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L’oestradiol augmente le tonus uréthral

en diminuant localement I’expression de
I’isoforme neuronale de la monoxyde d’azote
synthase

Estradiol increases urethral tone by locally inhibiting the
expression of NNOS
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Mots clés Résumé

+ Oestrogenes Introduction : Le but de cette étude était d’explorer les effets de l’eestradiol a des taux physiologiques et gesta-
¢ Neuro-urologie tionnels sur la fonction du bas appareil urinaire et "expression uréthrale de ’isoforme neuronale de la monoxy-
+ uréthre de d’azote synthase (nNOS).

Matériel et méthode : La fonction et U’histologie du bas appareil urinaire et ’expression uréthrale de la nNOS
ont été étudiées chez des souris femelles adultes soumises a une simulation d’ovariectomie, une castration chi-
rurgicale ou une castration et supplémentation chronique par de U’cestradiol a des taux gestationnels (80 pg.kg-
1.j-1).

Résultats : La miction était profondément modifiée chez les souris ayant des taux gestationnels d’cestradiol au
long cours. La fréquence des mictions était diminuée et les volumes résiduels augmentés. La résistance uréthra-
le était deux fois supérieure chez les souris traitées par estradiol sans changements structurels de l'urétre, en
faveur d’un mécanisme tonifiant pur. L’inhibition aigué de la nNOS par le 7-nitroindazole diminuait la fréquence
des mictions et augmentait le volume résiduel des souris ovariectomisées et ayant eu une simulation d’ovariec-
tomie, mais n’avait aucun effet additif sur les souris traitées au long cours par des doses gestationnelles d’cestra-
diol, montrant que le traitement au long cours a des doses gestationnelles d’estradiol et ’inhibition aigué de
’activité de la nNOS avaient des effets fonctionnels semblables. Finalement, !’cestradiol diminuait I’expression
uréthrale de la nNOS chez les souris traitées.

Conclusion : Les taux gestationnels d’cestradiol au long cours augmentent le tonus uréthral par inhibition de
’expression de la nNOS, tandis que les taux physiologiques d’cestradiol n’ont aucun effet.
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Keywords Abstract

¢ estrogen Introduction: The aim of this study was to explore the effects of endogenous and supraestrus levels of 178-
¢ neurourology estradiol (E2) on LUT and urethral neuronal nitric oxide synthase (nNOS) expression and function.

+ urethra Material and Methods: LUT function and histology and urethral nNOS expression were studied in adult female

mice subjected either to sham surgery, surgical castration, or castration plus chronic E2 supplementation (80
yg.kg-1.j-1, i.e., pregnancy level).

Results: The micturition pattern was profoundly altered by long-term supraestrus levels of E2 with decreased
frequency paralleled by increased residual volumes higher than those of ovariectomized mice. Urethral resistan-
ce was increased twofold in E2-treated mice, with no structural changes in urethra, supporting a pure tonic
mechanism. Acute nNOS inhibition by 7-nitroindazole decreased frequency and increased residual volumes in
ovariectomized mice but had no additive effect on the micturition pattern of long-term supraestrus mice, sho-
wing that longterm supraestrus E2 levels and acute inhibition of nNOS activity had similar functional effects.
Finally, E2 decreased urethral nNOS expression in ovariectomized mice.

Conclusion : Long-term supraestrus levels of E2 increased urethral tone through inhibition of nNOS expression,
whereas physiological levels of E2 had no effect.
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Des troubles urinaires a type d’incontinence urinaire ou d’hy-
peractivité vésicale sont rapportés jusque chez 50% des fem-
mes (1). La fonction du bas appareil urinaire est intimement
liée aux variations physiologiques des taux plasmatiques
d’cestradiol, comme Uillustrent |’augmentation transitoire de
la pression uréthrale lors du pic plasmatique d’cestradiol en
milieu de cycle (2), son augmentation progressive au cours de
la grossesse (3) et la prévalence des troubles urinaires aprés
la ménopause (4).

Chez la femme, il a été rapporté que l’estrogénothérapie
prévenait, aprés la ménopause, la survenue de cystites (5),
d’atrophie du bas appareil urinaire et d’hyperactivité vésicale
(4). De plus, des données cliniques suggerent que les cestroge-
nes améliorent partiellement le fonctionnement de !’appareil
urinaire en améliorant la trophicité locale (6). Cependant,
considérant l’incontinence urinaire, il n’a pas été rapporté
d’effet des cestrogenes sur l’incontinence urinaire d’effort (7)
voire méme, des études multicentriques a large échelle ont
montré une augmentation de U’incidence et de la sévérité de
tous les types d’incontinence urinaire chez les patientes trai-
tées (8).

Le stockage de l'urine et la miction impliquent en permanen-
ce une évolution inverse, sous commande spinale et supraspi-
nale, du tonus musculaire vésical et de celui de U'uréethre. La
commande autonome du bas appareil urinaire est constituée
des 3 composantes du systéme neurovégétatif. Le monoxyde
d’azote (NO), le neurotransmetteur clé du systéme non adré-
nergique non cholinergique est produit par ’isoforme neuro-
nal de la monoxyde d’azote synthase (nNOS). Dans le bas ap-
pareil urinaire, la nNOS est principalement exprimée dans les
fibres nerveuses localisées dans la musculeuse et au sein de la
lamina propria de la paroi uréthrale et faiblement dans le
muscle détrusor (9, 10). En accord avec U'effet myorelaxant
ubiquitaire du NO (11), les variations de la production locale
de NO sont suspectées de jouer un role physiologique dans la
relaxation du sphincter uréthral lors de la miction (12).
Comme les estrogénes sont connus pour moduler !’expression
de la nNOS dans plusieurs organes cibles, tels que ’hypothala-
mus (13) et Uappareil génital (14), le but de notre étude était
d’évaluer les effets des taux gestationnels d’cestradiol sur la
fonction et la morphologie du bas appareil urinaire et sur
’expression uréthrale de la nNOS.

Matériel et méthode

Expérimentation animale

Des souris femelles C57/BL6 (Charles Rivers, Les Oncins, Fran-
ce) étaient hébergées dans des cages en acier inoxydable
placées dans une enceinte avec controle thermique, un cycle
jour/nuit 12/12 heures et étaient alimentées avec le régime
habituel des souris de laboratoire. Toutes les expériences ont
été conduites conformément au Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (Institute for Laboratory Animal Re-
search, National Research Council, Washington, DC: National
Academy Press, 1996).

L’anesthésie des souris était obtenue par injection intra-
péritonéale a la dose de 0,2 ml/20g d’un mélange de 2,5 ml
de kétamine 50 mg/5 ml (Panpharma, Luitré-Fougéres, Fran-
ce) et de 0,5 ml de xylasine 2% (Bayer Pharma, Leverkusen,
Allemagne) dans 7 ml de sérum physiologique. La température
corporelle était maintenue a 37°C a 'aide d’une sonde recta-
le reliée a une plaque chauffante.

Manipulations hormonales

Les souris étaient ovariectomisées ou avaient une simulation
d’ovariectomie a l’age de 4 semaines. Deux semaines plus

tard, les animaux ovariectomisés étaient implantés par voie
sous-cutanée avec un placebo ou avec des implants diffusant
pendant 60 jours de U'cestradiol (0,1 mg d’cestradiol libérant
80 pg.kg”.j", Innovative Research of America, Sarasota, FL).
Il a été précédemment rapporté que cette dose induisait des
taux plasmatiques de 0,3 nM (80 pg.ml”), une concentration
rencontrée pendant la grossesse et environ 10 fois supérieure
a celle trouvée pendant le cycle cestral (15). Six semaines plus
tard, les souris recevaient soit une injection intrapéritoneale
de 7-nitroindazole (Acros Organics, Morris Plains, NJ), un inhi-
biteur compétitif sélectif puissant de la nNOS sans effet signi-
ficatif sur Uisoforme endothéliale de la monoxyde d’azote
synthase (eNOS) de la souris (16) soniquée dans de ’huile
d’arachide a une dose de 50 mg.kg™, soit uniquement le sol-
vant.

Un catalogue mictionnel était alors réalisé chez les animaux
(6 par groupe). Deux jours plus tard, les pressions vésicales au
point de fuite étaient mesurées. Une autre partie des ani-
maux (6 par groupe) était suivie aprés la manipulation hormo-
nale (ovariectomie, chirurgie de simulation, ovariectomie plus
implants d’cestradiol tous les deux mois) jusqu’a ’age de 4
mois. Ils étaient alors euthanasiés pour étude histologique,
histomorphométrique et immunoempreinte protéique. Dans
tous les cas, le statut hormonal a été vérifié par la combinai-
son du poids de U'utérus et du taux sérique d’cestradiol.

Taux sériques d’cestradiol

Chez tous les animaux, des échantillons de sérum ont été
prélevés avant euthanasie a 12 semaines (catalogue miction-
nel) ou a ’age de 16 semaines (étude histologique). Le taux
sérique d’cestradiol était mesuré avec un double-anticorps RIA
immulite-kit (Coat-ACount Estradiol-6 ; Diagnostic Products,
Los Angeles, CA). Les coefficients de variation interassay et
intra-assay étaient respectivement de 4,1-15,3 % et 3,5-7,6 %.
Le seuil de sensibilité était de 7,4 pg/ml et la réactivité croi-
sée avec d’autres composants cestrogéniques était négligea-
ble.

Catalogue mictionnel

Le catalogue mictionnel était réalisé comme décrit par Bur-
nett (9). Les animaux étaient placés dans des cages métaboli-
ques (Marty Technologie, Marcilly-sur-Eure, France), une sou-
ris par cage, 14 heures avant le début de ’étude afin qu’ils
s’acclimatent (nourriture et eau ad libitum). Les cages
étaient placées sur un papier buvard préalablement pesé.
Toutes les cing minutes, le papier buvard était repesé et
changé. La production d’urine a été calculée comme la som-
me du volume uriné et le volume résiduel par 8 h.

Cystomanométrie

Chez le méme animal, 48 heures apres, les caractéristiques
pariétales de la vessie ont été étudiées par cystomanométrie.
Quinze minutes aprés induction de 'anesthésie générale, les
souris étaient placées en décubitus dorsal sur une table chauf-
fante asservie a une sonde thermique rectale afin de mainte-
nir la température corporelle a 37°C. Un cathéter 22 Gauge
(Braun, Melsungen, Allemagne) était mis en place dans l'uré-
thre. L’extrémité proximale du cathéter était reliée latérale-
ment a un pousse-seringue électrique (Harvard Apparatus,
Southnatick, USA) afin de distendre la vessie par du sérum
physiologique a température ambiante avec un débit constant
de 1,2 ml/h. Dans l’axe, le cathéter était relié a un capteur
de pression (Statham P10 EZ) et a un enregistreur TA 4000
(Gould Electronics, Ballainvilliers, France). Les paramétres
étudiés étaient la pression intravésicale pour une distension
de 50 pl, 100 pt, 150 pl et 200 pl.
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Pression vésicale au point de fuite

Sous loupe binoculaire, le dome vésical était exposé par l’in-
termédiaire d’une courte laparotomie. Il était cathétérisé par
un cathlon 22 Gauge mis en place a ’aide de son mandrin. Le
cathlon était fixé et ’étanchéité du systéme assurée par la
mise en place de cyanoacrylate autour du point d’entrée dans
la vessie. La laparotomie était refermée par un surjet au fil
tressé 4/0 (Ethicon Vicryl, USA). La vessie était distendue a
un débit constant de 1,2 ml/h par du sérum physiologique et
de Uencre bleue. Les pressions intravésicales étaient enregis-
trées avec un capteur de pression TA400 (Gould Electronics,
Ballainvilliers, France) et la pression vésicale au point de fuite
a été définie comme la pression enregistrée quand la premie-
re goutte était observée au méat.

Etude histologique et histomorphométrique

Pour ’analyse histologique, les souris étaient euthanasiées a
’age de 16 semaines, soit au moins 2 mois aprés acquisition
de la maturité sexuelle. Sous anesthésie générale, afin d’évi-
ter des images artéfactuelles secondaires aux spasmes vési-
caux préagoniques, une injection intra-péritonéale de 0,5 ml
d’atropine sulfate a 0,025 % (Laboratoire Renaudin, Itxassou,
France) était pratiquée. Cing minutes apres, un cathéter 22
Gauge (Braun, Melsungen, Allemagne) était mis en place au
niveau uréthral. La vessie était vidée puis progressivement
distendue, a un débit de 1,2 ml/h, par 50 pl de sérum physio-
logique. Le cathéter était ensuite clampé. Les souris étaient
sacrifiées par injection intra-péritonéale de 0,5 ml de lidocai-
ne a 1 % (Astra-Zeneca, Rueil-Malmaison, France). L’appareil
urinaire était prélevé en monobloc. Les différents organes
étaient séparés et pesés. Les uretéres étaient placés au sein
d’un lobe hépatique puis fixés. L’ensemble des organes préle-
vés était fixé dans du liquide de Dubosc-Brazil. L’utérus était
prélevé et pesé. Apres fixation, les pieces histologiques
étaient incluses en paraffine. Des sections de 4 micrométres,
colorées par un trichrome bleu de Masson, ont été étudiées au
microscope optique.

Les lames (uretere, vessie, uréthre) ont été numérisées pour
analyse histomorphométrique a l’aide d’un appareil photo
numérique (Nikon Coolpix 995) au grossissement x 400 pour
les uretéres, x 160 pour les vessies et x 100 pour les uréthres.
Les images numérisées des vessies, des uretéres et des ure-
thres ont été analysées avec le logiciel NIH Image® (http://
rsb.info.nih.gov/nih-image). Les parametres étudiés étaient
pour 'uretere et l'uréthre, la surface globale, la surface de la
musculeuse, du chorion, de U’épithélium et de la lumiére. La
section urétérale étudiée était située en regard du pole infé-
rieur du rein (tiers supérieur de uretére). La section uréthra-
le étudiée correspondait au tiers moyen de U'uréthre. Pour la
vessie, les parametres étudiés étaient |’épaisseur moyenne de
la musculeuse, obtenue en faisant le rapport de la surface de
la musculeuse sur la longueur de I’épithélium correspondant.
La zone étudiée correspondait au dome vésical, dans l’axe
d’implantation de U'uréthre. Les résultats étaient exprimés en
gm et en pm?.

Extraction et immunoempreinte protéique

Les urethres ont été prélevés en bloc, rincés et congelés par
immersion dans de ’azote liquide et stocké a —80°C jusqu’a
’analyse au bout de trois semaines. Les tissus congelés ont
été dégelés et homogénéisés ensuite dans environ 10 volumes
d’un tampon contenant du glycérol a 10 %, 20 mM de Tris, 140
mM de NaCl, 10 mM de pyrophosphate de sodium, 10 mM de
fluor, 2 mM orthovanadate de sodium, 3 mM d’EDTA, 10
pg.ml" d’inhibiteur de la trypsine, 10 pg.ml" de leupeptine et
2 pg.ml" d’aprotinine & l'aide d’un Homogénéisateur Poly-
tron® (Kinematica, Lonay, Suisse) pendant quatre périodes de

une minute avec des pauses intermittentes de rafraichisse-
ment de 4 minutes. L’homogénat a été centrifugé a 40 000 G
pendant 45 minutes et le culot éliminé. Le surnageant a été
récupéré. Des aliquots de 60 pl de surnageant ont été diluées
1:2 dans un tampon d’électrophorese (1,8 M Tris HCL, pH 6,8,
glycérol a 10%, SDS a 10%, bleu de bromophénol a 0,01% bleu
et mercapto-éthanol a 5%) pour déposer 60 ug de protéine par
voie. Les échantillons ont été réduits en les bouillant pendant
5 min. Le cortex de cervelet de souris a été utilisé comme
controle positif. L’électrophorese de gel de SDS-PAGE a été
effectuée sur un gel constitué de 10% de polyacrylamide a 125
V pendant 30 min. Apres transfert électrophorétique a une
membrane de polyvinylidéne Difluoride a 10-15 V pendant 30
min, les empreintes étaient bloquées la nuit avec du lait en
poudre dilué dans du TBS-TWEEN 20 a 4°C. Les empreintes
ont été alors incubées avec des anticorps polyclonaux primai-
res (NNOS N31030; laboratoires de Transduction, Lexington,
KY) dilué dans un mélange de lait en poudre et de TBS-TWEEN
20 (nNOS 1:1000) pendant une heure a température ambiante.
Les empreintes étaient alors rincées dans du TBS-TWEEN 20
pendant 1-15 minute suivie de 3-5 minutes et incubées avec
des anticorps secondaires anti-lapin 1gG-peroxidase (5C2030;
Santa Cruz Biotechnologie) dilué dans du TBS-TWEEN 20 (1:10
000) pendant une heure a température ambiante. Les em-
preintes étaient alors rincées comme ci-dessus et soumises au
systéme de chemiluminescence augmenté. Le film autoradio-
graphique a été appliqué aux empreintes jusqu’a ce qu’une
exposition satisfaisante ait été obtenue. Aprés numérisation,
les films ont été analysés par le logiciel d’analyse d’image du
NIH pour quantifier l’expression de la nNOS.

Analyse statistique

Les données ont été analysées par une analyse de variance
multiple (ANOVA), suivie d’un test t de Student quand appro-
prié. Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne +
écart-type. Le seuil de signification des comparaisons était de
p < 0,05.

Résultats

Poids des animaux et de I’utérus

Le poids des animaux était semblable dans tous les groupes
(souris traitées par oestradiol : 23,3 + 1,0 g ; souris ovariecto-
misées : 22,9 + 0,9 g ; souris ayant eu une simulation d’ova-
riectomie : 23,1 + 1,1 g ; non significatif).

Comparé avec les souris ayant eu une simulation d’ovariecto-
mie (102 + 12 mg), le poids moyen des utérus était semblable
chez les souris traitées par estradiol (117 + 22 mg; non signifi-
catif) et diminué chez les souris ovariectomisées (23 + 3 mg, p
=0,002).

Taux sérique d’cestradiol

Au moment de la mort (age de 16 semaines), les taux sériques
d’cestradiol étaient non détectables chez les souris ovariecto-
misées, alors qu’ils étaient 4 fois supérieur chez les souris
traitées par cestradiol par rapport aux souris ayant eu une
simulation d’ovariectomie (80 + 9 contre 19 + 3 pg/ml, p =
0,001 [tableau 1]). Des résultats identiques ont été observés a
’age de 12 semaines (données non rapportées).

Catalogue mictionnel

Les souris traitées par cestradiol avaient un nombre de mic-
tions plus faible que les souris ovariectomisées et que les
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n Poids des Poids vessie (mg) Poids utérus (mg) Taux sérique Tableau 1. Caractéristiques des souris
animaux (g) d’cestradiol (pg/ml)  agées de 4 mois en fonction du statut
Simulation d’ovariectomie 6 23,1+1,1 21,0+ 1,8 102 + 12 1943 hormonal et taux seriques d’estradiol
correspondants.
Ovariectomie 22,9+0,9 22,1+2,2 233 ND n = nombre d’animaux ; ND : non détecta-
Ovariectomie + cestradiol 6 23,3£1,0 31,2+7,8 17 22 809 ble
Ovariectomisées Simulation CEstradiol
d’ovariectomie
sans 7NI 7NI P sans 7NI 7NI P sans 7NI 7NI P

Nombre de mictions / 8h (n) 40+1,7 1,2+0,8 0,0079 3,6+1,5 1,3+0,8 0,0041 1,2+0,8 0,4+0,6 0,15
Volume uriné / 8h (ul) 332+ 62 8 +69 0,0079 371118 260+ 151 0,16 156 + 128 58+119 0,22
Volume résiduel (ul) 15+ 13 104+76 0,016 18 + 17 92 +28 0,0079 318 + 111 203+36 0,11
Production d’urine / 8 h (pl) 347 £ 7 190+12 0,016 389 + 12 352 +12 0,45 474 + 14 261 +18 0,11
Pression vésicale au point de fuite (cmH,0) 4,3+0,7 9,9+5,13 0,03 49+09 7,60+1,55 0,03 8,8+2,3 10,7+6,12 0,70

Tableau 2. Comportement mictionnel des animaux vigils et pression vésicale au point de fuite chez [’animal anesthésié en fonction du statut hormonal et
de Uinhibition aigué de la nNOS par injection intrapéritonéale de 7-nitroindazole. Dans chaque condition (ovariectomisées, simulation d’ovariectomie et
animaux ovariectomisés traités par oestradiol), P (ANOVA) correspond a ’étude de Ueffet de l’inhibition de la nNOS par le 7-nitroindazole.

Souris castrées Taux gestation- P Simulation Tableau 3. Pression intravésicale moyenne (+ écart-type) en
n=5 nels d’cestradiol d’ovariecto- cmH20 pour une distension de 50, 100, 150 et 200 pl en fonc-
n=>5 mien =7 tion du statut hormonal (souris castrées ; souris ayant des taux
50 pl 1,940,3 1,6+1,0 ns (0,41) 1,5+0,4 ns (0,11) gestati'onnels_d’oestradiol ; spuris ayant eu une simulatigmv
d’ovariectomie) et comparaison, par le test non paramétrique
100pl  18,3+16,3 2,4+2,3 0,032 9,6 + 6,4 ns (0,43) de Mann-Whitney, des pressions obtenues chez les souris ayant
150 pl 28,6 + 16,1 53+7,6 0,032 18,1+ 8,6 ns (0,34) des taux ge§tationnel§ d’oestr_adiol et chez les souris ayant eu
une simulation d’ovariectomie par rapport aux pressions obte-
200l 31,6 +13,0 7,7+10,3 0,032 26,4+7,2 ns(0,43) nues chez les souris castrées.
souris ayant eu une simulation d’ovariectomie riectomisées et des souris ayant eu une simulation d’ovariec-

(respectivement 1,2 + 0,8 vs 4,0 + 1,7 et 3,6 + 1,5 mictions
par 8 h ; p = 0,008). A la fin de U'expérience, le volume rési-
duel d’urine a été déterminé par cathétérisation vésicale. Les
souris traitées par cestradiol avaient un volume résiduel 30
fois supérieur a celui des souris ovariectomisées ou a celui des
souris ayant eu une simulation d’ovariectomie, qui étaient
presque dépourvus d’urines résiduelles (respectivement 0,32
+ 0,11 millilitres vs 0,01 + 0,01 millilitres et 0,01 + 0,01 milli-
litres ; p = 0,008).

L’inhibition pharmacologique aigué de la nNOS par le 7-
nitroindazole était associée a une diminution significative du
nombre de mictions des souris ovariectomisées et des souris
ayant eu une simulation d’ovariectomie et une augmentation
significative du volume résiduel (tableau 2), prouvant Ueffet
inhibiteur de la nNOS sur le tonus uréthral lors de la miction.
A Uinverse, le 7-nitroindazole n’influencait pas les parametres
de la miction des animaux traités par cestradiol (tableau 2).
L’inhibition de la nNOS a significativement réduit la produc-
tion d’urine chez les souris ovariectomisées (190 vs 347 L ; p
= 0,016) mais pas chez les souris ayant eu une simulation d’o-
variectomie (352 vs 389 pl ; p = 0,45) et chez les souris trai-
tées par cestradiol (261 vs 474 pl ; p = 0,11).

Cystomanométrie

Pour une distension de 50 pl, les pressions intravésicales n’é-
taient pas statistiquement différentes entre les 3 groupes.
Pour une distension de 100, 150 et 200 pl, les souris castrées
et celles ayant eu une simulation d’ovariectomie avaient une
pression intravésicale comparable. A lUinverse, elle était
abaissée chez les souris ayant des taux gestationnels d’cestra-
diol. Le tableau 3 présente les résultats de l’étude des pres-
sions intravésicales pour une distension de 50, 100, 150 et 200
ul par référence aux souris castrées.

Pression vésicale au point de fuite

Les souris traitées par cestradiol avaient une pression vésicale
au point de fuite deux fois supérieure a celle des souris ova-

tomie (respectivement, 8,8 + 2,3 vs 4,3 + 0,7 et 4,9 + 0,9
cmH20 ; p < 0,01; tableau 2).

L’inhibition aigué de la nNOS augmentait significativement les
résistances uréthrales chez les souris ayant eu une simulation
d’ovariectomie (7,60 + 1,55 vs 4,90 + 0,89 cmH20 ; p = 0,03)
et chez les souris ovariectomisées (9,90 + 5,13 vs 4,25 + 0,66
cmH20 ; p = 0,03) mais pas chez les souris traitées par estra-
diol (10,67 + 6,12 vs 8,75 + 2,29 cmH20, non significatif, p =
0,70), mettant en évidence a la fois le role relaxant de la
nNOS chez les souris ayant eu une simulation d’ovariectomie
et chez les souris ovariectomisées et sa perte d’effet chez les
souris traitées par cestradiol (tableau 2).

Histologie et histomorphométrie

Les figures 1 et 2 montrent les résultats de ’étude histologi-
que et histomorphométrique. Comme attendu chez la souris,
les sections uréthrales étaient exemptes de muscle strié.
L’augmentation des résistances uréthrales induites par
cestradiol était associée a une augmentation de |’épaisseur
de la musculeuse de Uuretere et de la vessie et par une aug-
mentation du poids de la vessie (respectivement 31,2 + 7,8
chez les souris traitées par cestradiol vs 21,0 + 1,8 chez les
souris ayant eu une simulation d’ovariectomie et 22,1 + 2,2
mg chez les souris ovariectomisées ; p < 0,01). Aucune diffé-
rence n’a été observée au niveau des différentes couches de
la paroi uréthrale, et ce quelque soit le statut hormonal.

Expression uréthrale de la nNOS

L’eestradiol influait fortement sur ’expression uréthrale de la
nNOS. Comparés aux souris ayant eu une simulation d’ovariec-
tomie, les taux gestationnels d’cestradiol conduisaient a une
diminution significative de 62% de |’expression uréthrale de la
nNOS, tandis que l’ovariectomie menait a une augmentation
de 69% de son expression (fig. 3).
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Figure 1. Etude histologique
de Uuretére, de la vessie et
de U'uréthre en fonction du
statut hormonal (Trichrome

de Masson).
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Figure 3. Expression de ’isoforme
neuronale de la monoxyde d’azote
synthase (nNOS) au niveau de ’urée-
thre de la souris femelle en fonction
du statut hormonal.

A : Western-Blot. Standard corres-
pond a 0,5, 1 et 1,5 pg d’extraits
protéiques de cervelet (contréle
positif)

B : Par rapport aux souris ayant eu
une simulation d’ovariectomie (S),
diminution de 62 % de |’expression
de la nNOS chez les souris traitées
par des doses gestationnelles d’oes-
tradiol (O+E2) (p < 0,01) et augmen-
tation de 69% chez les souris ova-
riectomisées (0) (p < 0,05).

A

250 kDa ——

nHNOS =

100 kDa —

Ovariectomie

Figure 2: Etude histomorphométri-
que de Uuretére, de la vessie et de
l'uréthre. Comparaison de la surface
de U'urothélium et de la musculeuse
en fonction du statut hormonal.
Aucune différence n’a été observée
au niveau de 'urothélium quelque
soit le segment étudié. En revanche,
la musculeuse urétérale et vésicale
était augmentée chez les animaux
ovariectomisés traités par cestradiol
par rapport aux animaux ovariecto-
misés et aux animaux ayant eu une
simulation d’ovariectomie (** : p<
0,01).

Ovariectomie + E2

L] 0
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Discussion

Dans ce travail, nous avons confirmé U'influence de U’estradiol
sur le tonus uréthral et avons montré que cette derniére était
liée a des variations de U'activité et de ’expression locale de
la nNOS, comme cela a déja été rapporté dans d’autres orga-
nes cibles (fig. 4). Contrairement aux souris ayant eu une
simulation d’ovariectomie et aux souris ovariectomisées chez
lesquelles ’inhibition aigué de la nNOS était responsable d’u-
ne augmentation des résistances uréthrales, inhibition de la
nNOS n’avait aucun effet sur les résistances chroniquement
élevées observées chez les souris traitées par cestradiol.
Comme indiqué par l’augmentation du volume résiduel et la
diminution du nombre de mictions chez les animaux traités
par cestradiol, le statut hormonal influence profondément la
fonction urinaire. Cela améne a s’interroger sur la possibilité
que des taux gestationnels d’cestradiol soient responsables de
’apparition de fuites par regorgement secondaires a une ré-
tention chronique d’urine. Cependant, la définition du NIH
des fuites par regorgement est la présence de mictions fré-
quentes et de faible volume (http://kidney.niddk.nih.gov/
kudiseases/pubs/uiwomen/index.htm). A Uinverse, les souris
traitées par cestradiol avaient une diminution du nombre de
mictions et une augmentation du volume uriné par miction.
Une des limites de notre étude est que nous n’avons pas étu-
dié la contractilité vésicale. Bien qu’il ait été montré que la
nNOS était le principal isoforme de la NOS au niveau du bas
appareil urinaire (9), Uinvalidation de son géne n’affecte pas
la contractilité ou la relaxation de bandes de vessie aprés
stimulations chimiques et électriques (17), suggérant que les
effets urodynamiques et sur la miction sont secondaires aux
variations des résistances uréthrales (9, 12, 17). Nous nous
sommes donc concentrés sur le controle dynamique, par
’cestradiol au travers de la voie de la nNOS, de la résistance
uréthrale.

Comme la résistance uréthrale peut étre le reflet soit d’une
obstruction dynamique résultant du tonus musculaire lisse soit
des résistances tissulaires statiques, nous avons examiné leurs
contributions respectives en fonction du degré d’imprégnation
estrogénique et selon Uactivité de la nNOS en mesurant la
pression vésicale au point de fuite, semblable a la pression
vésicale au point de fuite étudiée en clinique humaine, et
avons cherché des modifications structurelles. A ’inverse des
souris ayant eu une simulation d’ovariectomie et des souris
ovariectomisées, les souris traitées par cestradiol avaient des
résistances uréthrales deux fois supérieures et ces résistances
n’étaient pas modifiées par 'inhibition de la nNOS. De plus,
la structure de la vessie appréciée par ’analyse d’image et
son poids, était significativement modifiée. En revanche, au-

cune différence entre les différents groupes n’a été observée
au niveau de la paroi uréthrale, suggérant que l’augmentation
des résistances uréthrales induites par U'cestradiol n’était pas
secondaire a des changements structurels. Chez les souris
ovariectomisées ou ayant eu une simulation d’ovariectomie,
Uinhibition aigué de la nNOS était responsable d’une augmen-
tation de la pression vésicale au point de fuite, confirmant
’effet relaxant, dans ’appareil urinaire femelle, du NO sur le
tonus uréthral (17). Cependant, une telle inhibition n’avait
aucune influence sur l’augmentation des résistances uréthra-
les observée chez les souris traitées par estradiol.

Nous avons donc évalué U'expression de la nNOS et pour la
premiére fois mis en évidence la diminution significative dans
Uurétre de Uexpression de la nNOS chez des animaux traités
par cestradiol et, a Uinverse, son importante augmentation
chez les animaux ovariectomisés.

Il y a dix ans, Takahashi (18) rapportait pour la premiére fois
que les cestrogénes a dose élevée donnés sur une courte pério-
de réduisait U’activité NOS et inhibait la relaxation induite par
la stimulation des nerfs nitrergiques du muscle lisse uréthral
de lapin. Al-Hijji et Batra (19) ont montré que la diminution
de Uactivité NOS induite par U'cestradiol était observée dans
tous les segments du bas appareil urinaire. Ces deux études
ont évalué linfluence de la stimulation a court terme
(respectivement 2 et 1 semaine) et avec de hautes doses
(respectivement 5 et 1 mg.kg'.semaine™) d’estradiol sur
Uactivité NOS mais n’ont pas évalué implication sélective
des sous-types de NOS. A notre connaissance, nous rapportons
pour la premiere fois la preuve d’une modulation hormonale a
long terme de U'expression nNOS au niveau du bas appareil
urinaire femelle, découverte clef au vu de la fonction du NO
en tant que médiateur majeur de la relaxation du muscle lisse
au niveau du bas appareil urinaire.

Sutherland (17) et Burnett (9) ont précédemment souligné le
role clef du sous-type nNOS sur la fonction du bas appareil
urinaire. Sutherland a montré que U’inactivation du géne de la
nNOS chez des souris femelles aboutissait a une diminution
profonde de l’activité NOS en général, dans la vessie et ['ure-
tre, indiquant que la nNOS représentait la plupart de U’activi-
té NOS au niveau du bas appareil urinaire. Parallélement, il
montrait une augmentation du poids de la vessie et de la
pression vésicale au point de fuite suggérant que ’absence de
nNOS conduisait a une augmentation des résistances urétra-
les, qui n’étaient cependant pas responsable de modifications
de la miction (17). Chez la souris male, ’inactivation du géne
de la nNOS s’associait a des troubles de la vidange vésicale
(9). De facon intéressante, ’eNOS était observée dans [’endo-
thélium des vaisseaux sanguins sous-muqueux et dans ’uro-
thélium uréthral, alors que U’expression de la nNOS était limi-
tée aux fibres nerveuses situées dans la lamina propria et
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dans la musculeuse, soulignant ainsi un controle exclusif de la
relaxation musculaire uréthrale par la nNOS (9). Nos décou-
vertes chez la souris femelle ayant eu une simulation d’ova-
riectomie pour laquelle Uinhibition sélective de la nNOS par le
7-nitroindazole augmentait le tonus uréthral est en accord
avec ces deux études.

Nous montrons ici que des doses gestationnelles d’cestradiol
diminuaient ’expression uréthrale de la nNOS, aboutissant
aux modifications profondes de la fonction et de la structure
vésicale. Parallelement a la modulation de 'expression de la
nNOS, Ueestradiol peut aussi indirectement diminuer [’activité
NOS en générant une production uréthrale d’inhibiteurs endo-
génes de NOS tels que le N®-monomethyl-L-arginine et le N°,
NCdimethyl-L-arginine (20). Des études chez I’homme ont
montré que les inhibiteurs endogénes de NOS ont un role phy-
siopathologique dans certaines pathologies comme les artério-
pathies périphériques ou coronariennes (21, 22). En plus de la
modulation de la fonction urétrale ou de ces conséquences,
Ucestradiol a un effet important sur le réservoir vésical. En
effet, il peut induire une hypertrophie du détrusor (23) ou
réduire la densité en récepteurs muscuraniques (24) confor-
mément a ’amélioration significative des symptomes d’hype-
ractivité vésicale de la femme ménopausée (25).

Dans ’ensemble, en diminuant U’expression et ’activité de la
nNOS et en augmentant la concentration locale d’inhibiteurs
de la NOS, Ucstradiol a des taux gestationnels peut locale-
ment perturber la production de NO, conduisant a une aug-
mentation du tonus uréthral. Cela pourrait expliquer l’aug-
mentation progressive du tonus uréthral et ’absence relative
d’incontinence urinaire d’effort pendant la grossesse (3) et
suggére un effet bénéfique des cestrogenes dans l’incontinen-
ce postménopausique.

Cet effet n’a pas été observé avec des doses sériques physio-
logiques d’estradiol, conformément a ’absence rapportée
d’efficacité sur 'incontinence urinaire de la supplémentation
estrogénique a des taux correspondant a ceux de Ucestrus (7,
8). Cette discordance entre les taux physiologiques et gesta-
tionnels d’cestradiol a été précédemment rapportée par notre
équipe dans d’autres situations, comme la prévention de ’a-
thérosclérose (15) et la modulation des cellules natural killer
T (26).

Cette étude a aussi confirmé Uimpact de doses élevées
d’cestradiol sur la fonction rénale et sur l’expression rénale de
la nNOS. En effet, chez les animaux traités par cestradiol, la
production d’urine (somme du volume uriné et du volume
résiduel) était augmentée, rappelant les travaux de Carlberg
(27) qui a montré que la supplémentation par des doses éle-
vées d’estrogénes augmentait le volume d’urine produit en
diminuant l’osmolalité. De plus, cela était sous l'influence de
’inhibition de la nNOS, confirmant [’observation d’Alexander
(28) chez la rate enceinte, qui a montré que les variations
hémodynamiques rénales étaient liées a ’expression rénale
de l'isoforme inductible de la NOS et de la nNOS.

En ce qui concerne les animaux ovariectomisés, la production
d’urine était brusquement réduite par Uinhibition de la nNOS
(347 vs 190 pl ; p = 0,016), tandis qu’aucun effet significatif
n’a été observé chez les animaux ayant eu une simulation
d’ovariectomie, suggérant que le réle de la nNOS était plus
important apres castration. Récemment, Yamaleyeva (29) a
observé dans le cortex et la médullaire de rats hypertensifs
que l’ovariectomie augmentait ’ARNm de la nNOS, mais dimi-
nuait UARNm de U’eNOS, suggérant que l’augmentation de
’expression de la nNOS rénale constituait un mécanisme com-
pensatoire a la réduction induite par la castration de ’eNOS
rénale. Cela est en accord avec l'observation présente d’un
effet plus profond de Uinhibition aigue de la nNOS chez les
animaux ovariectomisés par rapport aux animaux ayant eu
une simulation d’ovariectomie.

Une découverte importante est que pour avoir un effet clini-
que sur le tonus uréthral, la supplémentation en cestradiol
doit permettre d’obtenir des taux gestationnels au niveau de

Uurethre. De tels taux pourraient étre obtenus par une admi-
nistration transvaginale qui, comme ’a montré une revue de
la Cochrane Library ayant inclus 16 essais comprenant 2 129
femmes, a un effet positif sans effets secondaires sur la sé-
cheresse et l’atrophie vaginale (30). Une autre voie serait de
recourir a des modulateurs sélectifs des récepteurs aux estro-
genes (SERMs), développés pour reproduire certains mais pas
tous les effets de l’cestradiol. L’identification de nombreux
coactivateurs et corépresseurs modulant la fonction des ré-
cepteurs et la production de deux sous-types de récepteurs
aux cestrogénes attestent de la complexité potentielle avec
laquelle les SERMs peuvent produire des réponses spécifiques
dans divers tissus (31). Contrairement a leurs effets sur le
métabolisme osseux, les SERMs ne semblent pas avoir un effet
de classe sur le bas appareil urinaire (32) et les modeles ani-
maux que nous rapportons pourraient étre d’une grande utili-
té dans le développement préclinique d’« uroSERM », concus
pour profiter de la modulation du tonus urétral par les cestro-
genes.

Conclusion

Le traitement au long cours avec des doses élevées d’cestra-
diol augmente le tonus uréthral et diminue ’expression de la
nNOS au niveau de Uurétre. Ce mécanisme explique l’aug-
mentation physiologique du tonus uréthral pendant la grosses-
se. Il suggére un effet bénéfique de la délivrance locale
d’cestrogénes a doses gestationnelles ou d’uroSERM dans le
traitement de U’incontinence urinaire postménopausique.
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