tableau II.2 montre que 1e§ rats qui ne recoivent pas
de vasopressine pendant 1'expérience excrétent tpujours une urine hypo-.
osmotique, et ont un débit urinaire élevé. On voﬁt également que 1'hormone
augmente 1e pouvoir de concentration du rein, a@ési bien chez Tes rats
anhormonaux que chez les rats anhormonaux désenéibi]isés. Le (U/P)Osm est
méme significativement plus élevé chez les rats anhormonaux désensibilisés+AVP
(AD + AVP) que chez les animaux non désensibi]iﬁés recevant de 1'AVP pendant
1'expérience (A + AVP). Corrélativement le débit urinaire ainsi que 1'excré-
tion fractionnaire d'eau diminuent d'une facon Significative.

La filtration glomérulaire ne varie pasgsignificativement d'un
groupe a 1'autre. Elle a toutefois tendance a éﬁre plus basse chez les rats
anhormonaux, comme on 1'observe assez régu1iérement /] 22, 62 /.

La figure II.1 montre que 1'excrétion féactionnaire urinaire du Na*
est relativement faible chez tous les rats. Touﬁefois de petites différences
apparaissent d'un groupe a 1'autre et on peut rémarquer notamment que chez
1es animaux recevant de la vasopressine, qu'ils soient désensibilisés ou non,
1'excrétion sodée est plus basse que dans les a¢tres groupes. Une diminution
de 1'excrétion sodée induite par 1'administration d'AVP a déja été rapportée
chez 1'animal anhormonal / 18 /. L'excrétion du;potassium est trés variable
d'un groupe a 1'autre. Elle est significativement plus basse, 1a encore,
chez les animaux recevant de la vasopressine»qué chez Tes autres animaux.

Ce comportement rénal du K*, souvent observé, tﬁent au fait qu'un treés
grand nombre de facteurs, et principalement le @ébit urinaire, peuvent
influencer le taux de sécrétion du K'. La sécréiion distale du K est en
effet d'autant plus basse que le débit urinaireéest faible / 62 /. La
phbsphaturie est basée, sauf bien entendu chez Jes animaux recevant du
giucagon. Cette hormone en effet augmente systébatiquement 1'excrétion
des phosphates, aussi bien chez T'animal 1ntact5que chez 1'animal anhor-

monal / 4, 5, 45 /.
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Excrétion fractionnaire
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Figure 11.1 - Valeurs moyennes de 1'excrétion fractionnaire des électrolytes

( de la charge filtrée). Les valeurs ont €té calculées en prenant la moyenne

obtenue dans chaaue expérience. Anhormonal (A) ; anhormonal + AVP & 20 pg. mn~
; anhormonal désensibilisé + AVP et anhormonal

3

anhormonal -~ Glu & 5 ng.mn-1

désensibilisé + AVP + Glu.

*
: différence significative par rapport aux rats anhormonaux.

différence significative par rapport aux rats anhormonaux et anhornomonaux

recevant de la vasopressine.
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En revanche la situation est radicalement différente dans le cas
du Ca = et Mg++. L'excrétion fractionnaire de ces ions est, comme 1'on
s'attehdait, trés élevée chez 1'animal anhormonal. L'administration de '
vasopressine ou de glucagon réduit trés significativement cette excrétion.
Cependant, chez le rat désensibilisé on note une atténuation significative
de 1'effet de 1a vasopressine, ce qui montre que les effets du traitement
préalable des rats a la dDAVP, déja décrits au cours des expériencés de
clairance présentées au chapitre précédent, se retrouvent au cours de ces

+k

expériences de microponction. La figure II.2 résume 1'essentiel de nos
observations. Elle montre en effet qu'avant 1'expérience, 1'osmolalité
urinaire était inférieure a 300 mOsm.Kg'1 HZO chez les animaux désensibi-
1isés. Ceci indique que la dDAVP administrée Tors du traitement préalable
a bien été éliminée. Pendant 1'expérience, 1'administration d'AVP augmente
systématiquement 1'osmolalité urinaire. L'amplitude de 1'effet est toute-
fois variable dans cette série expérimentale. La valeur moyenne atteinte
(1055 + 118 mOsm. Kg'1 HZO’ n = 10) est cependant tout a fait semblable

a celle mesurée chez les animaux anhormonaux en antidiurese au cours de

la méme série expérimentale (930 + 25 mOsm.Kg™ -1 Ho0, n = 5). La figure II.2
montre en outre que le glucagon, mais pas 1'AVP, réduit fortement 1'excré-
tion du Mg chez les rats désensibilisés, attestant donc de 1a spécificité,
vis-a-vis de 1'AVP, de 1la désensibilisation induite par la dDAVP,

" Le Tableau II.3 montre que 1a comparaison des excrétion urinaires,
exprimées en valeur absolue (nmohes.mn'1), dans les différents groupes,
conduit a des conclusions analogues a celles tirées des indications données
par les mesures d'excrétion fractionnaire (exprimée en % de la quantité
filtrée).

1.2 - Tubule contourné proximal

La filtration glomérulaire des néphrons superficiels n'est pas
différente chez les rats anhormonaux (A) et chez les rats recevant de
la vasopressine, qu'ils soient désensibilisés ou non (Tableau 11.4).
Par contre, en présence du glucagon, la filtration glomérulaire augmente
significativement. L'administration du glucagon, d'autre part, diminue
fortement la réabsorption fractionnaire de 1'eau, comme en témoignent les
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U. Osm. | EF % Mg
(mOsm.kg™' H,0) (% de la quantité filtrée)

1800} : 18} I
| T
! i I
1200|- 121
% *
600} 6l } *
i . I | gL
AD AD A A A AD AD
+ + + + +
AVP AVP Glu AVP AVP +Glu

Figure 11.2 - La partie gauche de la figure représente la pression osmo-
tique urinaire chez les rats anhormonaux désensibilisés avant et apres
1'administration de la vasopressine. La partie droite de 1a figure repré-
sente 1'effet de la vasopressine et du glucagon sur 1'excrétion fraction-
naire du Hg++ chez les rats anhormonaux (A) et les rats ahornomaux désen-
sibilisés (AD). Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne dans
chaque expérience (n = 5 pour chaque groupe).

* . différence significative par rapport aux rats anhormonaux (p < 0.05).

Débit d'administration des hormones : AVP, 20 pg.mn-1.100 g_1.

Glu, 5 ng.mn'1.100 9-1.
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valeurs de (_F/P)In inférieures & 2.0 & Ta fin du tubule contourné proximal.
Une petite diminution de la réabsorption fractionnaire de 1'eau est égale-
ment observée en présence d'AVP. I1 est toutefois important de noter que
le F/PIn n'‘est pas différent chez les rats A + AVP et les rats AD + AVP.

A 1a fin du tube proximal les concentrations relatives (F/UF) du
chlore, du K, du P, du Ca est, sauf dans un cas, du Na+, ne sont pas diffé-
rents dans les cing groupes étudiés. La concentration relative du Mg comme
celle de 1'inuline est nettement abaissée chez les rats anhormonaux recevant
du glucagon. C'est un fait bien établi que le Mg se comporte comme une
substance non réabsorbable le long du tubule proximal / 44 /.

Le Tableau II.5 montre que, excepté celui du Mg et du PO4, le débit
fractionnaire de tous les éléments est augmenté chez les animaux recevant
du glucagon. En présence de vasopressine, le débit fractionnaire de'1'eau
et du C1 est également augmenté, alors que celui du PO4 a au contraire
tendance a diminuer. Notons 1a encore qu'il n'y a pas de différence de
débit fractionnaire chez les rats A + AVP et les rats AD + AVP, indiquant
donc 1'absence d‘effet; proximaux du traitement par la dDAVP.

I1.3 - Anse de Henle

La compositidnﬁdu fluide délivré 2 1'entrée du tubule distal,
c'est-a-dire a la sortie de 1'anse de Henle, est donnée dans le Tableau
I1.6, et les débits fréctionnaires sont indiqués dans le Tableau II.7.

Nous n'analyserons pasfces tableaux en détail dans la mesure ot 1'infor-
mation que 1'on cherche, a savoir 1'amplitude des effets hormonaux sur

les transports dans 1'?nse ne |peut étre obtenue qu'a partir de la compa-
raison de la capacité he transport de 1'anse dans les différentes condi-
tions expérimentales. Toutefois, ces tableaux permettent quelques remarques
importantes. I1 apparaﬁt déja tres clairement que chez les animaux anhor-
monaux la vasopressineiet le glucagon abaissent la concentration relative
du Mg**, du Ca*™ et du K* a 1{entrée du tubule distal. Cette baisse
s'accompagne d'une rédpction des débits fractionnaires par rapport aux
animaux témoins. Les effets de Ta vasopressine sont nettement atténués,
voire absents, chez 145 animaux préalablement traités par la dDAVP, indiquant




- 48 -

*dA\Y + XNneuowuaoyue sied Xne 33 Xneuowuoyue sied xne qj4a0ddea aed aAL3edLiLubLs 3dusuadiLd
X

*

(V) xneuouioyue sied xne juaoddes Jed aAL3eOLFLUBLS BOUBURHILA
: *

2+b 19 9°¥+8° 16 G 2+0° LS w2t LS xx6°0+L°25 «xG1¥P°09  xx8°0+0°€S ng + dAY + QY
L72+1°€9 p+5°€6 x€°€+0°12 xb°Z+p° 28 b 1+8° G %G 1+G7€G x6°0+9°9 dAY + Qv
xG°9+E"¥8 g s+ 00l 0°+9°8¢ x8°1+1 65 *N.Nﬂm.wm LTS A0°Zh8SS  ngey
6'0+L"6G b+ 26 0°G+£° G2 G b1+ G xL71+1°€S xL°1+G°8Y dAY + ¥
v L+L0 LS 1°G+2°€6 b 9+l bE G 1+€°9b G 1+G°2h € 1+8" LY 0°1+€"2h v
e by d N ey 12 o

np uLj e e (9943[L4 93t3uenb e 3p 7 ud

-s|aLoL44adns suoaydgu sap |eurxouad a|ngny
€394AL|9P 93Ljuenb) BULBUUOLIOBUS FLGIP NP SauudAOW SANBLRA - GTIT NYITEVL




*dA\¥ + Xneuowdoyue sjed xne 33 xneuouuoyue sjed xne jJodded Jed aapjesLLubLs dJul4344Ld

¥

*xneuouroyue sied xne juaodded aed sarjeotjrubls 30us494dLd
¥

o +#00°0+62°0 +G0°0+05°0 80°0+8°0 +€0°0+2€°0 20°0+1€°0 x20°0+2¢°0 8L 0+/0"Y (G=u) N|9+dAV+QY
 wel0°0FOP0 xxl0°OFELTY 80°0+£2°0 20°0+£5°0 20°0+5€°0 No.oﬂmm.o §2°0+09°G (G=u) dAy+Qy¥
+20°0+1€°0 +80°0+67°0 60°0+68°0 x20°0+££°0 10°0+1€°0 +10°0+0£°0 +72°0+88°¢ (g=U) ni9+y
x20°0+0€°0  xi1°0+9G°0 22°0+19°0 «£0°0%6E°0  xb00°0%62°0  x800°0+82°0 x0L°0+9€"9 (G=U) dAV+Y
90°0+29°0 90°0+£9°1 61°0+G5°0 90°0+29°0 20°0+9£°0 20°0+0%°0 GE°0+61°S (g=u) v

®) 4n/4 BW dn/4 N 4An/4 BN 40/4 19 4n/4 ul d/4

*s[3a1oL443dns suo4ydau sap | eISLP

aLngny np 3343us,1 ¢ (dn/4 no d/4) mm>_pm—mg SU013e43usouod

sap sauuakow s4nsfep - 9°I1 Ny3lavl



- 50 -

*dA\Y + Xneuouwuoyue sieu

Xne 33 Xneuowuoyue sjesa xne juaoddea aed sAL3eoLSLUDLS B2UBUDLSLQ
¥

X%

*Xneuowaoyue sjeda xne jaoddesa sed saLjesLjLubLs sdusuaiiL(Q
2’3

x€°0+G"/ x2°1+9°21 2°2+0°22 x8°0+2°8 G 0+6°L 9°0+1°8 xxl " 1HP°G2 Amﬂmw&><+o<

xx£°0+8°8 xx9°1+6°12 G+ 7°0+2°0! G 0+L"9 7 0+G°L G 0+L°6L  (G=U)dAV+QY

%6°0+€°8 x| €48 €l «£°€+0" 42 2" 148°6 L70+4°8 9°0+2°8 «L71¥907 L2 (G=U) NLY+Y

*€°0+1°G x9°2+G°01 1°G+8° 11 x8°0+£°9 X6 07E"G £G°0+2°G 9°1+8°LL  (G=U) dAV+Y

LT1+6°21 AT 8°¥+9°2| g i+l €l 8°0+L°L 6°0+5°8 1°1+£°02 (G=u) ¥
®) bi 4 N ey 19 o%H

Le1sLp 1ngsq

*S|aLoLj43dns suoaydau Sap [e3sip a|ngni

Np 9943U3,| © (994314 93L3uBNb ©| 9P % US “33UALSP 93Liuenb) SuLBUUOLIDRAY 1LGIP NP Sduudkow SANS|RA - 7711 NYI 1AVl



- 51 -

un effet probable du traitement sur la réponse de 1'anse a la vasopressine.

En revanche, on obtient une réponse de 1'anse au glucagon chez les animaux
| désensibilisés , comme le montre la réduction de la concentration relative
et des débits fractionnaires de Mg, Ca et K & 1'entrée du tubule distal.

Le Tableau II.8 indique les valeurs des quantités réabsorbées dans
1'anse, exprimées en % de la quantité délivrée a cette structure. Par
rapport aux animaux anhormonaux témoins, on voit que la vasopressine
augmente significativement la réabsorption de 1'eau. Cette augmentation
n'est pas aussi nette chez les animaux désensibilisés. En ce qui concerne
Tes phosphates, on constate que leur réabsorption fractionnaire dans 1'anse
est fortement abaissée chez les animaux qui regoivent du glucagon. En /
revanche, la vasopressine ne modifie pas significativement cette réabsé}p-
tion. Pour ce qui est des autres électrolytes, la vasopressine augmente
trés significativement leur réabsorption chez 1'animal anhormonal. De
méme, le glucagon augmente également tré&s nettement la réabsorption du
KyMg , Ca et Cl , alors que 1'augmentation de réabsorption du Na
est a Ta Timite de la signification statistique.

En revanche, les effets de la vasopressine s'estompent ou dispa-
raissent chez 1'animal désensibilisé. La réabsorption fractionnéixe de C1,
Na, K, Mg et Ca est en effet significativement plus faible chez les rats
AD + AVP que chez les rats A + AVP. L'administration du g]ucagon chez les
rats désensibilisés produit les mémes effets que ceux observés chez les
rats non traités. On voit donc que seule la réponse a la vasopressine a
été altérée chez les animaux préalablement traités par la dDAVP. Ceci est
~i1lustré sur la figure II.3 qui montre que pour un méme débit d'adminis-
tration de 1'AVP pendant 1’expérience, les réabsorptions fractionnaires
de K, Mg et Ca dans 1'anse de Henle sont plus faibles chez les animaux
désensibilisés que chez les rats anhornomaux non traités. La restauration
d'un taux élevé de réabsorption du K, Mg et Ca par la glucagon montre la
nature homologue de la désensibilisation.

Les figures II.4 et II.5 indiquent les corrélations que nous avons
observées entre les quantités délivrées et les quantités réabsorbées dans
1'anse de Henle. On voit que, aussi bien chez les animaux désensibilisés
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que chez ceux qui ne le sont pas, des corrélations hautement significa-
tives (p < 0.01 au moins) relient les quantités réabsorbées et les quan-
tités délivrées. I1 apparait en outre que, pour une méme quantité délivrée,
les quantités de C1, Na, Mg, Ca et K réabsorbées sont toujours plus faibles
chez les animaux traités par la dAVP, indiquant donc sans équivoque que la
capacité de transport de 1'anse de Henle est réduite chez ces animaux.
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Figure I1.3 - Réabsorption fractionnaire des électrolytes dans 1'anse de
Henle des néphrons superficiels. Chaque colonne est la moyenne des valeurs

~

obtenues pour 5 animaux.

* . différence significative (p < 0.05) par rapport au groupe de rats désen-

sibilisés recevant de la vasopressine.
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qu'en 1'absence de vasopressine.

L'excrétion rénale du Cl est significativement diminuée sous
1'effet de 1'hormone, comme on 1'observe généralement avec ce modele
exbérimenta] / 18, 62 /. On note également, dans nos expériences, une
diminution de 1'excrétion sodée, plus rarement observée. La filtration
glomérulaire n'est pas significativement modifiée par 1'hormone. Elle
a tendance toutefois a étre trés 1ég§rement augmentée, comme on 1'observe
trés régulierement / 18, 19, 23 /. |

|

Au niveau des néphrons super%icie]s, la vasopressine ne modifie
pas le taux de filtration g]oméru]aike. La fonction proximale n'est pas
non plus modifiée de facon notable. Les valeurs de F/P et les débits
fractionnaires enregistrés a la fin hu tubule proximal sont analogues a
ceux déja rapportés au cours d'un trévai1 antérieur / 63 /. Par consé-
quent, les effets enregistrés au niveau du tubule distal ne peuvent
résulter que de 1'effet sur 1'anse.de Henle.

Dans 1'anse de Henle, la vasopressine stimule la réabsorption
d'eau. Cette observation confirme donc une observation antérieure effec-
tuée dans ce laboratoire / 62 /. E]fe différe des observations rapportées
antérieurement par Johnston et coll. / 41 / qui ne trouvaient aucune
variation, et par Schnermann et coll. / 68 / qui trouvaient au contraire

une diminution de cette réabsorptioﬁ. En fait, tout concourt a augmenter

la réabsorption de 1'eau dans 1'ansé de Henle : la sortie d'eau de la
branche descendante ne peut qulaugménter sous 1'influence du gradient

longitudinal de pression osmotique / 40a /, plus prononcé en présence

L'hormone stimule également |le transport de Mg, Ca, K et, a
moindre degré, de Na et C1 dans 1'anse de Henle. Cette donnée confirme
en tout point des résultats obtenus{précédemment dans ce laboratoire
/ 62 /. Les effets sur le sodium etﬁ]e chlore sont cependant plus nets
dans nos expériences que lors de la |série expérimentale précédente / 62 /.
La raison en est simple. Au cours de la précédente série, 1'inhibition de
la sécrétion du glucagon était obteﬂue a 1'aide d'une perfusion d'une
solution de glucose a 1'animal. Bien que la sécrétion du glucagon ait été
réduite, le taux circulant d'hormone ne devait cependant pas étre nul, et
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devait par conséquent maintenir une certaine activité du systeme adényl-
cyclasique de la branche large ascendante, masquant en partie les effets

de la vasopressine. Cela n'était plus le cas dans nos expériences, puisque
la sécrétion du glucagon était inhibée par la somatostatine, dont on sait
gu'elle réduit Te taux circulant du glucagon a des valeurs indétectables

par les dosages radioimmunologiques les plus sensibles (seuil de détection :
71072 W) /4 /.

La localisation des effets de la vasopressine dans 1'anse de Henle
est aisée en dépit de 1'hétérogénéité de la structure. En effet, 1'anse de
Henle, telle qu'on la définit en microponction, est constituée par la fin
de la partie contournée et la partie droite (pars recta) du tubule proximal,
du segment gréle descendant et du segment large ascendant, avec ses pOrtions
corticales et médullaires. La réponse physiologique induite par la vaso-
pressine ne peut résulter que d'un effet sur la branche Targe ascendante
pour les raisons suivantes :

1) I1 s'agit du segment qui rend compte, 2 Tui seul, de la quasi-totalité
de 1a réabsorption du Mg dans les néphrons superficiels / 44, 70 / ;

2) Seul le systeme adény1-cyc1asique de la branche large ascendante répond
a la vasopressine / 49, 51 / ;

3) Enfin, les données obtenues in vitro par la technique de micfoperfusidn
de tubules isolés, montrent que la vasopressine augmente la difféfence
de potentiel transépithéliale de la portion médullaire du segment large
ascendant en augmentant le flux de transport du chlore / 30, 32, 36,

37 /.

2. Effets du glucagon chez 1'animal anhormonal

Au niveau rénal, on retrouve les effets globaux déja décrits du
glucagon sur 1'excrétion urinaire de 1'eau et des électrolytes.

On note en particulier que, comme 1'AVP, le glucagon diminue
fortement 1'excrétion urinaire du Mg et du Ca. D'autre part, il augmente
1'excrétion de PO4 et tend 2 augmenter la filtration glomérulaire, de
facon non significative toutefois dans cette série expérimentale.
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Au niveau des néphrons superficiels, on retrouve une augmentation,
significative cette fois-ci, du taux de filtration glomérulaire. Au niveau
proximal, on note une baisse de la réabsorption fractionnaire de 1'eau :
le F/Pin est inférieur a 2. On peut 1égitimement se demander s'il ne
s'agit pas 1a d'un effet physiologique de 1'hormone, car cette observation
a déja été rapportée par C. Bailly et coll. qui ont trouvé une valeur de
F/Pin tres voisine de celle que nous avons mesurée (F/Pin =1.90 + 0.10
contre 1.82 + 0.06 dans notre étude). Or le glucagon n'exerce aucun effet
sur le systeme adényl-cyclasique du tubule proximal. Une autre voie de
couplage pourrait étre impliquée et, en tout premier lieu, on peut natu-
rellement penser a la voie de la phospholipase C. '

L'augmentation des quantités filtrées et 1'inhibition de la
réabsorption proximale de 1'eau et des électrolytes concourent donc a
1'augmentation des quantités d'eau et d'électrolytes délivrées a 1'anse.
En dépit de cette situation peu favorable, nos expériences indiquent une
stimulation claire par le glucagon de Ta réabsorption du Ca, Mg, K et Cl]
dans 1'anse de Henle, puisque la réabsorption fractionnaire de chacun de
ces ions (exprimée en fonction de la quantité délivrée) augmenté. Un
effet sur la réabsorption du Ca, du Mg et du K avait déja été rapporté
/ 4 /. En revanche, aucun effet de 1'hormone n'avait été noté, ni sur
le chlore ni sur le sodium. Cette absence d'effet a été mis sur le compte
de 1'accroissement des quantités de C1 et de Na délivrées a 1'anse de
Henle, secondaire a 1'inhibition de la réabsorption proximale de Cl et Na.
On sait en effet, a partir des données de microperfusion <n vitro / 30 /,
que la fraction de Na et C1 délivrée a la branche large ascendante et qui
est réabsorbée par cette structure est d'autant plus petite que le débit
délivré est grand.

Dans nos expériences, le taux de filtration glomérulaire des
néphrons superficiels était plus bas (27 + 1.7 nl/min) que dans celles
effectuées par C. Bailly et coll. (38.1 + 2.2 nl/min). Cela explique
probablement le fait que 1'on ait pu cette fois-ci mettre en évidence un
effet significatif sur le transport du chlore. En ce qui concerne le
transport du Na , 1'effet est a 1la Timite de la signification statistique.
Une comparaison directe (excluant les autres groupes pris en compte dans
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1'analyse de variance) de la réabsorption fractionnaire du Na mesurée
chez 1'animal anhormonal et chez 1'animal anhormonal” recevant du glucagon
fait apparaitre une différence significative entre les deux moyennes

(P < 0.01). A partir de cela, on peut conclure que le glucagon stimule

1a réabsorption du NaCl dans 1'anse de Henle.

La localisation des effets du glucagon sur le transport du Mg,

Ca, K, C1 et Na dans 1'anse de Henle, reléve des mémes arguments que

ceux développés pour localiser les effets de 1a vasopressine. I1 ne peut
1a encore s'agir que d'effets exercés par 1'hormone sur la branche large
ascendante. Cette conclusion ne peut &tre, pour le moment, corroborée par
aucune expérience de microperfusion de tubule isolé, si 1'on excepte Tes
travaux de Culpepper et Andreoli / 15 / et de Wittner et Di Stefano / 79 /
qui ont permis de montrer que le glucagon augmente la différence de poten-
tiel transépithéliale de 1a branche large ascendante de souris, ce qui va
dans le sens de nos observations. '

Contrairement @ Ta vasopressine, le glucagon inhibe le transport
de phosphate dans 1'anse de Henle. I1 s'agit d'un fait déja observé par
C. Bailly / 4 /. Cet effet rend compte de 1a phosphaturie. Il ne s'agit
probablement pas 13 d'un effet direct de 1'hormone. Le glucagon augmente
en effet Te taux circulant d'AMP cyclique, comme cela a été décrit par
Broadus et coll. chez 1'homme / 8 /. Or une augmentation de la concentra-
tion circulante d'AMP cyclique est connue pour augmenter Ta phosphaturie
/ 12, 42 /. L'inhibition de la réabsorption de phosphate dans 1'anse de
Henle par le glucagon a lieu probablement dans les pars recta. C'est en
effet Te seul segment de 1'anse de Henle qui assure un transport net de
cet ion / 41a /.

3. Effets de 1a vasopressine et du glucagon chez les rats préalablement
traités par la dDAVP |

Cette étude démontre que, lorsque 1'on éléve trés fortement la
concentration circulante de dDAVP, on induit une réduction marquée de

Ta réponse de la branche large ascendante a la vasopressine <n vivo. Le
fait que 1a réponse au glucagon soit inaltérée indique que cette désen-
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sibilisation est de type homologue, puisque cette hormone agit sur le
méme "pool" d'adényl-cyclase que la vasopressine.

Une réduction importante du nombre de récepteurs / 9 / et de 1la
sensibilité a la vasopressine du systéme adényl-cyclasique / 9, 58 / sous
1'effet de 1'administration intramusculaire de dDAVP a des doses iden-
tiques a celles utilisées ici (2 ug/jour), avait déja &té observée sur
des membranes préparées a partir de médullaire rénale de rats. Cette
"down regulation" était décelable dés la premiére heure qui suivait
1'administration de dDAVP / 9 /. Quand la dDAVP était administrée de
facon chronique (pendant 18 jours) et au méme taux que précédemment, on
observait aussi une désensibilisation qui persistait au moins 24 heures
aprés la fin du traitement / 58 /. En raison du protocole, ces études ne per-
mettaient toutefois pas de déterminer la nature (branche large ascendante ou
canal collecteur) des segments touchés par cette désensibilisation. Nos
expériences indiquent clairement que la réponse physio]ogique a la vaso-
pressine de la branche large ascendante est plus touchée que celle des
canaux collecteurs. En effet, Tes deux séries expérimentales présentées
tant au Chapitre I qu'au Chapitre II montrent que 1'augmentation de
1'osmolalité urinaire induite par 1'AVP n'est pas modifiée significati-
vement chez les animaux traités. En second lieu, nous avons observé que
lors du traitement par la dDAVP, 1'osmolalité urinaire augmente progres-
sivement pour atteindre 1.400-1.500 mOsm/Kg au cours du troisieme jour
de traitement (cf. Chapitre I). En cas de désensibilisation des canaux
collecteurs, 1'osmolalité urinaire devrait au contraire diminuer pro-
gressivement. Bien que les techniques utilisées ici ne permettent pas
d'étudier directement la fonction du canal collecteur, i1 semble donc
bien que celui-ci ne soit pas, ou bien trés faiblement, désensibilisé
a 1'AvVP,

Les études de liaison effectuées a 1'aide de vasopressine tritiée
sur des homogénats de médullaire rénale de rat, montrent 1'existence
d'une seule classe de récepteurs Vo /11, 59 /. Des travaux effectués sur des
fragments tubulaires obtenus par microdissection montrent cependant que
le Km d'activation apparent du systeme adényl-cyclasique est plus élevé
dans la branche large ascendante que dans le canal collecteur / 40, 53 /.
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En conséquence, la concentration d'hormone requise pour induire une
réponse biologique est plus élevée (4 a 5 fois) dans le cas de 1la branche
large ascendante que dans celui du canal collecteur / 20 /. Selon Morel
et coll. / 53 / 1la différence de sensibilité a la vasopressine entre les
deux Segments pourrait résulter du couplage @ 1'unité cyclasique d'un
nombre de récepteurs V, plus élevé dans le canal collecteur que dans 1la
branche large ascendante. Dés lors, pour une concentration circulante
d'hormone induisant le méme taux d'occupation relative des récepteurs dans
les deux segments, la réponse du systéme adényl-cyclasique serait plus
grande dans les canaux collecteurs que dans la branche large ascendante.
Si cette hypothese est correcte, il n'est alors pas surprenant qu'une
réponse physiologique & Ta vasopressine soit maintenue dans les canaux
collecteurs des animaux désensibilisés alors que la réponse de la branche
large ascendante est franchement réduite. On peut en effet s'attendre a
ce qu'une réduction analogue du nombre de récepteurs accessibles a
1'hormone & la surface de la cellule entraine un défaut de réponse plus
marqué pour la branche large ascendante que pour les canaux collecteurs,

dont les unités cyclasiques sont couplées & un plus grand nombre de
récepteurs. |

Au cours de notre étude, des doses trés élevées de dDAVP furent
administrées afin de produire une désensibilisation aussi rapide que
possible. On peut donc se poser la question de la signification physio-
logique de hos observations. Une telle désensibilisation peut elle étre
observée naturellement ? I1 semble en fait qUe oui. En effet, si on
supprime 1'éau de boisson a des gerboises pendant plusieurs semaines,
on s'apercoit que le taux circulant d'AVP augmente considérablement
(jusqu'a 500 pg/ml) / 6, 9 /. Corrélativement on note sur des membranes
préparées a partir d'homogénats de médullaire de rein, une diminution du nombre
de récepteurs et de la sensibilité du systeme adényl-cyclasique a 1a vaso-
pressine / 9 /. De plus, un autre travail effectué chez ces animaux a
montré que la désensibilisation de la réponse du systéme adényl-cyclasique
a 1'AvP étaft significative dans les branches larges ascendantes médul-
laires, mais pas dans les canaux disséqués au méme niveau de la medulla
du rein / 6 /, indiquant donc que, comme chez le rat, les deux segments
cibles de 1'ADH pouvaient &tre désensibilisés indépendamment 1'un de
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- 1'autre. De méme, ces études sur la gerboise ont montré que la désensi-
bilisation était de type homologue, puisque les effets du glucagdn sur
la cyclase n'étaient bas réduits, mais au contraire augmentés chez les
animaux désensibilisés.

Dans plusieurs systemes cellulaires la réapparition d'une réponse
normale & une hormone aprés désensibilisation s'est montrée lentement
reversible / 35, 38, 72 /, méme lorsqu'une synthése de novo de protéine
n‘était pas requise pour ]f processus de resensibilisation / 16, 35 /.

On peut donc se demander ici si tel est le cas pour la réponse de la
branche large ascendante a la vasopressine. Cet aspect de la question
fait 1'objet du dernier chapitre de ce mémoire. ' |
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CHAPITRE III

REVERSIBILITE DE LA DESENSIBILISATION
INDUITE PAR LA d4DAVP
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La désensibilisation aux hormones peptidiques, qu'elle soit
homologue ou hétérologue, est un phénoméne observé dans les minutes
suivant 1'exposition du tissu cible a 1'hormone. Dans le cas d'une
désensibilisation homologue, qui est celui qui nous intéresse ici, le
récepteur est la principale (voire la seule) cible moléculaire affectée.
La diminution de la réponse cellulaire & 1'hormone accompagne / 60 /
ou précéde / 72 / la diminution du nombre de récepteurs membranaires.
Dans des cultures primaire d'h?patocytes, par exemple, Refsnes et al.
ont noté une diminution concommitante du nombre de récepteurs aux caté-
cholamines et de la stimulation de 1'adénylate cyclase / 60 /. En revan-
che, dans certaines lignées cellulaires en culture, on note une diminution
trés précoce (elle se manifeste en poins d'un quart d'heure) du taux de
stimulation de la cyclase par une hormone donnée et, ultérieurement (temps
d'apparition d'environ une demi-heure) une diminution du nombre de récep-
teurs / 72 /. Si les étapes initiales du phénoméne sont donc a définir
pour chaque modéle cellulaire, les séquences suivantes semblent présenter
un caractére plus général / 71 /. Lorsque la congentration d'hormone au
contact des cellules cibles reste élevée, un découplage du récepteur et
des autres éléments (protéine G, unité catalytique de la cyclase) du
systeme de transduction membranaire apparait. Le récepteur est ensuite
jnterna1isé puis suit, a 1'intérieur de l1a cellule, un cycle complexe
aboutissant soit a sa dégradation, soit a son recyclage vers la membrane
plasmique. |

L'étude du cycle du récepteur de la vasopressine dépassait bien
évidemment le but de notre travail, qui est pour 1'heure la validation
d'un modéle permettant d'étudier la désensibilisation du néphron de
mammiféres. I1 nous est toutefois apparu important, dans ce cadre ¢i,
d'étudier la réversibilité de la désensibilisation induite par le dDAVP.
Le caractere réversible du phénomeéne permettrait en effet de confirmer
sa spécificité, déja attestée par le maintien de la réponse au glucagon
et a la calcitonine.



- 67 -

I - METHODES

Les expériences sont réalisées sur cing groupes de rats anhormo-
naux dont le poids corporel est compris entre 160 et 200 g. Le premier
groupe est constitué de rats anhormonaux, le second de rats anhormonaux
recevant de 1'AVP (20 pg/min.100 g) durant 1'expérience. Les trois autres
groupes sont constitués de rats anhormonaux désensibilisés par la dDAVP
au moyen du traitement indiqué au Chapitre I. Les animaux sont étudiés
2 jours, 5 jours ou 7 jours aprés la dernigre injection de dDAVP et
recoivent pendant 1'expérience de 1'AVP a un débit de 20 pg/mn.100 g.

Le déroulement d'une expérience est en tout point analogue a celui décrit
au Chapitre I. Le nombre de rats étudiés dans chacun des groupes est
égal a 5.

Pour cette étude, seules des mesures de clairance ont été effec-
tuées. Les expériences de microponctions présentées au Chapitre II ont
en effet montré que 1'excrétion urinaire du Mg est un reflet fidéle de son
comportement dans 1'anse de Henle / 23, 24 /. Ce fait est illustré par
les données présentées dans la figqre [II.1 qui montrent que 1'on peut
rendre totalement compte de 1'attéﬁuation des effets de 1a vasopressine
sur 1'excrétion urinaire du Mg cheé lTes animaux désensibilisés par une
augmentation du débit délivré a 1'éntrée du tubule distal. L'augmentation
du débit de Mg (exprimé en % de 1a‘charge filtrée) chez les animaux
désensibilisés, est en effet quantitativement similaire a 1'entrée du
tubule distal et dans 1'urine finaﬂe (10-12 % de 1a charge filtrée dans
les deux cas). Le débit fractionnaﬁre du Mg a 1a fin du tubule proximal
n'est en revanche pas altéré. Inciqemment, cette figure montre que Tors
de 1'administration de glucagon, ]i variation du débit fractionnaire de
Mg a 1'entrée du tubule distatl perﬁet, 1a encore, de rendre compte des
modifications d'excrétion urinairei Nous avons donc, pour cette étude,
comme au Chapitre I, évalué le comﬁortement du Mg dans 1'anse de Henle
d'aprés son débit d'excrétion urindire. La pression osmotique urinaire
et Te débit d'excrétion de 1'eau ont également été mesurés pour vérifier
Ta présence d'un effet de 1a vasopressine sur les canaux collecteurs.
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Figure III.1 - Débit de Mg (en % de la charge filtrée) a la fin du tubule
proximal, a 1'entrée du tubule distal des néphréns superficiels et dans
1'urine urétérale. Chaque colonne représente la moyenne des valeurs
obtenues sur 5 animaux différents étudiés par la technique de micro-
ponctions (les données correspondent aux expériences présentées au
Chapitre II).
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11 - RESULTATS

La composition plasmatique moyenne des cing groupes d'animaux
étudiés est indiquée dans le tableau III.1. On ne note pas de différence
majeure d'un groupe a 1'autre. La kaliémie est toutefois légerement plus
élevée chez les rats A + AVP que dans les autres groupes, tandis que
1'osmolalité est, au contraire, plus basse. La phosphatémie est €levée
et la calcémie basse dans tous les groupes, conséquence de la thyropara-
thyroidectomie aigué. :

Le tableau III.2 donne les résultats concernant la filtration
glomérulaire, 1'excrétion de 1'eau et 1efpouvoir de concentration du
rein. Aucune différence de filtration g1bméru]aire n'apparait d'un
groupe a 1'autre. Le débit urinaire, et ﬂ'excrétion fractionnaire de
1'eau, sont plus faibles chez les animaux recevant de 1'AVP que chez les
rats anhormonaux témoins. L'excrétion def]'eau n'‘est pas différente, que
les animaux aient été traités ou non pari]a dDAVP, et que 1'expérience
soit effectuée 2 jours, 5 jours ou 7 jours apreés 1'arrét du traitement.
Le U/POsm tend a étre plus faible, de facon non significative toutefois chez
les animaux étudiés 2 jours apres 1'arrét du traitement que chez les rats
anhormonaux + AVP non désensibilisés. Pa} contre, la différence est
significative vis-a-vis des rats étudiést jours aprés 1'arrét du trai-
tement : AD + AVP (2 jours), U/Py . = 2.8 + 0.4 5 AD + AVP (5jours),
U/POsm = 3.8 +0.3, t =2.47 (p <0.05).

Le comportement rénal des solutés est résumé dans les tableaux
II1.3 et III.4, ol sont indiqués respectﬁvement les valeurs d'excrétion
fractionnaire et les quantités excrétées. Les deux modes d'expression
des résultats donnent la méme information. A 1'exception de 1'excrétion
du phosphate, qui n'est pas affectée, 1'éxcrétion de tous les solutés
"est plus basse chez les rats anhormonaux + AVP que chez les rat anhormonaux
témoins. Ces résultats sont donc analogues a ceux présentés au Chapitre 11
pour 1'étude réalisée par microponctioni. L'excrétion du Mg, mais également
du Na, est plus élevée chez les animauxédésensib11isés étudiés 2 jours
aprés 1'arrét du traitement que chez 1e$ rats non désensibilisés + AVP,
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Pour le potassium, Ta différence n'atteint pas la signification statistique
(t =1.95, 0.10 < p < 0.05).

Les expériences effectuées 5 jours et 7 jours aprés 1'arrét du
traitement démontrent la réversibilité de la désensibilisation. Chez les
animaux étudiés 5 jours ou 7 jours aprés la dernigre injection de dDAVP,
1'excrétion du Mg est en effet plus basse que chez les -animaux étudiés
2 jours seulement aprés cette derniére injection. Une diminution signifi-
cative est également observée pour Te Na et pour le K dans 1'un des deux
groupes (i.e. AD + AVP, 5 jours). On peut d'ailleurs noter que 1'excrétion
fractionnaire du Na et du K est pratiquement identique chez les animaux
non désensibilisés recevant de 1'AVP et ceux étudiés 5 jours ou 7 jours
aprés la fin du traitement. Ceci suggére que la désensibilisation de 1'anse
de Henle pourrait &tre responsable d'une augmentation, en plus de celle du
Mg, de 1'excrétion du Na et du K. I1 faut toutefois rester prudent dans
1'analyse de ces résultats, 1'effet de 1'AVP sur 1'excrétion du Na et du K,
contrairement & celui sur le Mg, n'étant pas systématiquement observé
/ 18, 23, 62 /.

L'action désensibilisante d'une dose pharmacologique de dDAVP et
la réversibilité du phénoméne sont illustrés sur la figure III.2. L'atté-
nuation de 1'effet de 1'AVP sur 1'excrétion du Mg, observé 2 jours aprés
1'arrét du traitement, a en effet pratiquement totalement disparue des le

S5eéme jour.

DISCUSSION

Cette étude, montrant la réversibilité de Ta désensibilisation
induite par la dDAVP, confirme le caractére spécifique de celle-ci ainsi
que Ta validité du modzle expérimental élaboré. Une réduction de 1'excré-
tion du Mg, comparable a celle observée chez les animaux non traités,
apparait dés le 5eme jour suivant la derniére injection de dDAVP.

Les études de la cinétique de désensibilisation et de resensibi-
lisation aux hormones peptidiques effectuées sur divers types cellulaires
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Figure II1.2 - Excrétion fractionnaire urinaire du Mg chez les rats
anhormonaux (A), les rats anhormonaux recevant de 1'AVP (A + AVP) et
les animaux désensibilisés étudiés 2 jours, 5 jours ou 7 jours apres
1'arrét du traitement de désensibilisation. Ces animaux recoivent de
1'AVP pendant 1'expérience a un débit identique a celui administré aux
rats A + AVP (20 pg.mn-1.100 g .

* . différence significative par rapport aux rats anhormonaux.
** . différence significative par rapport aux rats anhormonaux et aux
rats anhormonaux + AVP non désensibilisés (A + AVP).
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ont permis de dégager les observations suivantes :

(1) une désensibilisation peut &tre observée des le premier quart d'heure
suivant 1'exposition a 1'hormone / 60, 72 / ;

(2) 1'amplitude de Ta désensibilisation dépend de' Ta concentration d'hormone
et du temps d'exposition du tissu cible a celle-ci / 43, 71 / ;

(3) enfin, la cinétique de resensibilisation dépend, elle auséi, du temps
d'exposition & 1'hormone / 60, 72 /.

Ce dernier phénoméne a été analysé dans plusieurs études remarquables,
effectuées sur des cellules prélevées aprés traitement préalable de
1'animal / 38, 55 /, ou encore sur des cultures cellulaires / 60, 72 /.
Dans certains cas le role d'une synthése protéique dans Ta reprise d'une
réponse normale 3 1'hormone a pu étre étudié grace a 1'emploi de
cyc]éheximide. La conclusion qui se dégage de ces travaux est leur faible
valeur heuristique. IT n'est pas possible en effet d'en tirer de regles
d'application générale. Sans prétendre a 1'exhaustivité dans ce domaine,
i1 suffit de signaler que dans divers types de cellules en culture / 60,
72 /, la désensibilisation aux catécholamines est rapidement réversible
et indépendante d'une synthése protéique pour des temps d'incubation

< 1 heure, et qu'elle est en revanche dépendante d'une telle synthese,
et%beaucoup plus Tente, pour des temps d'incubation plus prolongés.

Méﬁe pour des temps d'exposition & 1'hormone de plusieurs heures, la
réYersibi]ité ne hécessite toutefois pas toujours une synthese protéique.
Une étude effectuée chez la grenouille par Mukherjee et al., montre en
effet que la désensibilisation homologue des érythrocytes induite par des
injections répétées d'isoprotérénol a 1'animal pendant 24 heures, est
réversible méme Torsque du cycloheximide est administré simultanément

/ 55 /. I1 n'est ainsi pas possible, pour 1'instant, d'anticiper sur

les mécanismes cellulaires responsables de la réversibilité de la désen-
siﬁilisation a 1'AVP. I1 convient toutefois de rappeler que la désensi-
biiisation persiste plusieurs heures apres que la dDAVP ait été éliminée
dei]'organisme, et que c'est cette particularité qui nous a permis
d'éffectuer une étude <n vivo. Le choix d'un traitement relativement
pré]ongé_est probablement & 1'origine de cette persistance de la désen-

sibilisation.

i
|
|
|
|
|
[



- 77 -

L'étude présentée ici est, a notre connaissance, la premiére ol
une désensibilisation de la branche large ascendante a été recherchée
in vivo. D'autres auteurs avaient préalablement recherché une désensibili-
sation du rein a la Vasopressine, mais seule la fonction des canaux
collecteurs avait été étudiée / 33 / en effectuant des mesures d'osmola-
1ité et de débit urinaire. Dans ces expériences, des doses massives
d'arginine vasopressine (40 ug/100 g.jour) étaient administrées a de
jeunes rats entre le ler et le 7&me jours suivant la naissance, et la
" réponse antidiurétique & 1'hormone était ensuite étudiée lorsque les
animaux étaient agés de plus de 40 jours. Le traitement par 1'AVP durant
la période néonatale diminuait de 30 % la réponse antidiurétique chez le
rat de 40 jours. A 1'dge de 90 jours, des mesures effectuées sur tranches
de rein indiquaient une diminution des effets de 1'AVP sur la formation
d'AMP cyclique / 33 / et une diminution du nombre de sites de Tiaison de
1'hormone / 34 /. La désensibilisation semble donc ici irréversible et,
étant données les doses utilisées (i1 s'agit d'AVP et non de dDAVP), on
peut s'interroger sur sa spécificité et les effets secondaires du trai-

tement.
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A Cette étude montre que 1'administration de doses pharmacologiques
de dDAVP induit une désensibilisation du segment large ascendant du
néphron de rat a la vasopressine. La désensibilisation obtenue est selon
toute vraisemblance de nature homologue (ou spécifique de Ta vasopressine),
les effets physiologiques de glucagon et de la calcitonine, qui agissent
sur les mémes cellules que la vasopressine dans le segment large ascendant,
n'étant pas affectés. La spécificité de Ta désensibilisation est confirmée
par sa réversibilité, pratiquement totale dés le cinquiéeme jour suivant
1'arrét du traitement par la dDAVP. A la spécificité hormonale semble
associée une spécificité segmentaire : les effets de 1a vasopressine sur
le pouvoir de concentration du rein indiquent que son action sur le canal
cnllecteur n‘est pas, ou bien trés faiblement, affectée.

IT convient de souligner que toutes ces observations ont été
faites Zn vivo. Dans un premier temps, nous nous sommes donc attachés
a définir les conditions expérimentales permettant de contrdler le mieux
possible 1a concentration circulante de vasopressine pendant 1'expérience,
mais également celle des autres hormones (glucagon, calcitonine, PTH)
connues pour induire les mémes effets physiologiques dans le segment
large ascendant. IT nous a semblé ainsi particuliérement approprié de
travailler sur le rat Brattleboro, en diabéte insipide permanent di a
‘1'absence d'ADH endogéne. La concentration circulante de PTH, calcitonine
et glucagon était abaissée au moyen d'une thyroparathyroidectomie aigué
et de 1'administration de somatostatine. Cette précaution était d'autant
plus importante que nous voulions vérifier si la désensibilisation était
homologue ou hétérologue.

La désensibi]isation a été obtenue en administrant de 1a dDAVP,
analogue synthétiqué qui se lie aux récepteurs rénaux couplés a 1'adénylate-
cyclase mais est dépourvu d'effets vasculaires, d'autant plus indésirables
ici que pour désensibiliser rapidement Tes animaux des doses pharmacolo-
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giques de dDAVP (2 pg/jour durant 3 jours) ont été utilisées. Le probleme le
plus important a résoudre était de pouvoir contrdler 1'activité antidiuré-
tique plasmatique pendant 1'expérience malgré .1'administration préalable

de dDAVP. Cette condition a pu &tre satisfaite en observant un délai de

2 jours entre la fin du traitement et Te moment ol les expériences sont
réalisées. Un tel sélaj est en effet indispensable pour que 1'urine excrétée
par les animaux redevienne hypotonique. Le corrolaire négatif de ce proto-
cole expérimental est qu'il ne permet pas d‘étudier 1a fonction rénale dans
les heures qui suivent 1'administration de dDAVP. I1 ne nous est donc pas
possible de dire, pour 1'instant, si 1'absence de désensibi]isation marquée
des canaux collecteurs observée ici est due 3 une cinétique de resensibi-
lisation plus rapide que celle du segment large ascendant, et/ou au fait

que des doses plus faibles suffisent pour désensibiliser ce dernier. La
réponse a cette question, qui nous semble importante, ne peut de toute

fagon invalider Ta conclusion que les deux segments peuvent &tre désensi-
bilisés indépendamment 1'un de 1'autre.

La signification physiologique de 1la simi]itude des effets de
plusieurs hormones peptidiques dans le segment large ascendant est un
probleéme actuel important en physiologie rénale. Un premier élément de
réponse & cette question a pu &tre apporté par 1'observation que le
gradient cortico-papillaire de pression osmotique se dissipe rapidement
et presque totalement lors de 1a suppression simultanée des quatre
principales hormones peptidiques agissant sur ce segment/ 63 /. La
possibilité que des hormones telles que la calcitonine ou Te glucagon
puissent jouer un réle dans le maintien du gradient de pression osmotique
a ensuite été confirmée par la mise en évidence d'un rétablissement par-
tiel de ce gradient lors de 1'administration de 1'une ou 1'autre de ces
hormones / 64 /. Nous voyons maintenant deux situations physiologiques
ol ces hormones pourraient effectivement intervenir dans le maintien du
gradient. La premigre de ces situations est celle ol la concentration
plasmatique de vasopressine est insuffisante pour stimuler le segment.
large ascendant. Celui-ci présente en effet, <n vivo, une sensibilité

moindre & 1'hormone que le canal collecteur / 20 /. La seconde situation
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est celle décrite dans ce travail. La spécificité hormonale et segmentaire
de la désensibilisation que nous avons observée indique en effet 1'impor-
tance d'autres hormones que la vasopressine pour maintenir un taux élevé
de réabsorptidn des électrolytes dans le segment large ascendant lorsque
la concentration circulante de cette hormone s'accroit anormalement ou

de facon prolongée.
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