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- AVANT PROPOS -

« La liberté n'est pas I'absence d'engagement, mais la capacité de choisir »
Paulo Coelho

J’ai pris la liberté¢ dans ce mémoire de faire certains choix que j’explique ici :

- La vasopressine ou hormone antidiurétique doit son double nom a ses deux effets
principaux : effet vasopresseur et effet antidiurétique. Bien que le terme « hormone
antidiurétique » soit plus approprié¢ dans un travail portant sur la concentration de I’urine, j’ai
choisi d’employer ici le terme « vasopressine » qui prévaut maintenant dans la quasi-totalité

de la littérature scientifique.

- Chez la plupart des mammiféres, la vasopressine est de I’arginine-vasopressine
(AVP), sauf chez les suidés qui ont de la lysine-vasopressine (LVP). Jusqu’a ce que la
vasopressine synthétique soit disponible, la principale source de cette hormone provenait de
neurohypophyse de porc, donc était de la LVP. Mais maintenant 1’arginine-vasopressine est
presque exclusivement utilisée. Donc lorsque je parle de vasopressine dans ce mémoire, il
s’agit de I’arginine-vasopressine. Toutefois, j’ai décidé d’utiliser I’abréviation AVP tres

largement répandue dans la littérature, bien que VP pourrait suffire.

- Sauf mention particuliére, j’ai exprimé nos résultats en moyenne + erreur standard de
la moyenne (ESM) et fixé le seuil de significativité a p < 0,05. Le type d’analyse statistique
effectué est précisé sous chaque tableau ou figure.

- Il s’agit d’une thése sur articles. Dans les parties de résultats qui ont fait I’objet d’une

publication (1%, 3*™ et 4°™ parties), j’ai décidé de ne pas répéter la bibliographie déja citée

dans I’article publié.
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- INTRODUCTION -

L’hypertension artérielle représente un probléme majeur de santé publique car elle est
a ’origine de nombreux accidents vasculaires cérébraux, cardiaques et rénaux, et d’une
mortalité accrue. A c6té des facteurs liés aux anomalies du systéme vasculaire lui-méme, il
est maintenant bien compris qu’un défaut d’excrétion du sodium, et donc généralement un

dysfonctionnement rénal, est a 1’origine de certaines formes d’hypertension artérielle.

La vasopressine est une hormone qui joue un role essentiel dans la conservation de
I’eau en permettant de concentrer les solutés excrétés dans 1’urine. En fait, elle a deux effets
majeurs, un effet antidiurétique et un effet vasoconstricteur. L’idée que la vasopressine
puisse jouer un réle dans le controle de la pression artérielle a été fréquemment avancée en
raison de son puissant effet vasoconstricteur bien démontré in vitro, mais les nombreux
travaux explorant cette hypothése in vivo n’ont pas été concluants. Par contre, peu de travaux
ont été consacrés au fait que la vasopressine puisse contribuer a 1’hypertension artérielle

d’une maniére indirecte, par ses effets sur le rein.

Mon travail de thése a été spécialement consacré a ce sujet. La vasopressine est restée
longtemps difficile & doser et il existe peu de données sur les taux de cette hormone sur de
grands effectifs. Cependant, il est possible d'évaluer indirectement ses effets en considérant
le débit urinaire : un débit faible suggére un effet de la vasopressine plus intense. Dans le but
de mieux caractériser le r6le de la vasopressine dans le contr6le de la pression artérielle par
son action sur le rein, nous avons entrepris deux séries de travaux complémentaires menés en
parallele :

1°) des études expérimentales chez le rat vigile visant a dissocier les effets médiés par
les deux principaux types de récepteurs Vla (responsables de 1’effet vasopresseur) et V2
(responsables de I’effet antidiurétique), sur I’excrétion d’eau et des solutés ;

2°) des études utilisant des données cliniques destinées a évaluer, chez I’Homme, les
relations entre débit urinaire (ou concentration de 1’urine) et excrétion sodée d’une part et

pression artérielle d’autre part.
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L’introduction de cette thése comporte trois sections : la premiére rappelle des notions
générales de physiologie rénale, la deuxieme est consacrée a la vasopressine et a ses effets
physiologiques, et la troisiéme fait état des relations connues entre 1’excrétion d’eau et de

sodium et la pression artérielle.
Trois articles originaux ont été publiés et sont inclus dans cette these. C’est pourquoi
elle ne comporte pas de partie ‘Matériels et méthodes’ commune a I’ensemble des travaux

réalisés.

Les résultats de mon travail de these sont organisés en cinq parties. La premiére partie

a ¢t réalisée chez le rat et est consacrée a 1’é¢tude de I’influence de la vasopressine sur
I’excrétion sodée. Les trois parties suivantes sont des études rétrospectives réalisées chez
I’homme, dont ’une est consacrée aux relations entre débit urinaire et excrétion de sodium

(deuxieme partie), et les deux autres aux différences de concentration urinaire selon 1’origine

ethnique (troisieme partie) et selon le sexe (quatrieme partie). Enfin, la cinquiéme partie des

résultats concerne 1’étude des relations entre urine et pression chez des sujets présentant un

syndrome métabolique.

Pour finir, une discussion générale intégre I’ensemble des résultats observés au cours

de cette thése.
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1. RAPPELS DE PHYSIOLOGIE RENALE

1.1. Architecture générale du rein

Chez les mammiferes, le rein a une fonction et une organisation complexes,
comprenant un réseau vasculaire trés développé et un grand nombre d’unités fonctionnelles,
les néphrons (environ 1 million de néphrons par rein chez I’Homme et 30 000 néphrons par
rein chez le rat). L’examen macroscopique d’un rein de rat - apres injection de silicone blanc
dans D’artére rénale et coupe longitudinale - permet de voir cette vascularisation et de
distinguer deux zones (Figure 1) :

- le cortex, situé en périphérie du rein, sous la capsule,

- la médulla, subdivisée en médulla externe (comprenant une zone externe, OS = outer
stripe, et une zone interne, IS = inner stripe) et médulla interne, et qui se termine en une

« papille » de forme conique.

Figure 1 : Photo d’une coupe longitudinale de rein de rat

Cette photo est celle d’un rein dont la vascularisation artérielle a été injectée avec du silicone
blanc et le tissu rénal a ensuite été rendu transparent par imprégnation dans le
méthylsalicylate. On distingue ainsi les irrigations spécifiques du cortex (C) et des

différentes zones de la médulla : externe (ME) et interne (MI).
Photo Lise Bankir
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Les néphrons (Figure 2) sont constitués de deux parties successives, le glomérule et le
tubule rénal.

Le glomérule (n°1 sur la figure 2) est formé par un peloton de capillaires entoures par
une capsule conjonctivo-épithéliale appelée capsule de Bowman. L’ensemble des glomérules
permet chez ’Homme la filtration d’environ 180 litres de plasma par jour. Chaque
glomérule se poursuit au péle urinaire par un tubule rénal formé de cellules épithéliales et
entouré d’un réseau de capillaires péritubulaires trés important. Ce tubule rénal comprend :

- un tubule proximal contourné (n°2) puis droit (n°3),

- un segment gréle descendant (n°4) et (pour les néphrons a anse longue) un segment
gréle ascendant (n°5),

- un tubule distal droit (n°6), appelé aussi segment large ascendant, puis un tubule
distal contourné (n°8).

Les structures n°3, 4, 5 et 6 réunies forment une structure en épingle a cheveux
appelée anse de Henle. 11 existe deux types d’anse de Henle (courte et longue) et on
distingue donc les néphrons a anse courte et a anse longue (Figure 2). Ils ont des
caractéristiques fonctionnelles différentes, mais qui n’ont pas été prises en considération

dans ce travail de thése.

Chaque tubule contourné distal se poursuit par un tubule connecteur (n°9) qui se jette
dans un canal collecteur (CC) (n°10, 11 et 12). Les CC confluent les uns avec les autres
pour devenir de plus en plus larges a mesure qu’ils s’enfoncent dans le rein et ils débouchent
finalement dans le pelvis. Cette position finale donne au CC une importance tout a fait
particuliére. En effet, tout échange de solutés entre lumiére et plasma dans cette partie du
néphron ne pourra pas étre compensé a court terme par un autre segment et donc retentira
directement sur la composition de 1’urine. Ces CC sont bordés par deux types de
cellules épithéliales, les cellules principales et les cellules intercalaires, qui différent par
leur morphologie et leur fonctionnalité. Toutes les cellules épithéliales du néphron, liées
entre elles par des jonctions serrées, sont polarisées et comportent une membrane apicale du
coté de la lumiére tubulaire, et une membrane basolatérale du c6té des liquides
extracellulaires. Ces deux membranes n’ont pas les mémes propriétés et contiennent des
transporteurs différents, ce qui permet d’assurer des transports unidirectionnels de

différentes molécules entre lumiere et plasma ou vice versa.
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Figure 2 : Structure d’un néphron a anse longue (a gauche) et d’un néphron a

anse courte (a droite)

Les glomérules et les tubules contournés proximaux et distaux sont situés dans le cortex, et
les anses de Henle et les canaux collecteurs cheminent en parallele et forment la médulla.

1: glomérule; 2: tubule proximal contourné; 3: tubule proximal droit; 4: branche mince
descendante; 5: branche mince ascendante; 6: branche large ascendante; 3, 4, 5, 6: anse de
Henle; 7: macula densa; 8: tubule contourné distal; 9: canal connecteur; 10: canal collecteur

cortical; 11: canal collecteur de la médulla externe; 12: canal collecteur de la médulla interne

Figure reproduite de [56]
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1.2. Etapes de formation de I'urine

1.2.1. Filtration glomérulaire

Le processus de formation de 1’urine commence par une ultrafiltration du plasma
(environ 180 litres par jour chez ’Homme) au niveau des capillaires du glomérule, qui ne
laissent passer que les molécules de faible poids moléculaire. Cette ultrafiltration
glomérulaire produit une « urine primitive » qui a approximativement la méme composition
ionique que le plasma, mais qui est dépourvue de cellules sanguines et de macromolécules.
L’urine primitive passe ensuite dans les tubules rénaux ou elle va subir des changements de

composition pour devenir 1’urine finale.

1.2.2. Réabsorption et sécrétion tubulaires

L’une des modifications de la composition de 1’urine primitive est due a la
réabsorption tubulaire d’eau et de certains solutés de la lumiére tubulaire vers les
capillaires péritubulaires. Ce transport a travers les cellules épithéliales qui tapissent les
tubules rénaux permet la conservation de substances essentielles pour le bon fonctionnement
de I’organisme. Un grand nombre d’entre elles, comme le glucose et les acides aminés par
exemple, sont réabsorbées exclusivement par le tubule proximal, tandis que d’autres, comme

I’eau et le sodium, sont réabsorbées aussi a des sites plus distaux du néphron.

Parallélement a la réabsorption tubulaire, la composition de 1’urine primitive peut étre
modifiée par I’ajout de certains solutés des capillaires péritubulaires vers la lumiere. Cette
sécrétion tubulaire permet notamment d’éliminer de fagon plus efficace certains composés

et donc de maintenir leur taux plasmatique a un niveau plus bas.

12.3. Dilution et concentration de 'urine

Dans les conditions de vie normale, I’osmolalité plasmatique de ’Homme et de la
plupart des mammiféres est précisément maintenue entre 290 et 300 mosm/kg H,0, quels
que soient les apports et les excrétions d’eau et de solutés. Le maintien de cette valeur

dépend essentiellement de la capacité du rein a réguler indépendamment 1’élimination de
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I’eau et des solutés. De plus, I’osmolalité urinaire de I’Homme se situe le plus souvent entre
250 et 800 mosm/kg H,0. Cette variabilité de pression osmotique de I’urine est rendue
possible grace a la capacité du rein soit a diluer I’urine (ce qui permet d’excréter un exces
d’eau sans perdre de solutés) soit a concentrer des solutés dans I’urine (ce qui permet
d’excréter ces solutés en économisant de 1’eau). Ces fonctions d’excrétion sélective de I’eau
ou des solutés existent, d’une part grace a 1’architecture particuliére du rein, mais surtout
grace a la combinaison de plusieurs effets de la vasopressine sur cet organe (que nous

décrivons paragraphe 2.5. de la partie ‘Introduction’).

1.3. Transport du sodium et du potassium le long du néphron

Chaque jour, environ 25000 mmol de sodium plasmatique sont filtrés par les
glomérules et 99 % de ce sodium est réabsorbé tout le long du néphron par des transporteurs
et échangeurs segment-spécifiques (Figure 3). Les proportions de réabsorption varient d’un
segment a 1’autre. On estime approximativement que 70 % de sodium sont réabsorbés dans
le tubule contourne proximal, 24 % dans la branche large ascendante de 1’anse de Henle et
dans le tubule contourné distal, et moins de 6 % dans le CC. Finalement environ 1 % du

sodium filtré est excrété dans 1’urine [43].

Bien que la réabsorption de sodium dans le CC soit quantitativement peu importante,
elle joue un role essentiel car elle représente 1’ajustement final de la quantité de sodium qui
sera ¢liminé de I’organisme par voie urinaire. Dans ce segment, le transport de sodium a lieu
dans les cellules principales, et ’entrée apicale est assurée par le canal sodium épithélial
amiloride sensible, I’ENaC, et la sortie basolatérale, par la pompe Na-K-ATPase [43]. Cette
derniére est toujours en large exces et assure un pompage permanent de sodium hors des
cellules. Le facteur limitant la réabsorption distale de sodium est donc I’ENaC. Il est
composé de trois sous-unités (alpha, béta et gamma) qui s’assemblent pour former le canal
fonctionnel. Son activité est notamment régulée par deux hormones, I’aldostérone et la

vasopressine (voir paragraphe 2.5. de la partie ‘Introduction’) [88].
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La concentration plasmatique du potassium est extrémement bien régulée autour de
4,5 mmol/l. Tout le potassium plasmatique qui arrive au glomérule rénal est filtré, puis la
plus grande partie (90 %) est réabsorbée au niveau du tubule proximal et de I’anse de Henle.
L’excrétion finale de cet ion dépend principalement de la sécrétion active qui a lieu dans le

CC. Elle est en grande partie régulée par 1’aldostérone [75].
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Figure 3 : Pourcentage de sodium réabsorbé dans les différents segments du

néphron

CC: canal collecteur; ENaC: canal sodium épithélial; IS et OS: zone interne et zone externe
de la médulla externe rénale, respectivement; NCC: cotransporteur Na-Cl; NHEj3: échangeur
sodium/proton; NKCC,: cotransporteur Na-K-2Cl; TCD et TCP: tubule contourné distal et

proximal, respectivement
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1.4. Composition de I'urine par rapport au plasma

Les quantités des différents solutés dans 1’urine sont trés inégales et la concentration
de chacun d’eux dans ’urine par rapport au plasma est également tres différente (Figure 4).
Pour des sujets consommant un régime alimentaire de type occidental, on constate les faits

suivants [12].

- L’urée, qui a une concentration plasmatique assez faible (6 % des solutés
plasmatiques totaux), est le soluté majoritaire de 1’urine (presque 50 %). Elle est donc
beaucoup plus concentrée dans I'urine que dans le plasma, comme le montre le rapport U/P

(Figure 4).

- Le sodium et le chlore, qui sont les solutés principaux du plasma (80 % des solutés
totaux), sont souvent plus dilués dans I’urine que dans le plasma et ne représentent que 35 %

des solutes urinaires.
- Le potassium a une concentration assez basse dans le plasma mais, méme s’il ne

représente qu’une petite fraction des solutés urinaires (environ 10 % des solutés urinaires

totaux), il est 12 fois plus concentré dans 1’urine que dans le plasma (Figure 4).
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CONCENTRATION

Plasma Urine U/P EXCRETION
{mmol/1) {mmol /1) (mmol/j)
Total e - 296 590 1,99 825
600 — Autres
solutés
500 -
400 Urée S 380
300 NH4 300 e 28
200 K 12 ............. 70
100 - Na+Cl 0658 o 200
0

Figure 4 : Proportion des différents solutés dans le plasma et dans 1’urine chez

des sujets normaux

U/P: rapport des concentrations dans 1’urine et dans le plasma

Figure reproduite de [12]
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1.5. Définition de certains concepts de physiologie rénale

- Le débit urinaire (V), ou diurése, est un volume d’urine produit par unité de temps,
exprimée en | ou ml par unité de temps. On peut considérer aussi que c’est I’excrétion d’eau

par unité de temps.

- L’osmolalité est la quantité, dissoute dans un kg d’eau, de substances osmotiquement
actives, c'est-a-dire capables d’attirer de I’cau a travers une membrane « semi-perméable »
(perméable uniquement a 1’eau). Elle est exprimée en osm/kg H,O ou mosm/kg HO.
L’osmolalité de doit pas étre confondue avec 1’osmolarité, qui est exprimée /I H,O. Chez les
mammiferes, 1’osmolalité plasmatique (Posm) €st tres précisément maintenue autour de
295 + 5 mosm/kg H0O, tandis que 1’osmolalité urinaire (Ugsm) @ une fourchette de valeurs
beaucoup plus large :

» chez ’'Homme, Uy peut varier entre 70 et 1200 mosm/kg H-0,

» chez certains rongeurs, le rein présente des adaptations qui permettent
d’atteindre des valeurs beaucoup plus élevées (3000 mosm/kg H,O chez le rat,
4500 mosm/kg H,O chez la souris, et jusqu’a 8000 mosm/kg H,O chez certains

rongeurs adaptés a la vie en milieu désertique) [10].

- La concentration d’un soluté dans I’urine (Usyui) est exprimée en mmol/l ou
pumol/l, et doit bien étre distinguée de 1’excrétion urinaire d’un soluté (Exc soluté), qui est
exprimée en mmol (ou umol) par unité de temps. En fait, I’excrétion d’un soluté se calcule

en multipliant sa concentration dans 1’urine par le débit urinaire :

Il faut noter que tous les solutés sont dissous dans un méme volume urinaire a un
temps donné. Donc si I’excrétion d’un soluté entraine le rein a augmenter le débit urinaire
(car le rein ne peut pas le concentrer suffisamment), cela entrainera une plus grande dilution

de tous les autres solutés.
Chez un méme individu sain, 1I’excrétion urinaire de la plupart des solutés est variable

au cours du nycthémeére (I’excrétion de Jour est généralement supérieure a celle de Nuit)

mais aussi d’un jour sur I’autre selon les apports alimentaires [97]. Par contre, I’excrétion de
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la créatinine (déchet azoté provenant de la dégradation de la protéine musculaire, la créatine)
subit peu de fluctuations que ce soit au cours du nycthémére ou au fil des jours [97]. Ainsi
son excrétion est un bon indice pour identifier les recueils d’urine douteux (recueil

incomplet, recueil sur une période plus longue que celle demandée...).

- En conditions normales, la créatinine est librement filtrée au niveau du glomérule et
elle est ni réabsorbée, ni sécrétée le long du néphron. La clairance rénale de la créatinine
(Ccreat) €St donc un bon index de la filtration glomérulaire chez des sujets ne présentant pas

d’insuffisance rénale. Elle est calculée selon la formule suivante :
Ccréat = (Ucréat X V) / F)créat

Peréat €0 Ucrsar SONt respectivement les concentrations plasmatique et urinaire de
créatinine. Pour un individu sain de 70 kg, la clairance de la créatinine est d’environ

125 + 15 ml.min™.1,73 m™,

- Par définition, la clairance d’une substance est la quantité de plasma débarrassée de
cette substance par unité de temps. Pour I’eau, on parle souvent de clairance d’eau libre,
mais ce terme est impropre. On peut considérer qu’il s’agit en fait de la différence entre deux
clairances :

» Le débit urinaire (V) représente la quantité d’eau soustraite au plasma, donc la
clairance de I’eau « totale ».

» La quantité d’eau nécessaire pour entrainer les solutés dans 1’urine a une
osmolalité égale a celle du plasma, donc la clairance de I’eau « liée », est

égale a la clairance osmolaire :
Cosm = (Uosm X V) / Posm

La clairance de I’eau dite « libre » d’osmoles (CH,0) est la différence des deux :
CHZO = V - Cosm

Lorsque I’urine est iso-osmotique, la clairance des osmoles est égale au debit urinaire

et le rein ne réabsorbe ni n’excréte d’eau libre. Lorsque l’urine est diluée ou hypo-
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osmotique, le rein élimine de 1’eau libre, alors qu’au contraire, lorsque 1’urine est concentrée

ou hyperosmotique, il en conserve. On parle alors de réabsorption d’eau libre (T°H,0) :
TCHZO =- CHZO = Cosm = V

Le calcul de ces deux paramétres, CH,O et T°H,O, permet donc de quantifier les
transferts d’eau non liée aux solutés osmotiquement actifs et de caractériser de fagon précise

1’état de dilution ou de concentration de 1’urine (Figure 5).

Eau libre excrétée

= CH0 Eau libre réabsorbée
= TH,0
{ » Y
Clairance
osmolaire
Uosm = Cosm UOSm £ COSm Uosm & Cosm
CH,0=0 CH,0>0 CH,0<0
Urine iso-osmotique Urine hypo-osmotique Urine hyperosmotique

Figure 5 : Schéma illustrant le concept d’eau libre excrétée ou réabsorbée

L’eau libre excrétée (CH20) est la quantité d’eau qu’il faudrait soustraire a I’urine pour la
rendre iso-osmotique au plasma. L’eau libre réabsorbée (T°H,0) est la quantité d’eau qu’il
faudrait ajouter a I’urine pour la rendre iso-osmotique au plasma.

Cosm: clairance osmolaire; Ugsm: osmolalité urinaire

Figure reproduite de [6]

- Le gradient transtubulaire de potassium (TTKG) permet d’évaluer la
concentration relative du potassium dans 1’urine par rapport a celle des autres osmoles et

donc refléte I'intensité de la sécrétion de potassium [115]. Il est égal a :

TTKG = (Uk / Pk) / (Uosm / Posm)
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2. LA VASOPRESSINE, DETERMINANT PRINCIPAL DE LA BALANCE
HYDRIQUE

2.1. Séquence des acides aminés

La vasopressine est une hormone peptidique de masse moléculaire égale a 1083 g/mol.
Elle comporte neuf acides aminés dont deux cystéines (en position 1 et 6) reliées par un pont
disulfure, ce qui stabilise sa structure tridimensionnelle. Elle a une structure proche de
I’ocytocine puisque ces deux hormones ne different que par deux acides aminés. La
séquence des acides aminés de la vasopressine, découverte par du Vigneaud dans les

années 50 [108], est représentée ci-dessous (Figure 6) :

1 2 3 4 5 6 7 8 9
NH: - Cys - Tyr - Phe - Glu - Asp - Cys - Pro - L Arg - Gly - COOH

Figure 6 : Séquence des acides aminés de la vasopressine

La vasopressine et 1’ocytocine ne différent que par deux acides aminés sur neuf. L’ocytocine
comporte en position 3, une isoleucine a la place de la phénylalanine et en position 8, une
leucine a la place de I’arginine. Cette parenté chimique fait qu’a fortes doses, 1’ocytocine
peut avoir des effets vasopressinergiques, comme la vasopressine peut avoir des effets

ocytociques.

Cette séquence est retrouvée chez la plupart des mammiferes, sauf chez les suidés ou
I’arginine en huitiéme position est remplacee par une lysine, d’ou les abréviations AVP et
LVP.
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2.2. Synthése centrale et périphérique et métabolisme enzymatique

La vasopressine, comme 1’ocytocine, est essentiellement synthétisée dans les neurones
dits « magnocellulaires » des noyaux supraoptiques et paraventriculaires de 1’hypothalamus
sous forme d’une préprohormone (incluant un peptide signal, une molécule de vasopressine,
une molécule de neurophysine Il et un glycopeptide). Elle est ensuite transportée dans les
axones de ces neurones, via la tige pituitaire, jusqu’a I’hypophyse postérieure. Durant cette
migration, les différentes molécules qui composent la préprohormone sont separées par
clivage enzymatique, libérant ainsi la vasopressine qui est finalement stockée dans la
neurohypophyse. L’hormone est relarguée dans la circulation sanguine par exocytose sous
I’influence de stimuli osmotiques ou volumiques (voir paragraphe suivant) [17]. Une partie
des axones des neurones vasopressinergiques ne suivent pas la tige pituitaire mais se
projettent dans diverses aires cérébrales et permettent ainsi le relargage de vasopressine
directement dans le systeme nerveux central via des stimuli encore mal identifiés. Toutefois,
on sait déja que le role de I’hormone y est essentiel puisque avec I’ocytocine, elle module
certaines fonctions neurobiologiques et comportementales, telles que la meémoire, la

thermorégulation et le contréle de processus adaptatifs, sociaux et sexuels.

En plus de cette synthése centrale, la vasopressine est aussi synthétisée localement,
mais en quantité beaucoup plus faible, dans des tissus périphériques tels que 1’ovaire, le
testicule, la glande surrénale [24], le cceur et les vaisseaux [95]. La vasopressine doit
probablement réguler 1’activité de ces tissus de facon paracrine—autocrine et sa production

Nn’est pas sous I’influence des stimuli qui agissent sur la neurohypophyse.

La concentration plasmatique de vasopressine (Pave) est déterminée par la différence
entre ses taux de sécrétion et d’élimination (soit par dégradation enzymatique, soit par
clairance rénale). Chez I’Homme sain et la majorité des animaux expérimentaux normaux, la
Pavp a I’état normal est souvent proche, voire inférieure, de la limite de détection de la
plupart des dosages actuels (qui est autour de 0,3 pg/ml). Donc de petites variations, mais
fonctionnellement significatives, de Payvp dans des proportions physiologiques peuvent rester
indétectables. En fait, la vasopressine est souvent mesurée directement dans 1’urine car d’une
part, elle est 50 a 100 fois plus concentrée dans les urines que dans le plasma (environ

50 pg/ml d’urine chez ’'Homme et 120 pg/ml chez le rat) et d’autre part, il a été montré que
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I’excrétion urinaire de vasopressine est proportionnelle aux valeurs plasmatiques quand

I’excrétion osmolaire reste stable [81].

Sa demi-vie est de quelques minutes, mais son taux de clairance métabolique peut
varier d’un facteur 2 a 3 entre les individus. Bien que de nombreux tissus aient la capacité
d’inactiver la vasopressine in vitro, elle est métabolisée in vivo exclusivement au niveau du
rein et du foie. La vasopressine est aussi éliminée en grande partie par filtration glomérulaire

puis excrétion urinaire.

2.3. Sécrétion dépendante de deux stimuli principaux

La libération de vasopressine par la neurohypophyse dans le sang est sous le controle

de deux stimuli principaux.

1°) Le stimulus le plus important est une augmentation de I’osmolalité plasmatique.

Cette régulation s’exerce par des osmorécepteurs localisés dans 1I’hypothalamus.

2°) La sécrétion de vasopressine est aussi stimulée par une réduction de la volémie et
de la pression artérielle. Ces variations sont détectées par des volorécepteurs situés au
niveau des oreillettes et des barorécepteurs carotidiens. L hypovolémie, responsable d’une
hypotension, provoque une sécrétion de vasopressine, tandis qu’une hypervolémie entraine

une baisse de sécrétion.
Il est important de noter que la sécrétion de vasopressine est beaucoup plus sensible a

des changements d’osmolalité plasmatique qu’a des variations de volémie [31], comme

illustré ici en Figure 7.
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Figure 7 : Stimuli osmotique et volémique responsables de la sécrétion de

vasopressine chez le rat

En abscisse se trouve I’augmentation d’osmolalité plasmatique (points blancs) ou la
diminution de volémie (points noirs), exprimées en pourcentage des valeurs normales. Notez
que la Pavp (plasma AVP) augmente proportionnellement avec 1’osmolalité plasmatique et
exponentiellement avec la volémie.

- Les situations @ et @ correspondent a une stimulation osmotique faible ou modérée. Il
s’agit de la situation la plus courante que 1’on retrouve dans la vie de tous les jours.

- La situation ® correspond a un état de stress osmotique, comme par exemple une
déshydratation moderée. La Payp peut atteindre 20 pg/ml.

- Apres une forte réduction du volume des fluides extracellulaires, la Payp peut atteindre des

valeurs tres élevées allant jusqu’a 50 pg/ml (@).

Figure reproduite de [7] (adaptée de [31])
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- La Pavp s’éléve proportionnellement a 1’osmolalité plasmatique (situations ©, @ et
®). Une augmentation d’osmolalité plasmatique de seulement 0,5 %, soit environ 1,5
mosm/kg H,O, peut faire doubler la Pavp. Lors de forts stress osmotiques, la Pavp peut

atteindre des valeurs allant jusqu’a 20 pg/ml (®).

- Par contre, la réponse aux changements volume-pression est exponentielle. Ainsi, on
considere que les modifications de volume et de pression doivent étre assez importantes,
c'est-a-dire d’au moins 10 %, pour influencer significativement la sécrétion de vasopressine.
Dans des situations extrémes, comme par exemple une hémorragie faisant baisser le volume
plasmatique de 20 a 30 %, le taux de vasopressine peut atteindre des valeurs beaucoup plus

¢levées qu’apres une stimulation osmotique (®).

La sensibilité des osmorécepteurs n’est pas la méme pour tous les solutés. Le sodium,
qui est I’osmole plasmatique majoritaire, est le soluté qui stimule le plus la sécrétion de
vasopressine. Le mannitol (administré expérimentalement) est aussi un puissant stimulant de
la sécrétion de vasopressine. Par contre, I'urée et le glucose stimulent cette sécrétion plus
faiblement pour un méme changement d’osmolalité (figure 4 dans [82]). D’autres substances
telles que la morphine ou la nicotine, ainsi que certaines situations telles que le stress,

I’anesthésie, la chirurgie ou des nausées, peuvent stimuler la sécrétion de vasopressine [17].

En plus de la vasopressine, la soif est aussi impliquée dans le maintien de I’équilibre
hydrique de I’organisme. Elle est également stimulée par une augmentation de 1’osmolalité
plasmatique, mais le niveau nécessaire pour la stimuler est légérement supérieur au seuil
osmotique de sécrétion de la vasopressine. Dans [82], Robertson considére qu’en moyenne
Posm doit étre supérieure a 290-295 mosm/kg H,O pour déclencher la soif (= seuil de la soif)
et 280-285 pour deéclencher la secrétion de vasopressine (= seuil de secrétion de
vasopressine). Mais ces valeurs sont trés variables d’un individu a ’autre et il arrive méme
que le seuil de la soif de certains sujets soit inférieur au seuil de sécrétion de vasopressine de
d’autres sujets (figure 3 dans [82]). Par contre, chez un méme individu, les deux seuils sont
géneralement peu variables. Comme dans la vie courante Posy, est précisément maintenue
autour de 295 £ 5 mosm/kg H,0, la vasopressine est constamment présente dans le sang et
exerce son effet antidiurétique (voir paragraphe suivant) tandis que la soif est percue

seulement de fagon discontinue et secondaire [82]. Ce systeme permet d’utiliser au

33



maximum le mécanisme d’antidiurése « inconscient » et évite de ressentir constamment la

sensation de soif.

2.4. Récepteurs et effets physiologiques de la vasopressine

2.4.1 Présentation des trois récepteurs de la vasopressine

A la fin des années 70, il a été établi que les deux effets principaux de I’hormone - la
vasoconstriction et I’antidiurése - étaient médiés par des voies de signalisation cellulaire
différentes : celle du calcium pour ’effet vasoconstricteur, et celle de I’AMPc pour ’effet
antidiurétique. C’est en se basant sur ces criteres que Michell proposa en 1979 de distinguer
deux types de récepteurs de la vasopressine [65] :

- les récepteurs de type 1, ou V1, impliqués dans la vasoconstriction,

- les récepteurs de type 2, ou V2, responsables de ’antidiurese.

Ces deux types de récepteurs ont été caractérisés sur le plan fonctionnel et
pharmacologique dans de nombreux tissus de plusieurs espéces de mammiferes. C’est ainsi
qu’il a été découvert un autre récepteur de la vasopressine dans les cellules de
I’adénohypophyse. 1l est fonctionnellement identique aux récepteurs V1, puisque la
vasopressine induit une activation de la voie calcique, mais sur le plan pharmacologique, les
antagonistes classiquement utilisés pour inhiber les récepteurs V1 n’ont qu’une tres faible
affinité pour ce récepteur de 1’adénohypophyse. Enfin, contrairement aux récepteurs V1, il
ne joue aucun rdle dans la vasoconstriction. C’est pour ces différentes raisons qu’il a été
proposé de distinguer deux sous types de récepteurs V1 : les V1a, responsables de I’effet

vasoconstricteur, et les V1b, localisés dans I’adénohypophyse [52].
- Les récepteurs Vla, V1b et le récepteur a I’ocytocine sont couplés a une protéine Gq,
qui, via la phospholipase C, conduit a la formation de diacylglycérol qui active les protéines

kinases C, et d’inositol triphosphate qui libére du calcium intracellulaire.

- Le récepteur V2 est couplé a une protéine Gs qui, via I’AMPc, conduit a I’activation

de la protéine kinase A.
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Finalement, les effets physiologiques associés a I’action de la vasopressine sur I’un de
ses récepteurs se traduisent par une augmentation du niveau de phosphorylation de protéines

spécifiques via le calcium ou I’activation de protéines kinases.

Les trois récepteurs de la vasopressine - V1a, V1b et V2 - ont été clonés il y a une
quinzaine d’années chez le rat (V1a [68] et V2 [60]) et chez ’'Homme (V1a [104], V1b [98]
et V2 [18]). lls sont similaires en taille et présentent une forte homologie de séquence entre
eux et avec le récepteur a 1’ocytocine. Ils appartiennent a la famille des récepteurs a sept
domaines transmembranaires, couplés aux protéines G, tout comme le récepteur a

I’ocytocine, pour lequel la vasopressine a une affinité nanomolaire.

2.4.2. Localisation des récepteurs et effets lors de la fixation de vasopressine

Les récepteurs V2 sont exprimés au niveau du rein [50, 73, 102] et notamment tout le
long du CC (sur la face basolatérale des cellules principales), ou la vasopressine augmente la
perméabilité a 1’eau. Ils sont également retrouvés dans la branche large ascendante de 1’anse
de Henle, ou I’hormone agit sur la réabsorption du sodium. Cet effet semble toutefois moins
important que celui sur le CC car 1°) il nécessite des quantités de vasopressine largement

supérieures et 2°) cet effet n’est retrouvé que chez certains rongeurs.

Plus récemment, des récepteurs V2 extrarénaux ont été mis en évidence. lls semblent
étre situés sur les cellules endothéliales [53, 63], qui, sous I’action de la vasopressine,
libérent du monoxyde d’azote (NO). Celui-ci induit une relaxation des cellules musculaires
lisses voisines, et donc une vasodilatation, qui a bien été caractérisée par une augmentation

du débit sanguin dans 1’avant-bras chez I’homme [101, 111].

Ces récepteurs sont également retrouvés localement dans le poumon feetal et adulte
[21, 36], ou la vasopressine joue un r6le important en réduisant la sécrétion des fluides

pulmonaires, notamment a la naissance.
Les récepteurs V1a sont présents dans les cellules musculaires lisses vasculaires, ou

la vasopressine, par ses effets vasoconstricteurs, peut influencer la pression artérielle [25,

103] et dans le cerveau ou la vasopressine est impliquée dans le contrdle de nombreuses
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fonctions  neurobiologiques ~ (mémoire,  comportement  social, reproduction,
thermorégulation...) [73, 78]. Ces récepteurs sont aussi présents dans les hépatocytes [68,
73] ou la vasopressine stimule la glycogénolyse, la gluconéogénése et I'uréogénese. Enfin,
ils sont également retrouvés au niveau du rein, et majoritairement dans les cellules
musculaires lisses des vasa recta, les cellules interstitielles de la médulla et dans les cellules
principales du CC cortical (sur la face luminale) [50, 73, 76, 102].

Les récepteurs V1b sont essenticllement localisés dans 1’adénohypophyse, ou la
vasopressine stimule la sécrétion d’hormone adrénocorticotropique (ACTH) [89], et dans de
nombreuses regions du cerveau ou ces récepteurs controlent différentes fonctions
physiologiques de la vasopressine (mémoire, comportement social, reproduction,
thermorégulation...) [49]. Ces récepteurs ont également été mis en évidence dans les ilots de
Langerhans du pancréas [38] ou une perfusion exogéne de vasopressine stimule la sécrétion

d’insuline [57] et de glucagon [120].

2.4.3. Principaux agonistes et antagonistes des récepteurs de la vasopressine

Depuis les années 70, une premicre génération d’agonistes et d’antagonistes
peptidiques de la vasopressine — analogues de structure de 1’hormone naturelle — ont été
synthétisés par Manning et Sawyer. Ils ont constitué d’excellents outils pharmacologiques
pour la classification des récepteurs de la vasopressine, pour leur spécificité et pour la
caractérisation de leur role. De plus, ces ligands, radio-marqués, ont permis de mieux
connaitre la distribution tissulaire de ces récepteurs. Mais leur utilité thérapeutique s’est
rapidement avérée limitée a cause 1°) de leur faible biodisponibilité, 2°) des différences

d’affinités inter-especes, et 3°) d’une activité agoniste partielle de certains antagonistes [3].

= (Cas particulier de la dDAVP, agoniste peptidique des récepteurs V2

La dDAVP ou 1-déamino 8-D-arginine vasopressine, connue aussi sous le nom de
desmopressine ou Minirin (Ferring, Suede), est un agoniste peptidique sélectif des
récepteurs V2. Elle a une masse moléculaire et une structure proches de celles de la
vasopressine (Figure 8 a comparer avec la Figure 6). Les deux modifications de la molécule

de dDAVP par rapport a la vasopressine ne modifient pas son affinité pour le récepteur V2,
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mais font trés fortement diminuer son affinité pour le récepteur V1a et augmentent sa

résistance a la dégradation.

La dDAVP présente I’avantage d’avoir une demi-vie biologique assez longue (5 fois
supérieure a celle de la vasopressine). C’est un agoniste trés sélectif des récepteurs V2 chez
le rat (activité antidiurétique 3 fois supérieure a celle de la vasopressine ; activité
vasoconstrictrice pres de 1000 fois plus basse). Chez I’Homme par contre, elle se fixe aussi

aux récepteurs V1b avec la méme affinité qu’aux récepteurs V2 [86].

1 2 3 4 5 6 7 8 9
H - Cys - Tyr - Phe - Glu - Asp - Cys - Pro - D Arg - Gly - COOH

. o

Figure 8 : Séquence des acides aminés de la ADAVP

La dDAVP, de masse moléculaire 1070 g/mol, différe de la vasopressine par I’absence du
groupement amine NH, terminal et par la substitution en position 8 de la L-arginine en D-

arginine.

Dans les années 90, les premiers antagonistes non peptidiques (donc résistants aux
enzymes digestives) des récepteurs de la vasopressine ont commencé a étre identifiés par
criblage a haut débit [1, 90-92, 116-119] (Figure 9). Comparés aux analogues peptidiques,
ces antagonistes non peptidiques 1°) ont une durée de vie biologique plus longue, 2°) ont
souvent une meilleure sélectivité (facteur d’au moins 50 entre ’affinité pour le récepteur
sélectionné et I’affinité pour les autres récepteurs de I’hormone), et surtout 3°) peuvent étre
administrés par voie orale [93]. Ils sont ainsi utiles pour approfondir les connaissances sur
les effets physiologiques de la vasopressine. De plus, grace a la vaste localisation des
récepteurs de la vasopressine et aux effets divers de cette hormone, ces antagonistes

constituent des outils thérapeutiques éventuels dans des pathologies tres diverses.
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Figure 9 : Historique de la recherche d’antagonistes non peptidiques des

récepteurs de la vasopressine
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=  Antagonistes de récepteurs V2

Plusieurs antagonistes non peptidiques des récepteurs V2 de structures différentes ont
été développés indépendamment par différents laboratoires pharmaceutiques :
» I’OPC-31260 (Otsuka, Japon) [118], remplacé ensuite par 1’OPC-41061, ou
tolvaptan (Otsuka, Japon) [116],
» le SR121463A, ou satavaptan (Sanofi-Aventis, France) [90],
> le VPA-985, ou lixivaptan (Wyeth-Ayerst, Etats-Unis) [1].

IIs agissent tous en se fixant de facon compétitive sur les récepteurs V2 de la
vasopressine, donc en bloquant I’action antidiurétique de I’hormone. Ainsi, ils augmentent
spécifiquement D’excrétion d’eau. C’est pourquoi, ces antagonistes sont aussi appelés
« aquarétiques ». Leur meécanisme d’action est trés différent de celui des diurétiques
classiques. En effet, les diurétiques agissent sélectivement sur des canaux membranaires
responsables du transport du sodium et seulement de fagon indirecte sur le transport d’eau
qui suit le transport de sodium. lls sont donc natriurétiques en premier lieu. La forte
augmentation de D’excrétion de sodium est accompagnée d’une augmentation d’excrétion
d’eau. Leur site d’action est lui aussi distinct car la plupart des diurétiques agissent sur des
segments du néphron plus proximaux tandis que les antagonistes agissent sur le dernier
segment, le CC, au niveau duquel s’effectue la régulation finale de 1’excrétion d’eau, de

sodium et de nombreux solutés.

Ainsi, cette nouvelle classe de molécules, qui agit sélectivement sur 1’eau, présente
donc un intérét thérapeutique tout particulier dans le traitement des hyponatrémies
d’étiologies diverses (syndrome de sécrétion inappropriée de vasopressine (SIADH),
insuffisance cardiaque, cirrhose) [42, 58, 74]. De nombreux essais cliniques ont été réalisés
ou sont en cours pour tester notamment [’efficacité et la tolérance de ces nouvelles

molécules dans ces pathologies.

Ces antagonistes des récepteurs V2 pourraient aussi avoir une indication dans le
traitement de la polykystose rénale (premiére cause d’insuffisance rénale), comme le
suggerent les résultats obtenus dans des mod¢eles animaux [107]. Chez I’Homme, le premier
essai clinique, appelé TEMPO (Tolvaptan Efficacy and safety in Management of Polycystic

kidney disease and its Outcome), est en cours.
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= Antagonistes de récepteurs V1a

Il existe deux antagonistes non peptidiques principaux pour le récepteur Vl1a : I’OPC-
21268 (Otsuka, Japon) [117] et le SR49059, ou relcovaptan (Sanofi-Aventis, France) [91].
Comme les récepteurs V1a sont notamment retrouvés dans les cellules musculaires lisses
vasculaires et dans le cerveau, on pourrait penser que ces antagonistes pourraient étre
bénéfiques dans des pathologies telles que 1’hypertension artérielle, I’insuffisance cardiaque
ou des desordres du systeme nerveux central. Mais actuellement aucun résultat significatif

n’a été trouvé pour ces pathologies [93].

=  Antagonistes de récepteurs VV1b

Le SSR149415 (Sanofi-Aventis, France) [92] est le seul antagoniste non peptidique
sélectif du récepteur V1b décrit a ce jour. Ce récepteur est retrouvé dans de nombreuses
régions du cerveau et le SSR149415 se révele intéressant dans le traitement de certains

désordres du systéme nerveux central, tel que le stress, I’anxiété et la dépression [92].

=  Antagonistes mixtes des récepteurs VV1a et V2

Le YMO87, ou conivaptan, connu aussi sous le nom commercial de Vaprisol®
(Yamanouchi, Japon) [119], est un puissant antagoniste non peptidique mixte inhibant a la
fois les récepteurs V1a et V2. Il a une affinité comparable pour les récepteurs V1a et V2 (Ki
de I’ordre de 0,5 et 3 nM pour les récepteurs Vla et V2 respectivement vs. > 100 000 nM
pour le récepteur V1b). Son activité antagoniste a notamment ét¢ décrite chez ’Homme,
chez le chien et chez le rat. Il a recu en décembre 2005 de la Food and Drug Administration
(FDA) aux Etats-Unis une autorisation pour des utilisations courtes par voie i.v. dans le

traitement des hyponatrémies [42, 58].
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2.5. Réle de la vasopressine dans la concentration de I'urine

Via ses récepteurs V2 situés sur la face basolatérale des cellules principales du CC, la

vasopressine participe au mécanisme de concentration de 1’urine par trois actions distinctes

(Figure 10).

1°) Elle augmente la perméabilité a I’eau de la membrane apicale tout le long du CC.
Cet effet dépend de I’insertion du c6té luminal de protéines membranaires formant des

canaux a eau, les aguaporines 2 (AQP2).

2°) Elle augmente la perméabilité a I’urée dans la partie terminale du CC (dans la

médulla interne), grace a I’activation des transporteurs d’urée luminaux UT-Al.

3°) Elle stimule la réabsorption du sodium dans le CC cortical et médullaire externe
en augmentant 1’activité de ’ENaC. En effet, une perfusion chronique de dDAVP chez le rat

augmente 1’abondance des ARNm des sous-unités béta et gamma [70] et 1’abondance des
protéines correspondantes [33]. Ce traitement chronique augmente aussi 1’intensité de la
réponse a une application ultérieure de dDAVP, comme cela a été montré par notre équipe
sur des CC isolés perfusés [70]. Cette réponse est bien ENaC-dépendante puisqu’elle est
inhibée par I’amiloride [70]. Cette action de la vasopressine sur I’ENaC est essentielle
puisque 1°) comme I’eau suit le sodium, ¢a entraine une réabsorption paralléle d’eau et 2°) la
quantité de sodium réabsorbée dans ce segment retentit directement et immédiatement sur la
quantité excrétée dans 1’urine (Figure 11). L’aldostérone, hormone dont la sécrétion dépend
de I’angiotensine II et des apports sodés, stimule aussi cette réabsorption du sodium. Son
mécanisme d’action est différent de celui de la vasopressine, et son temps de réponse plus
long (de I’ordre de 1’heure alors que celui de la vasopressine est de 1’ordre de la minute) et
moins rapidement réversible. Toutefois, il a été montré in vitro que les deux hormones

agissent en synergie sur la reabsorption de sodium [47].
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Figure 10 : Les trois actions de la vasopressine sur le canal collecteur

articipant au mécanisme de concentration de 1’urine
p p

- La réabsorption du sodium par le canal sodium épithélial (ENaC) ne peut avoir lieu que
dans le cortex et la partie externe de la médulla externe.

- L’effet de la vasopressine sur I’eau via les aquaporines 2 (AQP2) peut avoir lieu tout le
long du canal collecteur.

- L’effet de la vasopressine sur 1’urée via les transporteurs d’urée luminaux (UT-Al) a lieu
exclusivement dans la zone profonde de la médulla interne.

IS et OS: zone interne et zone externe de la médulla externe rénale, respectivement
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vasopressine sur le canal sodium épithélial (ENaC)

Les effets de la vasopressine sur I’ENaC sont loin d’étre négligeables puisqu’une
augmentation de I’activité de ’ENaC de seulement 10 % (ce qui fait passer la réabsorption
de sodium de 5 a 5,5 %) entraine une diminution de moitié de I’excrétion finale de sodium
(0,5 % au lieu de 1 %). Le CC étant la derniére partie du néphron, cet exces de réabsorption
ne peut étre compensé par une réduction de réabsorption en aval ; c’est pourquoi il retentit
directement sur 1’excrétion sodée.

CC: canal collecteur; IS et OS: zone interne et zone externe de la médulla externe rénale,

respectivement; TCD: tubule contourné distal; TCP: tubule contourné proximal
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Parallélement a ces actions VV2-dépendantes participant au mécanisme de concentration
de I'urine dans le CC, la vasopressine a aussi des effets via ses récepteurs Vla, localisés
dans les mémes cellules mais sur la face opposée. Lorsque I’hormone se fixe sur ces
récepteurs luminaux, la voie de signalisation dépendante du calcium se déclenche, induisant
la production de prostaglandines, qui stimulent la production de phosphodiestérases. Ces
derni¢res dégradent I’AMPc, ce qui conduit donc a atténuer les effets V2-dépendants
(Figure 12). Au niveau de la cellule du CC rénal, les effets de la vasopressine sur le sodium

sont trés bien établis. Mais nous verrons dans la premiére partie des résultats de cette thése

que ses effets in vivo n’avaient pas été clairement identifiés.

Différentes observations permettent de penser qu’il faut atteindre des taux de
vasopressine plus élevés pour induire ces effets VV1a que pour induire les effets V2 [7]. En
particulier, un faible pourcentage d’occupation des récepteurs V2 est déja capable d’induire
un effet maximum. D’autre part, les récepteurs étant situés sur des faces opposées des
cellules principales du CC, les effets Vl1a et V2 dépendent des concentrations de
vasopressine dans le plasma et dans le fluide circulant dans la lumiére du CC. Or on sait que
la vasopressine se concentre le long du néphron et qu’elle est nettement plus concentrée dans
I’urine que dans le plasma. Cependant, il est difficile de prédire quelle peut étre sa

concentration dans le fluide luminal circulant dans le CC cortical.

44



A. Lorsque [on ne considére que les récepteurs V2
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Figure 12 : Les effets de la vasopressine sur une cellule principale du canal

collecteur

AMPc: adénosine monophosphate cyclique; AQP2: aquaporine 2; AVP: vasopressing;
ENaC: canal sodium épithélial; PGs: prostaglandines; RV1a, RV2: récepteurs V1a et V2 de

la vasopressine, respectivement

Figure adaptée de [7]
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2.6. Physiopathologie de la vasopressine

2.6.1. Diabéte insipide central et néphrogénique

Une absence de sécrétion ou d’action de la vasopressine sur ses récepteurs V2 entraine
un diabéte insipide. Cette pathologie se caractérise par une polyurie, pouvant aller jusqu’a 15
litres d’urine par jour, et une polydipsie, pour compenser cette perte d’eau. Il existe deux

types de diabéte insipide qui différent selon I’origine de la pathologie.

- Le diab¢te insipide d’origine centrale, ou neurogénique, qui est lié a un défaut de
synthése ou de sécrétion de vasopressine. Les sujets atteints de ce type de diabete insipide

sont facilement traités avec la dDAVP.

- Le diabete insipide d’origine néphrogénique, ou périphérique, qui est caractérisé par
une synthese et une sécrétion normale de vasopressine, mais une résistance rénale a 1’action
de cette hormone. Il peut étre d0 soit a une anomalie génétique, soit a une anomalie acquise,
qui touche les récepteurs V2 eux-mémes, ou bien les canaux a eau: les aquaporines 2
(AQP2).

2.6.2. Syndrome de sécrétion inappropriée de vasopressine (SIADH)

Le SIADH se caractérise par une production de vasopressine trop élevée, qui peut étre
due a des affections neurologiques, a des tumeurs pulmonaires ou suite a 1’ingestion de
certains médicaments. Ce syndrome entraine une réabsorption excessive d’eau au niveau du
rein et une hyponatrémie. Les traitements préconisés le plus généralement sont la restriction
hydrique et I’utilisation de diurétiques. Les hyponatrémies sont I’indication la plus évidente
des antagonistes non peptidiques des récepteurs V2 et de nombreux essais cliniques sont

actuellement en cours.
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3. RELATIONS ENTRE L'EXCRETION D'EAU ET DE SODIUM ET LA
PRESSION ARTERIELLE

3.1. Relations entre I'excrétion de sodium et la pression artérielle

L’excrétion de sodium se fait presque exclusivement par voie urinaire, et a 1’état
d’équilibre, on considére que I’excrétion urinaire de sodium de 24 h refléte bien les apports
sodés quotidiens. Dans certains cas, une difficulté du rein a excréter le sodium entraine une
augmentation de la volémie, qui est responsable d’une augmentation de la pression artérielle.
Cette hausse de pression artérielle est en fait une adaptation fonctionnelle qui permet de
ramener la balance sodée a 1’équilibre en induisant une diminution de la réabsorption de
sodium [46]. Cette « natriurese de pression » est appropriée pour maintenir 1’équilibre
entre les entrées et les sorties de sodium. Mais si cette adaptation devient permanente, elle
peut devenir néfaste a long terme en contribuant au développement ou a 1’aggravation de

certaines formes d’hypertension.

De nombreuses revues ont résumé les résultats des études destinées a évaluer 1’effet
d’une consommation de sodium plus ou moins élevée sur le niveau de pression artérielle [48,
64, 69]. Beaucoup de ces études ont mis en évidence une corrélation entre un régime riche
en sodium (et pauvre en potassium) et le niveau de pression artérielle. Mais ces corrélations

ne permettent pas d’établir un lien de causalité.

La plus grande étude épidémiologique consacrée a ce sujet est Intersalt [51]. Elle a été
menée sur plus de 10 000 sujets d’age moyen (de 20 a 59 ans), appartenant a 52 centres et
provenant de 32 pays différents. Les excrétions sodées relevees dans les 52 centres étaient
trés dispersées puisqu’elles allaient de 0,2 mmol/jour (Indiens du Bresil) a 242 mmol/jour
(population au nord de la Chine). Il a été mis en évidence dans cette étude des corrélations
positives entre I’excrétion de sodium de 24 h et la pression artérielle systolique (PAS) et
diastolique (PAD), et il a été estimé qu’une diminution de 100 mmol/jour des apports sodés
était associée a des PAS et PAD plus basses de 3,5 et 1,5 mm Hg, respectivement.
Cependant, les conclusions de ce travail ont été controversées car les corrélations n’étaient
plus significatives lorsque I’on excluait les données de quatre centres dans lesquels la

consommation de sel était trés faible (inférieure a 52 mmol/jour) [100].

47



Les études expérimentales de longue durée ne sont pas facilement réalisables chez
I’Homme parce qu’on ne peut contrdler rigoureusement les apports alimentaires que chez
des individus constamment gardés en observation. La plupart de ces études se font donc soit
chez I’animal (par exemple le chimpanzé [34]), soit sur des personnes qui « vivent

normalement » chez elles, mais dont les repas sont préparés par les expérimentateurs.

Ceci a par exemple été le cas pour 1’étude DASH-Na (Dietary Approaches to Stop
Hypertension) [84]. Cette étude américaine multicentrique, réalisée sur plus de 400
individus, avait pour but d’évaluer I’influence combinée du niveau des apports sodés (3
niveaux testés pendant 1 mois chacun : 50, 100 et 150 mmol de Na/jour) et de deux régimes
alimentaires différents (régime de type américain = régime contrdle et régime enrichi en
fruits et Iégumes = réegime DASH) sur la pression artérielle. Les principaux résultats obtenus
sont rapportés Figure 13 et montrent que 1°) la PAS et la PAD diminuent quand les apports
sodés baissent et 2°) la PAS et PAD sont plus faibles chez les sujets sous régime DASH que

chez les sujets sous régime controle.

Légende de la Figure 13 (voir page suivante) reproduite de [84]

Les nombres a c6té de chaque fléche sont les changements moyens de pression artérielle, et
entre parenthéses, ’intervalle de confiance. Des fléches unidirectionnelles ont été utilisées
pour plus de lisibilité, mais 1’ordre dans lequel les participants ont recu les régimes sodés
était aléatoire. High, Intermediate et Low = 150, 100 et 50 mmol Na/jour, respectivement.
Les différences significatives entre les deux régimes ou entre les apports sodés sont
indiquées par : * p<0,05; T p<0,01; 1 p<0,001.
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Diastolic Blood Pressure (mm Hg) = Systolic Blood Pressure (mm Hg)
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Figure 13 : Effets de la diminution des apports sodés (fleches continues) et du

régime DASH (fleches en pointillés) sur la pression artérielle systolique (A) et

diastolique (B)

Figure reproduite de [84]
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Les travaux cités précédemment ont tous été réalisés sur des ensembles d’individus, et
les statistiques peuvent ainsi masquer le fait que chaque personne répond de fagon unique a
un changement de régime sodé. En effet, chez des sujets hypertendus soumis
consécutivement & un régime normal, pauvre et riche en sodium, seulement la moitié des
individus présente une augmentation de pression artérielle moyenne (PAM = PAD + 1/3 PP)
d’au moins 10 % entre le régime pauvre et riche en sodium [54]. Ces sujets ont donc été
arbitrairement répartis en deux groupes, I’un dit sensible au sel, et I’autre, résistant. C’est
ainsi qu’apparu le concept de sensibilité au sel chez ’Homme, défini arbitrairement comme
étant une augmentation d’au moins 10 % de la PAM quand on passe d’un régime pauvre a
un régime riche en sel [54]. La méme hétérogénéité de réponse a été décrite quelques années
plus tard par Weinberger et coll. chez des sujets normotendus et chez des sujets hypertendus.
Mais cette fois, les auteurs ont considére comme sensibles au sel, les sujets dont la PAM
diminuait d’au moins 10 mm Hg aprés une déplétion en sodium, et résistants, ceux dont la
PAM diminuait de 5 mm Hg ou moins [114]. Ainsi, la définition de la sensibilité ou de la
résistance au sel peut varier d’une étude a I’autre, et certains auteurs considérent par exemple
une augmentation de PAM de 5 a 10 % tandis que d’autres prennent en compte une hausse
de plus de 10 mm Hg [99].

Malgré la variabilité des définitions et des protocoles utilisés pour tester la sensibilité
au sel, il est bien établi que dans une population donnée, on peut arbitrairement distinguer
deux catégories de personnes :

1°) celles dont la pression artérielle varie de fagon significative avec 1’apport sodé
---> sujets dits sensibles au sel ou « sel-sensibles »,

2°) celles dont la pression artérielle est indépendante de 1’apport sodé,

---> sujets dits résistants au sel ou « sel-résistants ».

Il est également bien admis que les sujets hypertendus sont plus fréquemment sensibles
au sel que les sujets normotendus, et que la prévalence de la sensibilité au sel augmente avec
I’age et est plus fréquente chez les afro-américains [112]. Les sujets de cette origine ethnique
sont également plus fréquemment hypertendus que les sujets caucasiens. Enfin, il existe une
plus forte prévalence masculine pour I’hypertension artérielle, mais il ne semble pas y avoir

de différence de sensibilité au sel selon le sexe [112].
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Ainsi, lorsque 1’on étudie ces relations sodium-pression artérielle, il faut également
tenir compte des multiples facteurs de confusion génétiques et/ou environnementaux qui,
seuls ou combinés, peuvent aussi jouer un role dans ces relations. Il s’agit notamment de
I’age, de I'indice de masse corporelle (IMC), du sexe, de ’origine ethnique, du type

d’alimentation/mode de vie, du stress, du niveau de pression artérielle de base...

Les relations entre la consommation de sel et I’hypertension artérielle font encore
I’objet de débats au sein de la communauté scientifique : pour certains, le lien entre apports
élevés de sodium et hypertension artérielle est loin d’étre établi, alors que pour d’autres, la
relation ne fait aucun doute et justifie les recommandations de réduction des apports sodés,

soit sur des populations ciblées, soit dans la population générale.

3.2. Relations entre I'excrétion d'eau et de sodium

Les relations entre 1’excrétion d’eau (= débit urinaire) et la pression artérielle sont
moins étudiées que celles entre 1’excrétion de sodium et la pression artérielle, vues dans le
chapitre précédent. Pourtant elles sont tout aussi importantes puisque les travaux cités ci-
apres ont mis en €¢vidence qu’un faible débit urinaire et/ou une forte concentration de 1’urine
rend I’excrétion du sodium plus difficile, ce qui pourrait, a long terme, influencer la pression
artérielle. On considere généralement que 1’excrétion d’eau et celle des différents solutés
sont régulées indépendamment. Ceci est vrai a I’échelle des 24 h, mais ce n’est pas toujours
le cas lorsque ’on prend en compte des périodes plus bréves. En fait, a court terme,
I’excrétion de tous les solutés diminue quand le débit urinaire s’abaisse en dessous d’un
certain seuil, mais celle du sodium baisse plus que celle des autres solutés et elle baisse dans

les mémes proportions que ’eau [12].

- Chez des sujets sains, il a été montré que I’excrétion horaire de sodium reste
approximativement inchangée tant que le débit urinaire est au dessus de 1 ml/min (et/ou
I’osmolalité urinaire inférieure a 600 mosm/kg H,0). Mais elle devient plus faible lorsque le

débit urinaire est bas et que 1’urine est plus concentrée [12].
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- Chez des volontaires sains, une charge sodée, administrée par voie i.v., est excrétée
deux fois plus lentement lorsque les sujets recoivent une hydratation orale modeste que

lorsqu’ils regoivent une forte hydratation [23].

- Chez des sujets sains, I’excrétion sodée basale est significativement augmentée

lorsqu’ils sont soumis a une forte hydratation orale [4].

- Chez des sujets sains, une perfusion aigue de dDAVP fait baisser non seulement le

débit urinaire mais aussi I’excrétion de sodium [11].

Nous avons vu précédemment que I’excrétion de sodium est en fait le produit de deux
termes, le débit urinaire par la concentration urinaire de sodium. Si le débit urinaire diminue,
pour excréter une méme quantité de sodium, il faut que la concentration de sodium
augmente. Or, ces différents résultats suggérent que cette derniére n’augmente pas
facilement sur quelques heures. Il parait donc important de mieux caractériser ces relations
entre excrétion d’eau et excrétion de sodium. C’est ce que nous avons fait dans la deuxieme

partie des résultats de cette thése.

De plus, il existe une relation réciproque entre débit urinaire et concentration de 1’urine
pour une charge osmolaire donnée. A un faible débit urinaire est associée une forte
concentration de 1’urine (et donc généralement une action plus intense de la vasopressine), et
inversement. Il faut donc penser aussi, en plus du débit urinaire, a la concentration de ’urine,
parce qu’elle peut avoir aussi, dans certains cas, une influence sur la pression arterielle. Les

troisiéme et quatrieme parties des résultats de cette thése sont notamment consacrées a ce

sujet.
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3.3. Importance de la vasopressine et d'autres systemes régulateurs dans

ces relations eau-sodium-pression artérielle

3.3.1. Réle de la vasopressine

Le role de la vasopressine dans I’hypertension artérielle est souvent suspecté en raison
de ses effets vasoconstricteurs médiés par ses récepteurs V1a. De nombreuses études ont
notamment révélé 1’existence d’associations entre des taux élevés de vasopressine et
I’hypertension artérielle. Il a notamment ét¢é montré que Payp est plus élevée chez les
hypertendus que chez les normotendus [26, 121] ou dans des modeles animaux
d’hypertension [28, 62]. Mais cela ne permet pas d’affirmer que ce sont bien les récepteurs
V1a qui sont impliqués. Le travail de Zhang et coll. [121], premiére étude réalisée sur
plusieurs centaines de sujets, a permis d’établir des corrélations tres significatives entre Payp

et PAS et PAD.

De plus, comme nous I’avons dit précédemment, 1’hypertension artérielle est plus
fréquente chez les sujets afro-américains que chez les caucasiens. Or certaines études ont
montré que Pavp est plus élevée chez les afro-américains [5, 20, 27, 94]. Une méme
différence a été observée entre les hommes et les femmes : I’hypertension artérielle est plus
fréquente chez les hommes que chez les femmes et les hommes ont des Payp plus élevées

que les femmes [5, 27, 94].

Ces différentes observations ne permettent pas de tirer de conclusions quant au role
possible de cette hormone dans 1’hypertension artérielle, et le sujet reste encore controversé.
En fait, I’implication possible de la vasopressine est souvent évoquée en raison de ses effets
vasoconstricteurs médiés par ses récepteurs V1a vasculaires. Mais a ce jour, aucune étude
n’a montré de réle majeur de ces récepteurs. Certains groupes ont méme prouveé, au
contraire, que I’administration d’un antagoniste non peptidique sélectif des récepteurs Vla
n’a pas fait baisser la pression artérielle chez des sujets hypertendus [105] et dans deux

modeles de rats hypertendus [59, 71]. Ainsi, dans la premiére partie des résultats de cette

thése, nous discutons I’hypothese que c’est plus probablement par ses effets sur 1’excrétion
de sodium, médiés par les récepteurs V2, que la vasopressine pourrait jouer un role dans

I’hypertension artérielle.
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3.3.2. Implication dautres systémes régulateurs

En plus de la vasopressine, d’autres systemes sont impliqués dans la régulation de
I’excrétion du sodium, et donc jouent un réle dans ces relations eau-sodium-pression
artérielle. Il s’agit notamment de facteurs humoraux (systéme rénine-angiotensine et systeme

kallicréine-kinine) et nerveux (systéme nerveux sympathique).

= Systéme rénine-angiotensine (SRA)

Le SRA est probablement le plus important des systemes régulateurs de la pression
artérielle. La cascade enzymatique qui produit le peptide actif, 1’angiotensine II, est bien

établie et est présentée Figure 14.

La rénine agit sur ’angiotensinogéne plasmatique, précurseur inactif, pour former
I’angiotensine I, elle-méme convertie par I’enzyme de conversion en angiotensine II. Cette
derniére agit sur deux types de récepteurs : AT1 (vasoconstricteurs) et AT2 (vasodilatateurs,
mais trés faiblement exprimés dans les tissus de I’adulte). Elle a ainsi un role fondamental
dans le maintien de la pression artérielle en induisant une vasoconstriction des artérioles,
mais aussi en induisant une sécrétion accrue d’aldostérone. Cette hormone, sécrétée par la
cortico-surrénale et libérée dans la circulation sanguine, favorise notamment la réabsorption
de sodium dans le CC via ’ENaC (en synergie avec la vasopressine), et ajuste la volémie et

donc la pression artérielle.

Il est bien établi depuis la fin des années 60, que I’activité du SRA et le taux de rénine
plasmatique sont plus faibles chez les sujets afro-américains que chez les sujets caucasiens.
En moyenne, 1’activité de la rénine plasmatique des afro-américains est deux fois plus faible
que celle des caucasiens, et cette différence est similaire chez les hommes et les femmes
[85]. L’explication la plus probable est que comme les afro-américains ont plus tendance a
retenir le sodium que les caucasiens, I’activité de la rénine plasmatique est abaissée afin de
maintenir la balance sodée de 1’organisme a 1’équilibre. Mais les mécanismes impliqués

restent encore mal compris.

Deux grandes classes de médicaments antihypertenseurs bloguent a différents niveaux

la cascade de réactions du SRA pour faire baisser la pression artérielle : les inhibiteurs de
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I’enzyme de conversion (IEC) et les antagonistes des récepteurs AT1 de I’angiotensine II

(«sartans »).

Le SRA a été découvert a peu prés en méme temps que la vasopressine, mais il a fait
I’objet de beaucoup plus de travaux scientifiques. On peut expliquer cette différence par des

raisons « techniques ».

- Le dosage plasmatique des différents constituants du SRA s’est révélé plus facile que
le dosage de la vasopressine. Cette derniére a rarement été mesurée dans de grandes études

épidémiologiques.
- Des antagonistes non peptidiques des récepteurs de 1’angiotensine II ont rapidement

été disponibles. Or, comme nous 1’avons dit précédemment, les premiers antagonistes non

peptidiques des récepteurs de la vasopressine n’ont été synthétisés que dans les années 90.

= Systeme kallicréine-kinine (SKK)

La cascade enzymatique du SKK est présentée Figure 14. La kallicréine transforme le
kininogéne (produit dans le foie) en bradykinine, qui est rapidement dégradée par I’enzyme
de conversion (qui est commune au SRA et au SKK). Les principaux effets de la bradykinine
- vasodilatation et natriurése - sont paracrines et sont médiés par les récepteurs B2 (les
récepteurs B1 sont inductibles et ne sont que tres faiblement exprimés en conditions
normales) [16]. Via ces mémes récepteurs B2, la bradykinine s’oppose aussi aux effets
antidiurétiques de la vasopressine, comme le montre dans un travail réalisé chez la souris

transgénique dépourvue de récepteurs B2 [2].
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Systéme rénine-angiotensine Systéme kallicréine-kinine
Angiotensinogene Kininogene
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Figure 14 : Systeme rénine-angiotensine et systeme kallicréine-kinine

ATI1: récepteur AT1 de I’angiotensine 1I; B2: récepteur B2 de la bradykinine
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= Systéme nerveux sympathigue (SNS)

Le SNS fait partie du systeme nerveux autonome et fonctionne sur un modele a deux
neurones en serie : 1°) un neurone pré-ganglionnaire (dont le corps cellulaire est localisé
dans la moelle épinicre) qui a pour neuromédiateur 1’acétylcholine puis 2°) un neurone post-
ganglionnaire (dont le corps cellulaire est localisé dans un ganglion), qui a pour
neuromédiateur la noradrénaline, et qui innerve le tissu cible. En condition normale, ce SNS
est vasoconstricteur, et une hyperactivit¢ de ce systeme peut étre a I’origine d’une
hypertension artérielle chez certains sujets. Ce SNS a également une action sur le rein : il
augmente notamment le transport dans le tubule proximal et réduit ainsi la natriurese et la
diurese. Il est également bien établi qu’une réduction des apports sodés stimule I’activité du

SNS tandis quun exces de sodium 1’inhibe [30].

3.4. Importance du rythme nycthéméral

On sait que la pression artériclle s’abaisse en général la Nuit. Cette diminution de la
pression nocturne, appelée « dipping », a bien été illustrée grace au développement de la
mesure ambulatoire de la pression artérielle (MAPA) dans les années 80. Elle permet
d’enregistrer la pression artérielle sur 24 h avec une meilleure reproductibilité que les
mesures manuelles répétées, sans effet « blouse blanche », et aussi bien chez des sujets

hospitalisés que chez des sujets qui vivent normalement chez eux.

On considére arbitrairement qu’un individu est « dipper » lorsque sa pression artérielle
de Nuit baisse d’au moins 10 % par rapport aux valeurs de pression de Jour, ce qui est le cas
pour la majorité des sujets normotendus. Mais chez certains sujets normotendus et chez une
proportion importante de sujets hypertendus, le dipping nocturne se réduit voire disparait
(=sujets «non-dippers »), ce qui est d’un mauvais pronostic puisque les non-dippers
présentent plus de risque de développer des complications rénales et cardiovasculaires et une
survie plus courte que les dippers [79]. Il a également été mis en évidence que les sujets
noirs ameéricains ont tendance a avoir un dipping nocturne de pression artérielle plus faible

que les sujets caucasiens [44].
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Les excrétions rénales d’eau, de sodium et d’autres solutés suivent aussi un rythme
nycthéméral : en condition normale, ’excrétion est plus forte le Jour que la Nuit [97]. Or,
quelques travaux récents suggerent que la perte du dipping nocturne pourrait étre due a une
difficulté a excréter le sodium le Jour [8, 9, 14, 15, 19, 39, 109, 110]. Plusieurs auteurs ont
maintenant publi¢ des revues apportant un soutien a I’idée que I’augmentation de la volémie
résultante et le maintien d’une pression artérielle élevée la Nuit permettraient d’excréter,
pendant cette période, le sodium indiment retenu le Jour (par le phénomene de natriurése de
pression) [19, 40, 83].

- Dans deux études, une chez des diabétiques [8] et une autre chez des hypertendus
non traités [14], notre équipe a mis en évidence que les sujets dont le débit urinaire était plus
bas le Jour que la Nuit (I'inverse de la normale) excrétaient aussi moins de sodium le Jour
que la Nuit et présentaient une réduction du dipping nocturne de pression artérielle. Une
méme association a également été observee chez des hommes hypertendus non traités en
surpoids [15].

- Le role du rein et du sodium sur le rythme nycthéméral de pression artérielle a
également été mis en évidence par Kimura et coll.. Ces auteurs ont montré qu’une restriction
sodée [39, 109] ou des diurétiques [110] pouvaient restaurer le dipping nocturne chez des
sujets hypertendus sensibles au sel non-dippers. La chute nocturne de pression artérielle des
hypertendus résistants au sel n’est pas affectée par une diminution des apports sodés, et ils

restent dippers [109].

- L’association entre absence de dipping nocturne de pression artérielle et difficulté a
excréter le sodium a donc été observée dans plusieurs études, mais sur des petits effectifs. La
premiere étude réalisée a plus grande échelle est celle de Bankir et coll. [9] sur plus de 300
sujets africains des Seychelles. Les sujets ont éte divisés en tertiles selon le rapport Jour/Nuit
d’excrétion de sodium. Il a été montré que les sujets dont 1’excrétion sodée est plus basse le
Jour que la Nuit (I’inverse de la normale) ont également un débit urinaire plus bas le Jour
que la Nuit et une pression artérielle qui chute moins la Nuit que chez les sujets qui ont un
rapport d’excrétion sodée Jour/Nuit plus élevé. Ainsi, les auteurs concluent que la capacité a
excréter le sodium le Jour (et a le concentrer suffisamment dans I’urine) semble étre un

déterminant du dipping nocturne de pression artérielle.
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L’ensemble de ces travaux ne permet pas d’établir de lien de causalité. Mais ils
sugérent 1°) qu'il existe des relations entre la répartition de I'excrétion d'eau et de sodium au
cours des 24 h et le cycle nycthéméral de pression artérielle, et 2°) que des perturbations de
la pression artérielle pourraient résulter, non pas de modifications globales de I'excrétion
d'eau et de sodium sur 24 h, mais d'une modification de la répartition de ces excrétions entre
le Jour et la Nuit. Ainsi, lorsque 1’on étudie des relations entre I’excrétion de solutés et la
pression artérielle, il semble important de tenir compte aussi du rythme nycthéméral de la

fonction rénale. Dans la cinquiéme partie des résultats de cette thése, nous avons voulu voir

si I’on retrouvait ces mémes relations (entre rythme nycthéméral d’excrétion d’eau, de
sodium et de pression artérielle) dans une population de sujets présentant un syndrome

métabolique.
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4. BUT DE LA THESE

L’objectif de mon travail de thése a été d’étudier les relations entre eau-sodium et
pression artérielle, en tenant compte du débit urinaire et/ou de la concentration de 1’urine, de
I’hormone qui les régule - la vasopressine - et des différences éventuelles entre le Jour et la
Nuit. Nous avons réalisé, par une approche physiologique, des travaux a la fois chez le rat et
chez ’'Homme (sur des données cliniques obtenues grace a des collaborations avec des

cliniciens).

Les résultats obtenus ont été divisés en cing parties.

- La premiére, réalisée chez le rat, a permis de déterminer le rble respectif des
récepteurs Vla et V2 de la vasopressine sur la natriurése, grace a I’utilisation d’antagonistes

non peptidiques sélectifs.

- La deuxieme étude avait pour but de voir, chez I’Homme, comment varient le débit

urinaire, la concentration et 1’excrétion de sodium lorsque les apports sodés sont modifiés.

- Dans les deux études suivantes, réalisées chez ’Homme, nous avons comparé la
concentration de 1’urine selon 1’origine ethnique (partie 3 des résultats, comparant afro-
américains et caucasiens) et selon le sexe (partie 4 comparant hommes et femmes) afin de
voir si des différences éventuelles pourraient expliquer la plus grande susceptibilité des afro-
américains (par rapport aux caucasiens) et des hommes (par rapport aux femmes) a certaines

pathologies cardiovasculaires, dont I’hypertension artérielle.
- La cinquiéme partie concerne une population de sujets présentant un syndrome

métabolique et avait pour but d’évaluer les relations entre les parameétres urinaires et les

parameétres de pression artérielle dans les deux périodes du nycthémere.
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- RESULTATS -

1. INFLUENCE DE LA VASOPRESSINE SUR L'EXCRETION SODEE
CHEZ LE RAT

1.1. But de I'étude et résumé des résultats de l'article publié n°1

En plus de son effet antidiurétique bien connu, la vasopressine a également une action

sur I’excrétion urinaire de sodium, mais qui fait I’objet de résultats contradictoires.

- In vitro, la vasopressine augmente la réabsorption de sodium dans le CC isolé perfusé
de rat, dans la vessie d’amphibien, ainsi que sur différentes lignées cellulaires dérivées de
ces deux tissus. Cet effet est inhibé par I’amiloride et dépend donc de ’ENaC. Donc in vivo,

cette action de la vasopressine devrait entrainer un effet antinatriurétique.

- Dans les études in vivo, les effets de la vasopressine sur 1’excrétion sodée sont moins

clairs. De nombreux articles décrivent un effet natriurétique, ou une absence d’effet, tandis

que tres peu d’études montrent bien 1’effet antinatriurétique « attendu ».

Au vu de ces résultats contradictoires, nous avons entrepris une série d’expériences in
vivo chez le rat dans des conditions les plus proches possible de la normale, afin de mieux
comprendre les effets de la vasopressine sur 1’excrétion sodée. Nous avons notamment
évalué I’influence de cette hormone en fonction de la dose sur 1’excrétion du sodium, et nous
avons dissoci¢ les roles respectifs des récepteurs Vla et V2 a 1’aide d’antagonistes

specifiques.
Les expériences ont été réalisées chez des rats méales Wistar adultes (4 a 6 rats par

groupe), vigiles, sans aucun prétraitement, et adaptés aux cages a metabolisme, avec libre

acces a I’eau et a la nourriture. Le protocole général est illustré Figure 15.
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Figure 15 : Protocole général de nos expériences chez le rat

Uosm: 0smolalité urinaire; V: débit urinaire

Les rats ont été étudiés deux jours de suite :

1°) Jour Basal = injection du ou des solvant(s) seul(s),

2°) Jour Expérimental = injection de différentes doses d’une des molécules suivantes :

- dDAVP (agoniste sélectif des récepteurs V2), de 0,02 a 6 pg/kg de poids,

- SR121463A (antagoniste sélectif non peptidique des récepteurs V2 ; Ki = 5 nM vs.
500 et > 10 000 pour les récepteurs V1a et V1b respectivement), de 0,01 a 10 mg/kg,

- AVP, de 0,1 a 50 pg/kg,

- SR49059 (antagoniste sélectif non peptidique des récepteurs Vla ; Ki =~ 6 nM vs. 250
pour les récepteurs V1b et VV2) a la dose de 10 mg/kg,

- AVP a 15 pg/kg + SR49059 a 10 mg/kg,

- Furosémide (diurétique de I’anse), de 0,1 a 30 mg/kg.
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L’urine a été recueillie pendant 6 h aprés les injections, puis le débit urinaire et
I’excrétion de sodium ont été calculés et les valeurs obtenues le jour Expérimental ont été
rapportées a celles du jour Basal pour chaque rat (rapport jour Expérimental/jour Basal).
Ainsi, chaque rat était son propre contrdle, ce qui nous a permis de comparer les résultats des

deux jours par test de t apparié.

Les principaux résultats obtenus sont les suivants. L’agoniste des récepteurs V2
(dDAVP) fait diminuer I’excrétion de sodium de fagon dose-dépendante tandis que
I’antagoniste de ces récepteurs la fait augmenter. Cependant, pour des augmentations
comparables de débit urinaire, I’antagoniste des récepteurs V2 induit une natriurése sept fois
plus petite que celle induite par un diurétique de I’anse (le furosémide). La vasopressine est
antinatriurétique a la dose de 1 pg/kg. Au-dela de 5 pg/kg, elle est natriurétique et cet effet
est aboli par I’antagoniste des récepteurs Vla. Les effets Vla et V2 combinés de la
vasopressine endogene doivent donc varier sensiblement en fonction des niveaux respectifs
de I’hormone dans le plasma, dans la médulla rénale (action sur les cellules interstitielles) et
dans le fluide tubulaire (action sur les récepteurs V1a luminaux). En conclusion, dans les
conditions de vie normales, les effets antidiurétiques bien connus de la vasopressine doivent

probablement étre associ€s a une rétention de sodium d’intensité variable.

1.2. Article publié n°1

Cet article sera publié prochainement dans JASN. Il est actuellement sous presse.
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ABSTRACT

The present study was designed to dissociate the respective roles of vasopressin V1a

and V2 receptors on sodium excretion, using selective non-peptide receptor antagonists.
Experiments were performed in conscious Wistar rats without any pretreatment. Urine was
collected in metabolic cages for 6h after the injections in 4-6 rats/group, on two consecutive
days: basal = vehicle(s) alone, and experimental = various doses of the following drugs:
dDAVP (selective V2 agonist) (0.02-6 pg/kg); SR121463A (V2 antagonist) (0.01-10
mg/kg); AVP (0.1-50 pg/kg); AVP 15 pg/kg + SR49059 (Vla antagonist) 10 mg/Kg;
furosemide (0.1-30 mg/kg). Urine flow and sodium excretion rates of experimental day were
compared to basal day in the same rats. V2 agonism decreased and V2 antagonism increased
sodium excretion rate dose-dependently. However, for comparable increases in urine flow
rate, the V2 antagonist induced a natriuresis 7-fold smaller than did furosemide. Vasopressin
was antinatriuretic at 1 pg/kg. Above 5 pg/kg, vasopressin was natriuretic and this effect
was abolished by the Vl1a antagonist. Combined V2 and Vla effects of endogenous
vasopressin can be predicted to vary largely according to the respective levels of vasopressin
in plasma, renal medulla (acting on interstitial cells) and urine (acting on Vl1a luminal
receptors). In the usual range of regulation, antidiuretic effects of vasopressin may be
associated with variable sodium retention. Although V2 antagonists are predominantly
aquaretic, their possible effects on sodium excretion should not be neglected. These results
are potentially important in view of the proposed use of selective or mixed vasopressin

antagonists in several human disorders.

KEY WORDS

Collecting duct, urine flow rate, urine osmolality, potassium excretion, furosemide
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INTRODUCTION

The mechanisms by which arginine vasopressin (AVP) exerts its antidiuretic and its

pressor effects are relatively well understood. On the one hand, AVP improves water
conservation by increasing the permeability to water of the renal collecting duct (CD), an
effect mediated by the V2 receptors (V2R) and permitted by the insertion in the luminal
membrane of principal cells of preformed aquaporin 2 (AQP2) molecules. This allows more
water to be reabsorbed when these ducts traverse the hyperosmotic medulla. On the other
hand, AVP increases blood pressure by inducing a vasoconstriction through its binding to
V1a receptors (V1aR) expressed in vascular smooth muscle cells. For these two different
effects, in vivo studies are in good agreement with the expectations based on results

obtained in vitro.

In contrast, the experiments intended to study the effects of AVP on sodium handling
in vitro or in vivo provide results that are difficult to reconcile. In the isolated microperfused
CD, V2R activation increases sodium transport [1], an effect which should reduce sodium
excretion in vivo. However, in a number of studies, AVP infusion in animals and humans
has been shown to induce an increase in sodium excretion [2-9]. It is usually assumed that
AVP might contribute to some forms of hypertension by its vasoconstrictive effects, but an
increase in sodium excretion, if it occurred in normal life, should more likely contribute to

lower blood pressure.

In an attempt to resolve these conflicting results, we undertook a series of experiments
in conscious undisturbed rats in order to obtain precise dose-response curves to AVP and to
selective agonists and antagonists of VV1a or V2 receptors. Each rat served as its own control,
receiving on separate days either the vehicle or the drug(s), and the urine produced in the
next 6 h was analyzed. This allowed us to evaluate separately the respective influence of
V1a and V2 receptor activation on urine concentration and sodium excretion, and their
interactions at different physiological and supraphysiological levels of AVP. These new
results should be of special interest because non-peptide vasopressin receptor antagonists are
now proposed in hyponatremia with heart failure and cirrhosis, two conditions with severe
water and sodium retention [10, 11], in polycystic kidney disease [12], and possibly in some
forms of salt-sensitive hypertension [13].
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RESULTS

For most experiments, the changes induced by the different treatments are presented as
experimental day/basal day ratios (Exp/Basal). One rat group always received the vehicle(s)
alone on both day 1 and day 2 as an additional control for assessing possible day-to-day
variations. Absolute values obtained for the basal day in the different experiments are shown
in Table 1.

Dose-response curves of the V2R agonist and antagonist (Experiments A and B).

The V2R agonist dDAVP (1-desamino 8-D-arginine vasopressin) showed the expected
antidiuretic action, inducing a marked decline in urine flow rate (V) and a rise in urine
osmolality (Uesm), and the V2R antagonist the expected aquaretic action (Figure 1). In
addition, both drugs also influenced solute excretion rates. Urea excretion rate fell with
increasing V2 agonism, as already well-known. Sodium excretion rate declined and
potassium excretion rate increased by about 30-50 % with the last four doses of dDAVP. Of
note, the effects of dDAVP on V and Ugsy, reached a maximum for the lowest dose used here
while the effects on solute excretion rate showed a progressive dose-dependent increase. In
response to V2R blockade, sodium excretion rate rose dose-dependently from 0.1 mg/kg
BW on. Note that water excretion already rose 3-fold with the previous dose (0.03 mg/kg
BW), although not yet significant. With the largest dose of antagonist, sodium excretion rate
was increased 6-fold when water excretion (i.e., V) was increased 25-fold (Figure 1).
Potassium excretion rate rose with the V2R antagonist (with however large inter-individual
variation preventing changes to reach statistical significance in most of the dose groups).
However, the transtubular potassium gradient (TTKG), an index of the active secretion of

potassium in the distal nephron, rose only with dDAVP (Figure 1).

Dose-response curve of AVP and effects of the V1aR antagonist on the response to AVP
(Experiments C and D).

When given at a dose of 1 pg/kg, the natural hormone AVP increased Uqsn and

reduced V by about 35 % (Figure 2). The difference for Uy did not reach significance

because of large inter-individual variation in the response. A tendency for a dose-

dependence of the antidiuretic response is visible when considering the control and the two
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lowest doses (thin line), but this effect disappears with higher doses (Figure 2). Sodium
excretion rate was modestly reduced along with the antidiuretic effect at 1 pg/kg, but rose
markedly with higher doses of AVP while urea excretion fell. The highest dose increased

potassium excretion rate and TTKG by 40 % (Figure 2).

In order to evaluate whether the loss of the antidiuretic effect of AVP and the
appearance of a natriuretic effect at higher doses are due to V1aR stimulation, additional
experiments were carried out with co-administration of AVP 15 pg/kg BW and a selective
V1aR antagonist. In preliminary experiments, the effects of the V1aR antagonist given alone
at different doses (0.1, 1, and 10 mg/kg BW) were evaluated. Dose-dependent significant
increases in Uysm Were seen with all three doses, while significant decreases in V and sodium
excretion occurred in some but not all rats with 10 mg/kg BW (results not shown). These
changes suggest that the V1aR antagonism suppressed a modest diuretic and natriuretic
influence of endogenous AVP. In Experiment D, two doses of AVP were tested. AVP at 3
pg/kg was antidiuretic, lowering V by 27 % (p < 0.01) and increasing Uosm by 33 % (p <
0.001), and induced no change in sodium excretion rate. With a 5-fold higher dose (15
pa/kg), the antidiuretic effect was completely lost and a marked natriuretic effect was
observed, as depicted in Figure 3. The co-administration of the VV1aR antagonist at 10 mg/kg
BW with AVP 15 pg/kg BW largely abolished the natriuretic effect and restored an
antidiuretic effect close to that observed with dDAVP (Figure 3) and with AVP 3 pg/kg.

Urinary AVP concentration in different experimental conditions (Experiment E)

Luminal effects of AVP in the renal CD have been described [14, 15]. This prompted
us to evaluate urinary AVP concentration (Uavp) that should, at least approximately, vary in
proportion to its concentration in the lumen of the CD. Twenty-four h dehydration increased
Uavp about 20-fold. Administration of AVP 3 pg/kg BW increased Uayp t0 a similar extent,
while dDAVP did not change it (Table 2). A 5-fold higher dose of AVP (AVP 15 ug/kg
BW) increased Uayp close to five times more. This high luminal AVP concentration was
associated with an increase in diuresis and natriuresis (as in Experiment D) and a decline in
Uosm SO that V was higher and Uosm lower than those observed in rats receiving a smaller
dose of AVP or in water-deprived rats. Several previous studies have already observed this
simultaneous increase in sodium excretion and urine flow rate after AVP infusions [4, 6, 8].

In the present experiments, it would have been difficult to evaluate the mean plasma AVP
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(Pave) level reached during 6 h (duration of the urine collection). Measurements of the AVP
excretion rate provide more integrated information over this period of time. Previous studies
have shown that urinary AVP excretion rate is roughly proportional to the plasma level
when osmolar excretion remains stable [16]. Thus, given the results presented in Table 2, it
may be assumed that administration of 1-3 pg/kg BW AVP increased Payp to levels similar
to those seen after 24 h water deprivation, whereas the dose of 15 pg/kg BW increased Pavp

to higher values, reached only during exogenous vasopressin infusion.

Effects of the V2R antagonist on sodium and water excretion over the whole 24 h
(Experiment B)

Selective V2R antagonists are usually reported to increase markedly urine output
without affecting solute excretion. Because a significant increase in sodium excretion rate
was observed in the present experiments, it was interesting to determine if this change was
short-lived or sustained. Collection of urine for the 18 h following the initial 6 h collection,
and calculation of the antagonist's effects during these two aggregated periods showed that
the aquaretic but not the natriuretic effect remained detectable over 24 h (Figure 4). Most
probably, thirst and thus fluid intake increased during the whole duration of V2 receptor
blockade and resulting aquaresis. After the initial loss of sodium, compensatory sodium
retention occurred in the subsequent hours, bringing back sodium balance to zero. A similar
compensation also occurred for potassium and urea. Note that, with the highest dose of the
antagonist, sodium retention occurred during the 6-24 h period in spite of a persisting
increase in aquaresis (Figure 4). It is conceivable that the natriuretic effect induced by the
V2 antagonist could be sustained over the whole 24 h, along with the aquaresis, if the rats
could compensate the initial salt loss (that probably stimulates their salt appetite) by having

access to a source of salt independent of the food, as they do for water.

Comparison of V2R antagonist and furosemide (Experiment F)

Because the V2R antagonist induced an increase not only of water but also of sodium
excretion, we performed an additional experiment designed to compare these effects to those
of a classical diuretic in the same experimental setting. Figure 5 shows the results obtained
in 56 rats studied in parallel and receiving various doses of either furosemide or V2R
antagonist (results of 14 time-control rats receiving only the vehicles are not included). The

changes in sodium or potassium excretion are plotted as a function of the simultaneous
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changes in water excretion (both changes expressed as experimental day/basal day). For
both drugs, changes in sodium and in water excretion were always associated (both
regression lines cross the 1 x 1 point), but the slopes of the regression lines for the sodium to
water relationship differed markedly: 1.36 for furosemide vs. 0.19 for the V2R antagonist (p
< 0.001). Potassium excretion rate rose with both drugs, however less intensely with the
V2R antagonist (slope = 0.058) than with furosemide (slope = 0.099) although the difference
did not reach significance (p = 0.097). Note that the potassium excretion rate decreased

(Exp/Basal < 1) when the aquaretic effect was less than 3-fold above basal.

DISCUSSION

AVP is mostly known for its effect on water conservation. Its possible effects on

sodium excretion in usual life are rarely addressed. This study evaluated the dose-dependent
influence of AVP on sodium excretion in vivo in conditions as close as possible to normal
life, and dissociated the respective roles of V1a and V2 receptors. The main findings are that
V2R effects are strictly antinatriuretic while VV1aR effects are natriuretic above a certain
threshold of hormone level. For levels of the endogenous hormone prevailing in normal life,
the well-known antidiuretic effects of AVP may be associated with antinatriuretic effects of

variable intensity.

One of the originality of this study is that all experiments were conducted in conscious
unrestrained rats without any pretreatment. There was no prior oral water load or
intravenous infusion of iso- or hypotonic fluid, maneuvers that induce acute perturbations of
the fluid balance. They underwent no anesthesia and surgery that are known to potently
stimulate endogenous AVP secretion. The use of highly selective non-peptide V1aR or V2R
antagonists with relatively long half-life and the building of dose-response curves allowed a
better evaluation of AVP effects within the range occurring in usual physiological and
pathophysiological situations. Finally, each rat was its own control, a favorable situation
given the large inter-individual variability of urine flow rate and osmolality, and of the
response to AVP [17]. The fact that food and fluid intakes were not measured represents a

limitation in interpreting some of the results. dDAVP is known to have some affinity for
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V1b receptors, but this affinity is much lower in rats than in humans [18, 19]. The present
experimental design was not intended to address the possible VV1b receptor-mediated effects.

V2R effects

Experiments performed with the V2R agonist and antagonist confirm that V2R-
mediated effects are not only antidiuretic but also antinatriuretic. This is consistent with
observations made in isolated CD or in various mammalian or amphibian cell culture
models. In these tissues, AVP, applied to the basolateral side, increases amiloride-sensitive
sodium transport, an effect mediated by the epithelial sodium channel ENaC [1, 20]. V2R
are also expressed in the thick ascending limb of Henle's loops, but previous studies suggest
that the influence of AVP on sodium transport in this segment is negligible in normal
conditions [21]. Micropucture experiments in rats receiving SR121463A confirmed that the
aquaretic effect was located downstream of the early distal tubule and thus did not involve
the thick ascending limb [22]. In humans, acute dDAVP administration also induced a 2-fold
reduction in sodium excretion rate that was observed in healthy subjects and in subjects with
nephrogenic diabetes insipidus due to mutations of AQP2, but not in those with mutations of
the V2R [23]. In the isolated, erythrocyte-perfused kidney (a model in which a good
oxygenation allows an efficient urine concentration) dDAVP induced a 5-fold decrease in

the fractional excretion of sodium [24].

Noteworthy, in the present experiments, the antidiuretic effects of dDAVP reached
their maximum for low doses while the effects on solute excretion rate rose progressively
with increasing doses (Figure 1). This suggests a very sensitive influence of V2R activation
on AQP2 and resulting water permeability in the CD, and a less sensitive action on ENaC

and on the urea transporter UT-AL, in agreement with in vitro findings [23].

Most studies describing the effects of selective non-peptide V2R antagonists in
experimental animals or humans concluded that these drugs behave as pure "aquaretics"
with no effect on electrolyte excretion [10]. Why was the natriuretic effect of aquaretics not
disclosed in earlier studies? As shown in Figure 4, the natriuretic effects observed here were
not apparent in 24 h urine because compensatory sodium retention occurred after the initial

loss. In two previous studies in conscious rats receiving daily injections of a V2R antagonist,
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no effect on 24 h sodium excretion were reported, but distinct and significant 3-fold
increases in sodium excretion rate are visible (although not commented) in the first 4 or 6 h
after daily dosing in figures of both papers (Figure 6 in [25] and Figure 2 in [26]). A
significant 3 and 5-fold increase in sodium excretion with 10 and 30 but not with 1 and 3
mg/kg BW was also reported in the early studies of the first non-peptide V2R antagonist,
OPC-31260 [27]. VPA 985, another V2R antagonist increased sodium excretion
significantly in hyponatremic cirrhotic patients with ascitis [28, 29] but not in patients with
the syndrome of inappropriate secretion of antidiuretic hormone [28]. SR121463A was also
shown to increase sodium excretion chronically in cirrhotic rats [30]. In agreement with the
natriuretic effect of V2R antagonists, it is interesting to note that the fractional excretion of
sodium was 50 % higher in healthy subjects when they were studied during high oral
hydration (likely reducing their endogenous AVP level) than when they received a low fluid
intake [31], and that the excretion of a sodium load was 2-fold faster [32]. Even if aquaretics
increase sodium excretion to some extent, it should be kept in mind that their natriuretic
effect remains far smaller than their aquaretic effect, at variance with the action of classical
diuretics, as shown here in Figure 5. For comparable increases in V, the V2R antagonist
induced a natriuresis about 7-fold smaller than did furosemide. Thus, even if their effects on
electrolyte excretion should not be neglected, V2R antagonists remain predominantly

aquaretic.

Several mechanisms may contribute to the natriuretic effect of the V2R antagonist. The
antagonist probably inhibits endogenous V2R-mediated stimulation of ENaC in the CD. An
increase in endogenous AVP level has been well documented in response to the rise in
plasma osmolality induced by the water loss following administration of aquaretics [33, 34].
Thus, the increased natriuresis could also be due to enhanced V1aR effects since these
effects are natriuretic, as shown in the present study. However this does not seem to be the
case because the coinjection of 10 mg/kg V1a antagonist with 10 mg/kg V2 antagonist
resulted in changes in V, osmolality and sodium excretion very similar to those observed

with the V2 antagonist alone (results not shown).

The effects of the V2R agonist and antagonist on potassium handling deserve some
comments. Although both drugs have opposite effects on all other variables, they both

increased potassium excretion rate. These puzzling results are easily explained by two well-
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known previous observations. First, stimulation of V2R is known to increase potassium
secretion by the CD [35, 36]. This is confirmed here by the dose-dependent increase in
TTKG seen in rats receiving dDAVP (Figure 1, bottom left). Second, large increases in V
are known to increase potassium excretion by a flow-dependent mechanism [37]. As seen in
Figure 1 (bottom right), this physical effect is not due to an increase in potassium secretion
because there is no significant increase in TTKG. Of note, the influence of dDAVP on

potassium secretion was also seen in healthy humans in some [38] but not all studies [23].

V1aR effects

In agreement with a number of previous studies in rats, dogs, sheep and humans, we
observed that AVP increased sodium excretion [2-9]. The dose-response curve performed in
the present study shows that this effect occurred only for high doses (15 and 50 pg/kg BW)
that probably increased Pavp levels distinctly above those involved in water conservation,
even after 24 h water deprivation, as judged here by the urinary AVP data (Table 2). With
lower doses (0.1 and 1 pg/kg BW), likely corresponding to the range of usual osmotic
stimuli, the antidiuretic effects of AVP were accompanied by a small but significant
reduction in sodium excretion, as with dDAVP. Because the natriuretic effect of AVP 15
pna/kg BW was largely abolished by the co-administration of the selective VV1aR antagonist,
the present experiments clearly establish that the natriuresis induced by AVP is mostly due

to V1aR-mediated actions.

Several possible renal and non-renal mechanisms may account for this natriuretic
effect. V1a and V2 receptors are expressed in multiple sites throughout the body and
throughout the kidney itself. Although the present experiments cannot disclose the
mechanisms involved in the observed responses neither the organs/tissues/cell types
contributing to these changes, we can briefly mention some possible pathways. (1) In several
previous studies, the AVP-induced natriuresis was assumed to result from the volume
expansion induced by fluid loads given orally and/or intravenously prior to and/or during
AVP administration. The authors proposed that this expansion induced the release of another
mediator inhibiting renal tubular sodium transport [4, 39]. However, the present experiments
show that AVP increased sodium excretion even in the absence of any fluid load. (2)

Prostaglandins are known to reduce sodium transport in the CD [40] and to increase
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medullary blood flow [41, 42], two effects which will each contribute in different ways to
increase sodium excretion. Actually, prostaglandins have been shown to contribute to the
AVP-induced natriuresis [9]. AVP stimulates prostaglandin production in interstitial
medullary cells [40], which express V1aR [43] and in the cortical CD [40]. V1aR in the CD
are mostly located in the luminal membrane [14, 15] and thus, urinary, rather than peripheral
AVP could be involved here. Of note, AVP concentration is known to be higher in the CD
lumen and in the medullary interstitium than in peripheral blood [17]. (3) Finally, the
natriuretic effects of AVP could be due to pressure-natriuresis resulting from the vasopressor
effects of the hormone, either within the whole circulation or selectively within the kidney

vasculature.

Integration of V2R and V1aR effects

This functional in vivo dissection of the respective influence of V1aR and V2R on
sodium handling by the kidney provides for the first time several clues for a better
understanding of the integrated actions of AVP in vivo. Combined effects mediated by V2R
and V1aR can be predicted to vary greatly according to the levels of plasma and urinary
AVP reached. They will provide different sets of water and sodium responses. The changes
in sodium excretion due to the algebraic sum of V2 and Vl1a effects over progressively
increasing plasma levels of AVP are represented schematically in Figure 6. V2R
antinatriuretic and V1aR natriuretic effects are depicted as sigmoid curves with different
thresholds (B for V2R and C for V1aR effects), and different AVP levels inducing the

maximum effects for each receptor type (B' and C', respectively).

In the range of very low plasma levels of AVP, only the V2 effects on water
permeability of the CD are apparent and AVP will reduce V without any effect on sodium
excretion rate (Figure 6, range A-B). Such purely antidiuretic action is visible in the study of
Andersen et al [44] who gave subpicomolar doses of AVP to subjects undergoing water
diuresis. Although these doses did not increase Pavp above the detection limit of the assay,
V fell and Ugsm rose significantly without any change in sodium excretion rate. Another
example is found in subjects with central diabetes insipidus in whom dDAVP induced a

marked decline in V independent of any change in sodium excretion rate (see Figure 4 in
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[23]). This action of AVP in the low range of plasma concentrations can induce the
reabsorption of very large amounts of solute-free water [17].

When Pavp rises a little more (beyond B in Figure 6), V2R effects stimulate sodium
reabsorption and should thus reduce sodium excretion rate in addition to reducing V, as seen
in healthy humans infused with AVP at a dose of 25 pg/min/kg BW [44] or with dDAVP
[23] and in the isolated rat kidney perfused with a medium containing erythrocytes and
dDAVP [24]. This sodium retaining effect probably explains why, in normal subjects (with
normal fluid and food intake) who provided multiple urine samples, sodium excretion rate
declined in parallel with V in the samples in which Uy, exceeded 600 mosm/kg H,O, but
was not altered in those under this limit in spite of wide differences in V (from 60 to 300
ml/h) [45]. This is in agreement with in vitro data showing that the effect of AVP of sodium
transport in isolated perfused rat CD requires higher levels of peritubular AVP than the
effect on water permeability [17].

With further increases in Pavp, V1aR-dependent natriuretic effects appear and increase
progressively, but the net effect of AVP is still antinatriuretic (Pavp between C and M in
Figure 6). Finally, with much higher levels of AVP, such as those induced by exogenous
AVP infusion at a rate higher than 5 pg/kg, the V1a natriuretic effects overcome the V2
effects, leading to increased natriuresis (Pavp beyond point M in Figure 6). We want to
underline that the dose of AVP inducing either negative or positive effects on sodium
excretion was quite variable among rats and experiments between 1 and 5 pg/kg/min (results
not shown). This variability may be due to different sensitivities of the two receptors and/or
of subsequent signal transduction, and to differences in AVP concentrations in luminal fluid
of the CD and/or in medullary tissue (determining V1a effects) with respect to peripheral

AVP concentration (determining its V2 effects).

The secretion of AVP is not known to depend on sodium intake. As discussed
previously, the V2R-dependent stimulation of sodium reabsorption likely serves the purpose
of fluid conservation rather than that of regulating sodium excretion [20, 23]. A stronger
sodium reabsorption in the AVP-sensitive distal nephron, which expresses both ENaC and
AQP2, will drive more water out of the lumen and will thus increase the concentration of all

other solutes but sodium. Thus, AVP will help conserve water at the expense of a less
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efficient sodium excretion. V1aR-dependent effects that increase sodium excretion may be
viewed as a safeguard mechanism limiting the risk of too intense sodium retention. An
imbalance between V1a and V2 receptor sensitivity or signal transduction may thus
influence the ability of the kidney to excrete sodium and may, indirectly, be responsible for
inappropriate sodium retention and resulting increase in blood pressure. Actually, it has long
been known that highly selective peptide and non-peptide inhibitors of V1aR block
exogenous AVP's pressor action, but that they have little effect on the basal levels of arterial
blood pressure [46]. Thus, under normal conditions of cardiovascular homeostasis and
appropriate extracellullar fluid volume, AVP and its VV1aR appear to play only a minor role
in maintaining normal cardiovascular function. In contrast, several observations link blood
pressure and the antidiuretic V2R-dependent actions of AVP. Chronic dDAVP infusion in
normal rats has been shown to increase blood pressure by about 10 mm Hg [47, 48]. Salt-
sensitive hypertension-prone Sabra rats exhibit higher AVP mRNA, higher Payp and 2-fold
higher Uysm and lower V than their salt-resistant counterparts [49]. In humans, significant

negative correlations were observed between 24 h V and blood pressure [13, 50].

In the usual range of Payp the antidiuretic effect of AVP is possibly associated with an
antinatriuretic effect of variable intensity depending on the level of urine concentration. This
will delay the excretion of sodium and could thus result in some degree of sodium and
volume retention, which could favor an increase in blood pressure. The natriuretic effects
induced by the V1aR stimulation may counteract this tendency. Thus, instead of the usually
assumed pressor effect, V1a activation within the physiological range may actually reduce
the risk of V2R-induced sodium retention. Moreover, the balance between V1a and V2
receptor-mediated actions in cells possessing the two types of receptors (like the cortical
CD) may be further amplified by a down-regulation of the V2R induced by a VV1a mediated
pathway [51].

That V1aR effects counteract V2R tubular effects could explain several puzzling
observations. (1) In pathological models in which AVP levels are known to be elevated
(NO-deprived hypertensive rats and diabetic rats), the chronic administration of a selective
V1aR non-peptide antagonist worsened blood pressure and albuminuria [52] and did not
prevent or even aggravated diabetes-related vascular damage [53]. (2) Several other studies

suggest that V1a effects attenuate or counteract several direct and indirect V2R-dependent
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effects in normal rats and in rats with renal failure [54-57]. (3) In patients with chronic renal
failure, the increasing urinary excretion of AVP per remaining nephron correlated positively
and more significantly than for any other hormone with the fractional excretion of sodium,
suggesting that luminal AVP contributed to ensure an appropriate natriuresis through V1aR-
mediated luminal effects [58]. (4) Interestingly, mice with deletion of the V1aR exhibit a
lower blood pressure due, not to a reduced vasoconstriction but to a lower extracellular fluid

volume [59].

In summary, the present results provide a better knowledge of the respective V2 and
V1a receptor-dependent effects of AVP on sodium excretion in rats. Whether a similar
balance between V1aR and V2R-dependent effects occurs in humans remains to be
determined. These results are potentially important in view of the proposed use of AVP
antagonists in several human disorders [10-12]. In patients with hypervolemic hyponatremia
due to heart failure or cirrhosis, the additional effect of V2 antagonism on sodium excretion
may be beneficial and may decrease diuretic use. V2R antagonists may also be beneficial in
some forms of salt-sensitive hypertension [13, 60]. However, more precise information is
required regarding V1a and V2 effects in humans, in order to know if selective rather than
mixed antagonists are more appropriate in each of these disorders.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS AND GENERAL PROCEDURES

Adult male Wistar rats (Charles River, L'Arbresle, France) of initial BW 230 - 240 g,
were housed individually in metabolic cages with free access to tap water and powdered
food (AO3, Safe, Villemoisson/Orge, France) at all times before and during the experiments
(except for one rat group in Experiment E, see further). They were accustomed to the cages
for five days before the experiments. All experiments were carried out in conscious
undisturbed rats and involved no prior water load, no instrumentation, and no pre-treatment.
Each experiment included 24 to 36 rats studied in parallel on two successive days. On day 1
(basal), rats were injected at time O (around 10 a.m.) with the vehicle(s) only, and on day 2

(experimental), with AVP and/or various drugs (see details below). Urine was collected for
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6 h starting just after the injection(s). Urine volume was determined gravimetrically,
assuming the density of urine was equal to unity. Uysm Was mesured with a freezing point
osmometer (Roebling, Berlin, Germany) and urinary concentration of sodium and potassium
by flame photometry (IL 943, Instrument Laboratory, USA). Urine urea concentration was

measured with a standard kit (Urea Kit S 1000, BioMérieux, Lyon, France).

In each experiment, based on values obtained during the basal day, the rats were
divided into several groups of equivalent urine volume and osmolality (n = 4 - 6/group) in
order to test, during the experimental day, the effects of the different doses of hormones or
drugs in groups of rats with equivalent urine concentrating activity. Usually, 3 or 4
independent experiments were performed in the same series of rats, at one-week interval (to
allow washout from the preceding experiment). All animal procedures were conducted in

accordance with the European guidelines for the care and use of laboratory animals.

EXPERIMENTAL PROTOCOLS
V2R agonist dDAVP: dose-response curve (Experiment A)

dDAVP (1-desamino 8-D-arginine vasopressin) (Minirin, Ferring Pharmaceuticals AB,
Malmo, Sweden) is a selective peptidic V2R agonist [61]. The dDAVP solution was
emulsified in oil (1/9 vol/vol) in order to prolong its bioavailability, and injected s.c. (under
the skin of the back of the neck) in 7 rat groups (600 pl emulsion/kg BW) at concentrations
in the aqueous phase designed to deliver 0 (vehicle alone), 0.02, 0.06, 0.2, 0.6, 2, or 6 pug/kg
BW (corresponding approximately to 0.02, 0.06, 0.2, 0.6, 2, or 6 nmol/kg BW).

V2R antagonist SR121463A: dose-response curve (Experiment B)
SR121463A (satavaptan, Sanofi-Aventis, Toulouse, France) is a selective non-peptide
V2R antagonist with a relatively long half-life [62, 63]. On experimental day, the V2R
antagonist dissolved in DMSO (10 % final volume) and saline, was injected i.p. (1 ml/kg
BW) in 6 equivalent rat groups at various concentrations delivering 0 (vehicle alone), 0.01,
0.03, 0.1, 1, or 10 mg/kg BW. In this experiment, urine was collected not only for the first 6
h following the drug administration, but also, in separate tubes, for the following 18 h (i.e.,

from 6 to 24 h after the injection) so as to evaluate the delayed effects of the drug.
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Natural AVP: dose-response curve (Experiment C)

Synthetic [Arg®]-vasopressin acetate salt (Sigma-Aldrich, Chemie, Steinheim,
Germany), i.e., natural AVP, dissolved in saline, was emulsified in oil (1/9 vol/vol) and
injected s.c., as described for dDAVP (600 ul emulsion/kg BW) in 5 groups of rats. The
concentration of AVP in the aqueous phase was designed to deliver O (vehicle alone), 0.1, 1,
15 or 50 pg/kg BW (corresponding approximately to 0.1, 1, 15 or 50 nmol/kg BW). As in
previous studies [54, 57], the dose range for AVP was about 5 times higher than that for
dDAVP because of the faster degradation of AVP in vivo.

Natural AVP plus V1aR antagonist SR49059 (Experiment D)

In order to evaluate the role of V1aR in the response to the natural hormone AVP, rats
of this series were administered AVP (15 pg/kg BW, same procedure as in Experiment C)
without or with the concomitant administration of the selective non-peptide V1aR antagonist
SR49059 (relcovaptan, Sanofi-Aventis, Toulouse, France) at a dose of 10 mg/kg BW, shown
in previous studies to block the pressor response to AVP [64]. This drug was dissolved in
DMSO and cremophor (each 10 % of final volume) and then in saline, and was injected i.p.
(1 ml/kg BW). For comparison, additional rats received vehicle alone, the V1aR antagonist
alone, AVP at a lower dose (3 pg/kg BW), or dDAVP (0.6 pg/kg BW).

Urinary AVP concentration in different situations (Experiment E)

In order to evaluate the concentration of AVP prevailing in the lumen of the CD in
different situations, we performed additional experiments in which urine was collected for 6
h, as in the other experiments, under various experimental conditions including: injection of
isotonic saline, injection of dDAVP 0.6 pug/kg BW, injection of AVP 3 or 15 pg/kg BW, 24
h dehydration. Urine volume and U,sm Were measured and aliquots of urine were stored at -
20°C for further AVP assay. Uayvp Was measured as previously described [65]. The antibody
used does not recognize dDAVP.
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Comparison of V2R antagonist and furosemide effects (Experiment F)

Classical diuretics and aquaretics (V2R antagonist) increase V by different
mechanisms. In order to compare the respective effects of the two types of drugs on water
and sodium excretion, we performed an additional experiment in which different groups of
rats received either furosemide (Lasix, Sanofi-Aventis, France) or the V2R antagonist
(prepared and injected as in Experiment B) at various doses (0, 0.1, 0.3, 1, 10 and 30 mg/kg
BW for furosemide, and 0, 0.1, 0.3, 1 and 10 mg/kg BW for the V2R antagonist). Urine was

collected for 6 h after the injections.

CALCULATIONS AND STATISTICS

V and the excretion rate of the different solutes were calculated according to standard
formulas. The TTKG, reflecting the intensity of potassium secretion, was calculated by
dividing the urine/plasma potassium concentration ratio by the urine/plasma osmolality ratio
[66]. Plasma osmolality was arbitrarily considered to be 300 mosm/kg H,O and plasma

potassium concentration 5 mmol/L in all rats.

Results are expressed as means + SEM. In Experiments A to D, each rat was its own
control. Thus, for each variable, the ratio of the experimental day over the basal day
provides a quantitative estimate of the changes induced by the hormone and/or drug. The
statistical significance of these changes was evaluated by paired Student's t test comparing
results of the experimental day to those of the basal day in each rat. In Experiment E,
comparison between the different groups was performed by one-way ANOVA followed by
Fisher post-hoc test. In Experiment F, linear regressions were calculated between the

changes in sodium or potassium excretion and those in water excretion.
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Table 1: Basal values observed on Day 1 in groups of rats used in the different experiments

BW \V Uosm Na excretion K excretion Urea excretion
Exp. n TTKG
(9) (ml/nh) (mosm/kg H,0) (umol/h) (nmol/h) (umol/h)
A 64 356 0.58 £ 0.02 1436 + 51 575+3.0 111+4 431+ 14 8.36 +0.13
B 35 281 0.48 £0.03 1723 + 84 51.0+3.7 124 +7 394 + 20 9.34+£0.16
C 48 300 0.53+0.03 1643 + 74 715+3.1 126 £5 385+ 17 9.36 +0.14
D 70 285 0.60 £ 0.03 1609 + 49 81.1+4.3 133+5 462 + 20 9.02+0.14
F 72 274 0.51+0.02 1363 + 52 51.8+25 105+4 387+ 16 9.48 £0.13

Exp. = Experiment; n = number of rats; V = urine flow rate; Uqsm = urine osmolality; TTKG = transtubular potassium gradient.
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Table 2: Urinary AVP and other urinary characteristics in Experiment E

Treatment , Vv Uosm Osm. excretion Una Na excretion Uave AVP excretion
(ml/h) (mosm/kg H,0) (nosm/h) (mmol/l) (umol/h) (pg/ml) (pg/h)
Vehicle 5 0.54 +0.06 1699 +150 921 + 129 142 +37 75+19 272 + 102 149 + 57
AVP-3 5 052+0.06° 2105+ 141° 1069 + 103 195+17° 10012 7269 + 1646 3489 * 435
AVP-15 5 0.87x0.09"%¢  1192+61°° 1035+113 204+5 176 +15°%C 29028 + 7314 B¢ 25275 + 7891 ABC
24-hdehydr. 8  0.24+0.02% 2914 213" 702 + 68 295+25" 71+8 5329 + 1072 1322 + 220
dDAVP 5 0.31+003° 2461 +139° 769+ 114 172 +£34° 54%12 269 + 53 84+19

n = number of rats per group; V = urine flow rate; Uysm = urine osmolality; Osm. = osmolar; U, and Uave = urinary sodium or AVP

concentration; dehydr. = dehydration.

One way ANOVA followed by Fisher post hoc test were used to compare the different groups. Letters indicate the significance of the different
comparisons as follows: a or A: comparison to the time-control group (vehicle); b or B, comparison to the AVP-3 group; c or C, comparison to
the 24-h dehydrated group. Lower case letters: p < 0.01; capital letters: p < 0.001.
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Perucca et al., Figure 1
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Figure 1. Dose-dependent effects of the V2R agonist (dDAVP) and the V2R antagonist
(SR121463A) on fluid and solute excretion rates (Experiments A and B, n = 4-6 rats per
dose). Results are expressed as ratios experimental day/basal day (Exp/Basal). Thin lines
illustrate the dose-dependent effects. Paired t test, experimental vs. basal: *, p < 0.05; **, p
<0.01; *** p<0.001.
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Figure 2. Dose-dependent effects of AVP on fluid and solute excretion rates (Experiment C,

n = 4-6 rats per dose). Results are expressed as ratios experimental day/basal day

(Exp/Basal). Thin lines illustrate the dose-dependent effects. Paired t test, experimental vs.
basal: *, p <0.05; **, p<0.01; *** p<0.001.
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Perucca et al., Figure 3
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Figure 3. Effects of AVP (15 pg/kg BW = AVP-15) on urine flow rate and osmolality and
on sodium excretion rate without or with the co-administration of the V1aR antagonist
(Experiment D, n = 4-6 rats per dose). The effects of the antagonist alone, and of dDAVP are
also shown. Results of the experimental day are expressed as % of values observed during
the basal day in the same rats. Paired t test, experimental vs. basal: *, p < 0.05; **, p <0.01;
*** n<0.001.
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Perucca et al., Figure 4, revised Feb. 2008
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Figure 4. Dose-dependent effects of the V2R antagonist on urine flow rate and osmolality
and on sodium excretion rate in the first 6 h after drug administration, in the following 18 h
(6-24 h), and in the whole 24 h, during the experimental day (basal day not shown)
(Experiment B, n = 4-6 rats per dose). Paired t test, experimental vs. basal: *, p < 0.05; **, p
<0.01; *** p<0.001.
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Perucca et al., Figure 5
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Figure 5. Influence of the V2R antagonist (open circles and dotted line, n = 27) or
furosemide (closed circles and solid line, n = 29) at different doses (0.1, 0.3, 1, 10 and 30
mg/kg BW for furosemide, and 0.1, 0.3, 1 and 10 mg/kg BW for the V2R antagonist) on
sodium (top) and potassium (bottom) excretion rates as a function of the simultaneous
changes in fluid excretion rate (= urine flow rate). Results are expressed as ratios
experimental day/basal day (Exp/Basal) for each rat, and regression lines are shown. For
both the abcissa and ordinate, a value of 1 means no change. The equations of the regression
lines and corresponding correlation coefficients are as follows:

- for sodium with Furosemide y = 1.360 x - 0.54, r = 0.88, p < 0.001;

- for sodium with the V2R antagonist y =0.189 x + 0.82, r =0.82, p < 0.001;

- for potassium with Furosemide y = 0.099 x + 0.88, r = 0.45, p < 0.05;

- for potassium with the V2R antagonist y =0.058 x + 0.86, r = 0.77, p < 0.001.
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Perucca et al, Figure 6 revised. Feb. 2008
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Figure 6. Schematic representation of the dose-dependent effects of AVP on sodium

excretion rate, and dissociation of these effects into V2R- and V1aR-mediated responses.
The abcissa represents increasing levels of plasma AVP from left (undetectable) to right. A
corresponds to the lowest values of AVP which reduces urine flow rate but not sodium
excretion rate. V2R antinatriuretic and V1aR natriuretic effects are depicted as sigmoid
curves with different thresholds (B for V2R and C for V1aR effects). B' and C' correspond to
the maximum effects depending on each receptor type, respectively. M corresponds to the
value of plasma AVP for which the antinatriuretic and the natriuretic effects compensate
each other. This value probably fluctuates according to a number of factors influencing the

intensity of the responses mediated by each of the two receptor types.
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1.3. Commentaires et discussion

1.3.1 Meilleure compréhension des effets de la vasopressine sur lexcrétion sodée

Cette étude nous a permis de mieux comprendre pourquoi, dans la littérature, les effets
de la vasopressine sur 1’excrétion sodée ne sont pas clairs : il faut tenir compte du niveau de
I’hormone, trés schématiquement divisé ici en trois situations simplifiées. De plus, les
protocoles expérimentaux utilisés précédemment (anesthésie, forte hydratation) ont pu

induire des facteurs de confusion.

- Situation n°1. Lorsque les taux circulants de vasopressine sont faibles, suite a une

prise abondante de boisson par exemple, I’hormone n’a pas d’effet sur I’excrétion sodée.
---> effet antidiurétique trés sensible a de faibles doses d’hormones, mais absence

d’effet sur I’excrétion sodée

- Situation n°2. Comme nous 1’avons déja dit précédemment, il semble que des taux de
vasopressine plus élevés soient nécessaires pour induire des effets V1a que des effets V2.
Donc lorsque la vasopressine est sécrétée a des taux physiologiques modérés, 1’effet
antinatriurétique dépendant des récepteurs V2 se manifeste de facon dominante et masque le
léger effet natriurétique dépendant des récepteurs Vla s’il commence a apparaitre.

---> un effet antinatriurétique modéré accompagne ’effet antidiurétique

- Situation n°3. Pour des niveaux de vasopressine plasmatique tres élevés (injection de
vasopressine exogeéne par exemple), I’effet natriurétique des récepteurs Vla devient
important, jusqu’a devenir majoritaire et masquer a son tour ’effet antinatriurétique des
récepteurs V2.

---> effet natriurétique
Les divers effets de la vasopressine sur 1’excrétion sodée observés dans la littérature

semblent donc s’expliquer par des conditions expérimentales différentes, qui font intervenir

des quantités variables d’hormone, et des protocoles tres différents.
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- Beaucoup de travaux sur la vasopressine commencent par une charge hydrique et/ou
une perfusion de fluide hypotonique afin de supprimer la sécrétion de ’hormone endogene,
pour ensuite voir les effets de vasopressine exogene. L’eau n’étant excrétée qu’avec un
certain retard, cette hydratation fait augmenter la volémie dans des proportions
extraphysiologiques, hausse aggravée ensuite par I’administration de vasopressine exogene.
Cette hypervolémie peut avoir des conséquences notamment sur la diurése et la natriurése,

indépendamment de 1’action directe de la vasopressine.

- De nombreuses études sont réalisées sur des animaux anesthésiés et/ou opéres. Or, ce

sont des interventions connues pour augmenter la sécrétion de vasopressine endogéne.

- Dans certaines expériences, les quantités de vasopressine exogene utilisées sont trop

importantes, ce qui ne permet pas 1’étude des effets physiologiques de cette hormone.

1.3.2. Avantages et limites de notre étude

= [’urine a été recuelllie sur des périodes assez courtes

Dans ces expériences, nous souhaitions étudier les effets précoces de la vasopressine
sur I’excrétion sodée afin de s’affranchir de tout mécanisme compensateur éventuel. Des
recueils d’urine de 6 h nous ont paru étre le meilleur compromis entre une période d’étude
assez courte et un volume d’urine suffisant pour 1°) faire les dosages et 2°) éviter des erreurs
relatives trop importantes. Cette durée de recueil est appropriée aussi a [’utilisation
d’agonistes et d’antagonistes a longue durée d’action. Mais nous ne pouvons pas exclure

que, déja dans ces six heures, des mécanismes compensateurs se manifestent.

= | es rats sont dans des conditions les plus normales possibles

Notre protocole a 1’avantage d’éviter les artéfacts liés a un préconditionnement non
physiologique des animaux (pas d’anesthésie ni de chirurgie, aucune charge hydrique...).
Les rats ont seulement été places en cages a métabolisme, systeme qui permet de recueillir
les urines sans perturber I’animal. Nous avons pris soin d’adapter les rats a ces cages
plusieurs jours avant le début de chaque expérience, et, sauf indication contraire, ils avaient a

leur disposition de ’eau et de la nourriture ad libitum. Mais le rat est un animal nocturne.
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Lorsque nous avons fait, le Jour, les injections des molécules a étudier, il s’agissait donc de
la période de repos des rats, phase pendant laquelle ils ne s’alimentent quasiment pas. Il
serait intéressant d’étudier les rats pendant leur période d’activité, mais notre animalerie ne

permet pas de faire un cycle inversé d’éclairage.

= Les rats sont répartis en groupes équivalents, dont un groupe controle

I1 existe toujours de grandes différences d’osmolalité urinaire entre les rats, bien que
leur origine, leur race, leur sexe, leur age et leur nourriture soient les mémes. Cette
variabilité est notamment illustrée Figure 16 pour le jour Basal dans trois expériences de
notre étude. Ainsi, afin de comparer le jour Expérimental les effets des différentes molécules
sur des rats ayant une activité de concentration de I’urine équivalente, nous avons constitué
des groupes de rats ayant un volume d’urine et une osmolalité urinaire équivalents pour le
jour Basal. De plus, dans chaque expérience, chaque rat est son propre contréle. Enfin,
chaque expérience comprend un groupe controle : rats recevant les deux jours le solvant
seul. Ceci permet de repérer toutes variations des paramétres urinaires d’un jour a 1I’autre non

liées aux molécules injectées.

= Les mécanismes et les organes impliqués restent inconnus

Dans cette étude, nous avons réussi a mieux caracteriser les effets de la vasopressine
sur I’excrétion sodée, mais a 1’échelle de 1I’organisme entier. Notre protocole ne permet pas
de déterminer les mécanismes intrarénaux responsables ni les organes éventuellement
impliqués de fagon indirecte dans les changements observés. Il n’est pas non plus possible de
savoir s’il s’agit d’effets rénaux exclusivement ou également d’effets périphériques et/ou

centraux de la vasopressine.
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Figure 16 : Dispersion des valeurs d’osmolalité urinaire (Ugsy) de 24 h des rats

en conditions basales dans trois expériences différentes

Il existe dans nos expériences une différence d’osmolalité urinaire inter-rats d’environ un

facteur 3 le jour Basal.

Chaque point représente un rat.
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1.3.3. Applications envisageables chez [Homme

= Traitement de I’hypertension par un antagoniste des récepteurs V2 ?

Lorsque la vasopressine est sécrétée a des taux physiologiques, son action
antidiurétique peut s’accompagner d’un effet antinatriurétique via ses récepteurs V2. Or, ce
faible débit urinaire et ce retard dans I’excrétion du sodium entrainent une rétention sodée
plus ou moins importante qui peut, dans certains cas, provoquer une augmentation de la
pression artérielle. Plusieurs études ont notamment associé hypertension et effets V2 de la

vasopressine :

- Des travaux chez le rat ont montré qu’une perfusion chronique de dDAVP fait
augmenter la pression artérielle [37, 45, 66, 67] et aggrave I’intensité de I’hypertension due a
I’administration de DOCA-sel (modele expérimental d’hypertension sensible au sel
provoqué par une perfusion chronique d’un analogue de 1’aldostérone, I’acétate de

déoxycorticostérone (DOCA) et associé a un apport sodé important) [37].

- D’autres ¢tudes ont montré que [’administration chronique d’antagonistes des
récepteurs V2 a prévenu l’augmentation de pression artérielle dans des modéles

d’insuffisance rénale et/ou d’hypertension DOCA-sel chez le rat [71, 72].

Ainsi, les effets diurétiques et natriurétiques des antagonistes non peptidiques sélectifs
des récepteurs V2 décrits dans notre article apportent des éléments nouveaux en faveur de
I’idée qu’un traitement par un tel antagoniste pourrait étre envisagé dans certaines formes
d’hypertension, notamment dans les hypertensions sensibles au sel. Un protocole d’étude
clinique, en collaboration avec le Professeur Jean-Pierre Fauvel (Service de Néphrologie,
Hopital Edouard Herriot, Lyon), est en préparation pour tester cette hypothése.

= Faut-il préférer un antagoniste mixte V1a/VV2 ?

Malgré 1’absence de données montrant un role majeur des récepteurs Vl1a dans
I’hypertension en général, I’idée que ces récepteurs sont potentiellement hypertensifs par
leurs effets vasoconstricteurs reste forte [25, 103]. De plus, comme I’administration d’un

antagoniste des récepteurs V2 fait s’élever la sécrétion de vasopressine endogéne, il semble
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logique d’associer un antagoniste V1a a I’antagoniste V2. Pourtant, le rein est beaucoup plus
sensible a des taux faibles de vasopressine que ne 1’est le systéme vasculaire. Donc, dans la
vie courante, il semble y avoir une prépondérance des effets de la vasopressine sur le rein et
peu d’effet au niveau vasculaire. Ainsi, les effets V1a, qui s’opposent aux effets V2 dans les
cellules du CC (voir paragraphe 2.6. dans la partie ‘Introduction’), seraient plutot bénéfiques
dans le contréle de la pression artérielle grace a leur role atténuateur des effets V2 néfastes,
en tout cas chez le rat (Figure 17). Il faudrait donc evaluer attentivement les consequences

d’une éventuelle association des antagonistes des récepteurs Vla et V2 chez ’Homme.
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Figure 17 : Schéma récapitulatif des effets des récepteurs V1a et V2 rénaux et

extra-rénaux sur la pression artérielle

NO: monoxyde d’azote
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2. RELATIONS ENTRE DEBIT URINAIRE ET EXCRETION SODEE
CHEZ L'HOMME

2.1. Introduction et but de I'étude

Le niveau de consommation de sodium est un sujet qui fait ’objet de beaucoup de
polémiques a cause des consequences possibles sur la pression artérielle (voir paragraphe
3.1. dans la partie ‘Introduction’). De plus, le niveau de concentration de 1’urine et le débit
urinaire ont une influence sur la capacité du rein a excréter le sodium. Mais les relations eau-
sodium ne sont pas tres étudiées. Rappelons que I’excrétion urinaire de sodium (Exc Na) est
le produit de deux termes, la concentration du sodium dans I'urine (Up,) et le débit
urinaire (V) :

Exc Na=Upn, XV

Dans ce travail, nous avons voulu étudier de facon plus approfondie les liens entre eau
et sodium en nous intéressant a Uy, et V séparément. Nous avons notamment voulu voir ce
qui se passe lorsque 1’on augmente les apports sodés, et donc lorsque Exc Na augmente. Est-

ce sélectivement Uy, OU V qui augmente, ou bien est-ce les deux ensembles ?

2.2. Présentation des sujets étudiés

Nous avons réanalysé des données obtenues dans six études différentes dans lesquelles
les apports sodés avaient été modifiés et les urines recueillies sur 24 h. Les auteurs de ces
travaux nous ont fourni des fichiers Excel contenant les caractéristiques générales des sujets
ainsi que les données urinaires (dont la concentration urinaire de sodium et le débit urinaire).

Les principales informations concernant ces sujets sont présentées dans le Tableau 1.
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2.3. Résultats observés aprés une variation des apports sodés

231 Chez des sujets en état déquilibre, aprés quelgues jours dadaptation

(études A a E)

Dans toutes nos études (sauf la D), les apports sodés des sujets ont été sélectivement
changés dans un ordre aléatoire (Tableau 1). Les parametres urinaires de 24 h ont été
mesurés plusieurs jours apres ce changement de régime - 7 jours ou 30 jours selon 1’étude
considérée - (Tableau 1), lorsque les sujets avaient atteint un nouvel équilibre. L’excrétion
et la concentration du sodium, ainsi que le débit urinaire de ces sujets en état d’équilibre sont
rapportés Figure 18, et les rapports entre les deux niveaux d’apports sodés extrémes

(HS/LS) pour ces trois parameétres sont présentés Tableau 2.

- Pour toutes les études considérées, chez des normotendus comme chez des
hypertendus, lorsque 1’on fait varier sélectivement les apports sodés, 1’excrétion sodée varie
dans les mémes proportions, ce qui indique que les sujets ont bien suivi les régimes sodes

prévus.

- Lorsque I’on regarde la concentration du sodium et le débit urinaire séparément, on
remarque sur la Figure 18 que la concentration du sodium varie comme 1’excrétion sodée et
dans le Tableau 2 que les rapports entre les différents niveaux d’apport sodé pour
I’excrétion et la concentration du sodium sont voisins. Donc la concentration urinaire de

sodium est directement corrélée aux apports sodés.

- Le débit urinaire ne change pratiquement pas (Figure 18), quelque soit le niveau
d’apport sodé (LS, MS, HS) et 1’étude considérée. Dans le Tableau 2, on constate que tous
les rapports entre les différents niveaux d’apport sodé restent proches de 1 pour le débit

urinaire.

Pour les études comportant des hommes et des femmes (études B, D, E1 et E2), nous
avons observé une méme influence des apports sodés sur ’excrétion et la concentration
urinaire du sodium et sur le débit urinaire lorsque 1’0n a étudié les deux sexes séparément

(résultats non présentés dans cette thése).
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Figure 18 : Adaptation a différents niveaux d’apport sodé chez des sujets en
¢tat d’équilibre (urines de 24 h)

Les valeurs rapportées sont les moyennes = ESM.

Exc Na: excrétion urinaire de sodium; LS, MS et HS: apports faibles, normaux et enrichis en
sodium, respectivement; Un,: concentration urinaire de sodium; V: débit urinaire

NB: nous avons choisi de regrouper 2 études par graphique pour éviter de multiplier les
graphiques.
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Tableau 2 : Rapports HS/LS pour Exc Na, Uy, et V de chaque étude

Etude n Condsuj  Exc NaHS/LS Une HS/LS VHS/LS
A 14 NT 16,55 15,20 1,05
B 43 HT 3,25 3,25 0,98
c 12 HT 3,75 4,26 091
D 108 HT 11,87 12,75 0,89
El 191 NT + HT 2,20 1,96 1,06
E2 187 NT + HT 2,22 2,06 1,00

Cond suj: condition des sujets; Exc Na: excrétion urinaire de sodium;
HT et NT: hypertendu et normotendu, respectivement; LS et HS:
apports faibles et enrichis en sodium, respectivement; n: nombre de
sujets; Una: concentration urinaire de sodium; V: débit urinaire

2.3.2. Les premiers jours apres le changement dapport sodé (étude F)

Pour I’étude F, les urines de 24 h avaient été recueillies pendant plusieurs jours
consécutifs avant et apres le changement de régime sodé. De plus, les variations sélectives
des apports sodés ont été réalisées dans les deux sens (LS -> HS et HS -> LS) simultanément
chez deux groupes de sujets sains différents. Le débit urinaire et I’excrétion et concentration
de sodium de ces sujets sont présentés Figure 19. Le changement de régime sodé a eu lieu

Jour 7.

Comme il était prévisible, lorsqu’on fait varier les apports sodés de LS -> HS ou de
HS -> LS, I’excrétion sodée varie dans le méme sens et dans les mémes proportions. Dans
cette étude, les sujets atteignent un nouvel état d’équilibre au bout d’environ 4 jours.
Lorsque I’on regarde la concentration de sodium et le débit urinaire séparément, on
remarque que la concentration urinaire de sodium suit I’excrétion sodée, mais de facon
progressive, suggérant qu’il est difficile pour le rein d’arriver a concentrer le sodium dans
I’urine. Le débit urinaire ne varie pratiquement pas, méme le premier jour de changement de

régime (Figure 19).
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Figure 19: Adaptation a différents niveaux d’apport sodé chez les mémes

sujets les premiers jours apreés le changement (urines de 24 h)

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM.
Exc Na: excrétion urinaire de sodium; Una: concentration urinaire de sodium; V: débit

urinaire

Données concernant les sujets décrits dans [29]
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2.4. Commentaires et discussion

Dans ce travail, nous avons mis en évidence que les changements d’apports sodés,
donc d’excrétion sodée, entrainent des changements de concentration urinaire de sodium
sans modification de débit urinaire, méme les premiers jours. Pourtant, lorsque 1’on mange
une nourriture plus salée, la soif augmente et on boit plus. Comme le débit urinaire ne varie
pas, on peut en conclure que cette eau bue «en plus » n’est pas excrétée et reste dans
I’organisme, expliquant ainsi 1’augmentation bien connue de poids corporel [32]. D’apres
ces nouveaux résultats et en s’appuyant sur les données présentées dans [32] (notamment la
Figure 3-2 qui représente les variations de poids corporel et d’apports et d’excrétion sodée
suite a un régime riche en sodium) nous avons réalisé une figure de synthese dans laquelle
nous avons représenté en plus la diurese et, de facon hypothétique, la consommation d’eau

(Figure 20).

- Lorsque les apports sodés sont augmentés brusquement, nous avons vu que la
concentration urinaire de sodium, elle, augmente progressivement au fil des jours. Du coup,
I’excrétion sodée ne peut pas s’adapter aussi vite qu’il faudrait, et augmente dans les mémes
proportions que la concentration du sodium, entrainant ainsi une balance sodée positive. Le
débit urinaire reste inchangé alors que les sujets prennent du poids. Ceci suggere que les
apports hydriques ont dii augmenter en parallele avec I’augmentation des apports sodés.
L’augmentation de la soif et la prise de boisson sont vraisemblablement transitoires et
limitées aux premiers jours du changement. Ensuite, la soif doit revenir a la normale les
jours suivants, sinon on observerait soit une hausse de débit urinaire (si cette eau bue était
excrétée), soit une hausse progressive du poids corporel (si cette eau bue n’était pas

excrétee).

- Lorsque les apports sodés sont brusquement diminués, le fait que I’excrétion de
sodium ne baisse pas autant que les ingestats vient sans doute aussi du fait que la
concentration du sodium dans 1’urine ne diminue pas suffisamment le jour du changement,
mais met plusieurs jours a s’adapter. Le débit urinaire ne varie pas, alors que les sujets
perdent du poids. Ceci suggere que la prise de boisson a di vraisemblablement diminuer

avec la baisse des apports sodés, entrainant une balance d’eau négative.
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3. DIFFERENCE DE CONCENTRATION URINAIRE SELON
L'ORIGINE ETHNIQUE

3.1. But de I'étude et résumé des résultats de I'article publié n°2

Les sujets afro-américains présentent une tendance a 1’hypertension nettement plus
élevée que les sujets caucasiens, et plus particulierement pour I’hypertension « sensible au
sel », mais les facteurs responsables de cette différence ne sont pas complétement élucidés.
De plus, les afro-américains ont, en général, une activité réduite de leur systeme rénine-
angiotensine et celui-ci est moins réactif aux apports sodés que chez les caucasiens. D’autre
part, il est décrit dans quelques articles que les afro-américains ont des taux de vasopressine
plus ¢levés que ceux des caucasiens. L’ensemble de ces ¢éléments suggere que la
vasopressine pourrait contribuer a 1’hypertension chez les afro-américains plus que le
systeme rénine-angiotensine. Mais les travaux consacrés aux effets vasculaires de la
vasopressine n’ont pas apportés d’éléments concluants. En revanche, il n’existe pas
d’information dans la littérature concernant les relations entre les effets antidiurétiques de
cette hormone et la pression artérielle. Or, comme nous 1’avons dit dans la premiére partie
des résultats, la vasopressine pourrait favoriser I’hypertension artérielle via ses récepteurs

V2 qui, en plus de leur effet antidiurétique, ont un effet antinatriurétique.

Nous avons donc voulu savoir si les sujets afro-américains avaient un débit urinaire et
une concentration de 1’urine différents de ceux des sujets caucasiens, suggérant ainsi un role
de la vasopressine. Nous avons également recherché si des relations existaient entre les

parameétres urinaires et la pression artérielle.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Professeur Myron Weinberger
(Indiana University, Indianapolis, Etats-Unis), qui nous a fournis des données recueillies il y
a une vingtaine d’années dans le cadre d’études portant sur I’hypertension artérielle sensible
au sel. Elle concerne 141 jeunes adultes (de 18 a 40 ans), sains, afro-américains (n = 41) ou
caucasiens (n = 100) pour lesquels les urines de 24 h avaient été recueillies en deux périodes
distinctes : Jour (durée de 16 h) et Nuit (durée de 8 h). Ceci nous a permis 1°) de comparer le
débit urinaire et la concentration de 'urine (estimée grace a un indice : Ucrat/Pcreat) €Ntre

afro-américains et caucasiens, et 2°) d’étudier les relations entre le rythme nycthéméral de la
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fonction rénale et la pression artérielle dans ces deux groupes ethniques. Malheureusement,
la MAPA n’existant pas a 1’époque ou ces sujets avaient été étudiés, nous ne disposons que

de mesures de la pression artérielle faites pendant la période de Jour.

Nos analyses ont montré que les afro-américains ont un débit urinaire plus faible et une
concentration de 1’urine plus élevée que les caucasiens, notamment le Jour. De plus, les afro-
américains ont une chute nocturne d’excrétion de fluide et d’¢lectrolytes réduite et il est
connu qu’ils ont une pression pulsée (PP), différence entre PAS et PAD, plus ¢élevée que les
caucasiens. Chez les hommes, une forte concentration de 1’urine et un faible débit urinaire
sont significativement associés a une PP élevée. Mais ’association n’a pas été observée avec
la PAS ou la PAD séparément. Ces relations restent significatives méme apres ajustement

sur I’age, ’IMC et I’excrétion de sodium et de potassium.

Ces résultats suggerent qu’une plus forte tendance a concentrer I’urine peut retarder
I’excrétion de fluide et de sodium ingérés quotidiennement, et peut augmenter la PP chez des
jeunes normotendus. La plus forte concentration urinaire observée chez les afro-américains
(qui peut représenter une adaptation a une meilleure conservation de 1’eau) pourrait ainsi

participer a leur plus grande susceptibilité a ’hypertension.

3.2. Article publié n°2

Un éditorial de Friedrich C. Luft a propos de notre article a été publié dans le méme
numéro de CJASN [61].
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Ethnic Differences in Urine Concentration: Possible
Relationship to Blood Pressure

Lise Bankir,*" Julie Perucca,*" and Myron H. Weinberger?¥

*INSERM, Lnité 652, and TUniversité Paris Descartes, Centre des Cordeliers, Paris, France; and “'De,mrtmem of
Medicine, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, Indiana

The mechanisms that account for the susceptibility of black individuals to hypertension and their reduced ability to excrete sodium
are poory understood. Vasopressin administration has been shown in healthy humans to delay sodium excretion along with its
antidiuretic action. Black individuals have been reported to have higher vasopressin levels than white individuals. Theretore, this
study investigated retrospectively 24-h urine volume (V) and urine concentration index (urine-to-plasma ratic of creatinine
concentration), as well as their possible relationships with BP, in a cohort of 141 healthy young black and white individuals (15 to
40 y). Black individuals were found to have a significantly lower V and higher urine concentration than white individuals,
especially during dayvtime. In addition, they exhibited a blunted noctumal fall in fluid and electrolyte excretion and a higher pulse
pressure than white individuals. Higher urine concentration and lower V were associated significantly with higher PP (but not with
systolic or diastolic BF) in men. These relations remained significant after adjustment for age, body mass index, and sodium and
potassium excretion. These results suggest that an enhanced tendency to concentrate urine may delay the excretion of the daily
ingested Auid and sodium and may increase pulse pressure in young normotensive individuals. The higher urine concentration that
is observed in black individuals (which could represent an adaptation to better water conservation) may participate in their
enhanced susceptibility to hypertension. If these results are confirmed in further studies, then vasopressin V2 receptor antagonists

might offer a novel antihypertensive strategy, especially in the black population.
igh BF is known to be more common in individuals
of black ethnic background than in white individu-

Clin [ Am Soc Nephrol 2: 304-312, 2007, doi: 102215 /CTN.O3M01005
H als, but the mechanisms involved are poorly under-

sbood. Black individuals on average excrete sodium less effi-
ciently than do white individuals (1,2). Several studies suggest
that a reduced capacity of the kidney to excrete sodium partic-
ipates in sodium and fAuid retention (34), and this renal dys-
function is thought to play a role in the greater prevalence of
salt-sensitive hypertension in black individuals (5,6).

The possible involvement of vasopressin in hypertension and
cardiovascular disease has been suspected for a long time because
of the vasoconstrictive properties that are mediated by Vla recep-
tors expressed in vascular smooth muscle cells. However, al-
though vasopressin was found in some studies to be elevated in
hypertensive patients (7,8) and animal models (9,10), its contribu-
Hon to hypertension has remained inconclusive. Moreover, the
administration of a highly selective nonpeptide Vla receptor an-
tagonist did not lower BP in hypertensive patients (11). Less
attention has been given to the possible contribution of vasopres-
sin to high BP by its antidiuretic effects that are mediated by the
renal V2 receptors, despite that vasopressin has been known for
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two decades to stimulate sodium reabscrption in the cortical and
outer medullary collecting duct (see review in reference [12]).

Studies in healthy volunteers suggest that an increased stimu-
laton of V2 receptors reduces the excretion of endogenous so-
divm and the ability of the kidney to excrete an exogenous hy-
pertonic sodium  load (13,14). This antinatriuretic effect of
vasopressin should improve water conservation at the cost of a
less efficient soditm excretion, at least in the short term, as pro-
posed previously (13,15). Under chronic excessive V2 receptor
stimulation, sodium and water excretion could return to normal
through an increase in BP, as observed in rats (16). In humans,
excessive sodium reabsorption in the collecting duct, as a result of
gain-of-funchon mutations in the epithelial sodium channel
(EMal), is responsible for Liddle's syndrome, a severe form of
hypertension (17). Thus, that vasopressin and /or the associated
reduction in urine flow rate increases soditm reabsorption in the
collecting duct in witro and delavs sodium excretion in oo pro-
vides some support for the hypothesis that an excessive influence
of vasopressin on the kidney and a low urine flow rate could
participate in salt-sensitive hy pertension. In addition, recent stud-
ies have drawn attention not only to 24-h urine volume but also to
the day—night pattern of water and sodium excretion in relation to
BP control (18-21).

In several studies, black individuals were reported o have
higher vasopressin levels than white individuals (22-24), but to
our knowledge, neither the causes of this difference nor its possi-
ble consequences on urine volume and concentration has been
evaluated. This prompted us to reanalyze data from a study that
was performed earlier in a large group of American black and

IS5M: 1565-904]1 / 202-0004
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white individuals who provided 24-h urine, separated into day
and night fractions. This allowed us to compare urine volume and
concentration as well as the circadian pattern of water and sodium
excretion in the two ethnic groups and their relationships with BP.

Materials and Methods

The data were obtained in healthy volunteers and hypertensive patients
who participated in studies that addressed hypertension and salt sensitiv-
ity of BP (35). The studies were conducted at the Indiana University
Research Center and were approvied by the Indiana University Medical
Center Human Use Committee. All participants gave informed consent.
This cohort included 347 white and black individuals of both genders. In
the first 24 h after admission, the participants received a regular hospital
diet that contained 150 mEq of sedium and 70 mEq of potassium. Ad
Tibitens water intake was provided. Mo smoking, alechol consunption, or
exercise was permitted during the study. All measurements were stored in
an electronic database, which was converted to an Excel file for our
analyses. Here, a subset of 141 individuals was selected from the initial
cohort on the basis of the following inclusion criteria: Age 18 to 40 yr and
body mass index (BMI) 18 to 39 kg/m®. We excluded individuals with
creatinine clearance <265 ml/min per 173 m? or with differences between
day and night creatinine excretion rates =50% (suggesting incomplete
urine collection in one of the periods). All but five of the 141 individuals
who met these criteria and subsequently were considered in this study
werne normotensive (e, syvstolic BP [SEF] <140 mmHg or diastolic BP
[OBF] <%0 mmHg). Mone of the five hypertensive individuals {one white
woman and one black woman and two white men and one black man)
were taking antihypertensive medication.

As reported in the initial publications, all individuals were studied
under basal conditions for 24 h (before they underwent protocels that were
intended to test their sodium sensitivity) (35). The data analyzed here

Table 1. Demographics and 24-h urine data®

Ethnicity, Urine Concentration, and BP 305

concermn only this basal day during which urine was collected into two
separate fractions: From 6 a.m. to 10 p.m. {day) and from 10 p.m. to 6 a.m.
imight). & blood sample was taken at 8 am. In all serum and urine
samples, creatinine, sodium, and potassium were measured, and urine
fow rate (V), sodium and potassium excretion rates, and creatinine clear-
ance were calculated. Specially trained nurses using mercury manometers
measured the BP at8 a.m, 12 pm., 5 pamn, and 9 pom. The fifth Eorothoff
component, or point of sound disappearance, was accepted as the diastolic
pressure. Each value was the mean of the last two of three successive
readings in the sitting position.

Llrine osmaolality (L.q) was not measured. Therefore, for these analy-
ses, we used an indirect method to estimate urine concantration. Because
water but not creatinine is reabsorbed progressively along the successive
nephron segments, creatinine concentration rises proportionally in the
tubular fluid and collecting duct urine above its plasma value. Therefore,
the ratio of urine to serum creatinine concentrations provides an index of
urine concentration furine concentration index [UCT]). We chserved pre-
viously that UCT is correlated linearly and positively with U, (1925
This allowed us to estimate U, from the UCT values. Effective free water
clearance (electrolyte-dependent free water clearance [eFWC]) was calou-
lated according to the classic formula as V2 [1 — (U, + U151 where
Ly or Uy, and 5,,, are the concentrations of sodium or potassium in urine
(LT or serum (5). With regard to BP, the average of the 12 p.m. and 5 p.m.
measurements was used in these analyses to represent the BP that pre-
vailed during the daytime pericd of urine collection. Pulse pressure (PF)
was caloulated (SEP — DEF). SEBF, DEP, and PP at the two time points were
averaged in each individual.

Ethric differences were evaluated by ¢ test. When gender was consid-
ered in addition to race, two-way ANOVA was used, followed by Fisher
post hoe test. Linear regression and correlation coefficients were used to
evaluate the relationships between pressure and urine data. Additional

Men Women P {ANOVA)

White Black White Black Ethnic Group Cender
" 64 26 36 15
Apgo (vr) 41 2kE1 7=l 7Fx2 0.051
Body weight (kg) ThE1l 82+3 b £ 3 71+4 =0.001
Height (cm) 177 £ 1 177 £1 164 £ 1 12 + 2 =0.001
BMI (kg/m?) 24405 26309 246 +09 Ly 0.031
SEI" (mmHg) 1220+ 1.7 1278+ 2.3° 1165 +24 1165 £ 2.9 0.001
DBEP {mmHg) 749+ 1.3 73024 72217 77+ 16
PP immHg) 472+ 1.1 539+ 1ef 42 +15 438 +15 =0.001
Spa (mumod /L) 141 = 0.3 140+ 0.7 141 = 0.5 140 + 0.4
Sy (mimnel/L) 435 =004 417 = 0.05 434 = 0.06 412 = 0.07 0.0071
Serane (pimod /L) 96 £ 12 110+ 3 B0 £2 81 +3 0.003 =0.001
Voiml/24 h) 1391 + 94 1051 + 85 1604 + 110 1320 = 118 0.014 0.057
MNa exc (mimol /24 h) 156 £ 5 1419 13 +7 159 + 10
K exe (mmol/24 h) 611+ 2.3 38123 ERo+28 B0 =20.001
Creat exc (mmumol /24 h) 161 = 0.3 172+ 06 130 £0.3 13905 0.030 =0.001
Uil 141 = 4 171+ 12 116 £7 147 + 14 0.002 0.012
Uy (mumel /L) 128 =5 427 93 =7 131 =11 0.001 0.004

“Data are means = SEM. Urine data correspond to 24-h urine. ¥V and the excretion of the various solutes are expressed per
1.73 m® body surface area. BMI, body mass index; DBP, diastolic BP; exc, excretion; SBP, systolic BF; Sy, S, and S_.,
concentration in the serum of sodium, potassium, and creatinine, respectively; UCI, urine concentration index; Uy,

concentration of sodiwm in the urine; V, urine volume.

For BP, ¢ test between black and white individuals in each gender: P = 0,070, P = 0.002
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correlations of PP with urine volume and UCT were tested by multiple
linear regression with adjustment for age, BML and 24-h sodium and
potassium excretions using SPS5 software (SPS5, Chicago, IL). The per-
centages of black and white individuals with positive eFWC were com-
pared by x® test. P' <= 005 was considered significant.

Results

Demographics for the 141 individuals are presented in Table 1.
Black and white men and women did not differ with regard to
age, but black individuals had higher BMI than white individuals.
All four groups had similar serum sodiuwm and sodivum excretion
rates. As has been reported previously (3,26 27), black individuals
had a significantly lower serum potassium and potassium excre-
Hon rabe than white individuals. Serum creatinine and creatinine
axcretion rate were higher in men than in women and in black
individuals than in white individuals, as already known.

Trend to Concentrate Urine in Black and White Individuals
As shown in Figure 1, A and B, and Table 1, 24-h urine volume
iwhether in absolute values or fackored by 1.73 m®) was signifi-
cantly lower and UCT higher inblack than in white individuals. In
contrast, creatinine clearance did not differ between the two ethnic
groups (Figure 1C). Sodium concentration in the wurine also was
significantly higher in black than in white individuals in both
genders (Table 1), Estimated U__ | in men averaged 544 and &893
mOsm/ kg HyO in white and black individuals, respectively, and
in women averages 421 and 574 mOsm kg H,O, respectively.
Thus, black individuals of both genders concentrated urine by
approximately 150 mOsm,/ kg HyO more than white individuals.

A Urine flow rate
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o 18004
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= 1000
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E ]
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A significant gender difference also was revealed with women
having U, approsimately 120 mOsim/ kg HyO less than men
and urine volumes approximately 200 ml higher in both ethnic
groups (Table 1), although women usually eat less and excrete
fewer solutes than men. It also is interesting to note the wide
interindividual variability that was observed in urine volume and
UCT (Figure 10, The 24-h UCT varied from 50 to 290 in men and
from 50 to 240 in women, and the urine volume ranged from 500
b 2460 ml/d in men and from 600 to 2600 ml/d in women, both
variables spanning a five- to six-fold range. These interindividual
differences probably are paralleled by a similar diversity in the
thirst/fuid intake/vasopressin axis, the intensity and thresholds
of which are under genetic influence, at least in part (28).

Dﬂé,{—l‘\fr’ghr Pattern o{ Water and Solute Excretion in Black
and White Individuals

Separate urine collection during day and night periods allowed
us bo compare the circadian patkern of water and solube excretion
in black and white individuals. During the day, urine flow rate
was 3% lower in black than in white men (P = 0.027; Figure 2)
and 22% lower in black than in white women (P = 0106, NS
Conversely, UCT during the day was higher in black than in white
individuals by 24% in men (P = 0.01; Figure 2) and by 36% in
women (' = 0L007). In all groups, urine flow rate fell and UCIT
increased at night However, these day-night differences were
smaller in black than in white individuals of both genders (Figure
2 and Table 2). At night, urine flow rate and UCT did not differ
between black and white men (Figure 2) or women (data not
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Figure 1 (A through C). Twenty-four-hour urine volume, urine concentration index (UCT), and creatinine clearance in black and white
men and women. Data are means * SEM. I values correspond to differences between black and white individuals in each gender
group. (D) Individual values for UCT in the four subgroups. In B and T, the corresponding urine osmolality (U__ ) 15 shown.
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Figure 2. Urine flow rate and UCI, creatinine clearance, and
excretion of the different solutes during day and night sepa-
rately, in black and white men. Data are means = SEM of 26
black (@) and 64 white men (Z). When SEM are not visible, they
are smaller than the symbols. P values correspond to differ-
ances between black and white men for each period.

shown). During daytime, the eFWC was almost three times lower
in black than in white individuals {—14.2 * 3.2 versus —51 £ 4.0
ml/h), although this difference did not reach statistical signifi-
cance. Among black individuals, only 12% had a positive eFWC
versis 33% in white individuals (P = 0.02). These differences were
absent or largely blunted at night. It is interesting that a significant
correlation was observed between the UCT and the BMI in men
during the day (UCI = 3.03 BMI + 68; r = 0233, P = 0.05) but not
during the night. A similar trend was observed in women. A
similar correlation was reported previously in men with mild
essential hypertension (19).

Sodium excretion rate was higher during daytime than during
nighttime (Figure 2, with day/night ratio that did not differ
significantly between ethnic groups in either gender (Table 2)
Potassium showed larger differences in excretion rates between
day and night than that ohserved for water or sodium, especially
in men (Figure 2 and Table 2). The lower 24-h excretion rake of
potassium in black individuals, previously documented in several
studies, seems to be confined to daytime. In contrast, the higher
creatinine excretion in black individuals was apparent mostly at
nighttime. Creatinine clearance in black men was approximately 9
ml/min lower during the day and 12 ml/min higher during the
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night than in white men, although these differences did not reach
statistical significance (Figure 2). Table 2 shows that the mean
day/night ratios for the different variables were in every instance
lower in black than in white individuals, revealing a blunted
diurnal pattern of water and electrolyte excretion in the former.
The day/night ratio for creatinine clearance in men was signifi-
cantly lower in black than in whites individual, but this difference
was not observed in women (Table 2). Thus, the usual nocturnal
fall in GFR was blunted in black men (18 versys 39 ml/min in
white men).

BF and Relationships between BF and Water and Solute
Excretion

Table 1 shows the BF results in the four subgroups. SBF was 6
mumHg higher and DEF was 1 mmHg lower in black than in white
men. These differences resulted in a PP 7 mmHg higher in black
men than in white men (P = 0.002). SBF, DEF, and PT were similar
in women of the two ethnic groups (Table 1). To evaluate the
possible relationships between BP and an individual's trend to
concentrate urine, we examined correlations between SEF, DBEF,
or PP and the 24-h urine flow rate or the UCL Possible confound-
ing factors such as age, obesity, and the level of sodium or potas-
sitim intake (as estimated from the corresponding excretion) also
were evaluated. Correlation coefficients and their statistical signif-
icance for men are shown in Table 3. In men, significant positive
correlations were found between SEF and DEF with age and BMI
and negative correlations between SEF and 24-h potassium excre-
Hon. P was correlated negatively with 24-h sodium excretion and
urine volume and correlated positively with UCT ({Table 3). In
wormen (data not shown), none of the correlations was significant
except for SBP and DBEP with age (r = 0371 and 0,342, respec-
tvely, I == 0101 for each). The correlation coefficients for other
linear regressions in women all were <0.150.

It is interesting to note that SBP and DEP were not correlated
significantly with 24-h urine volume or UCT but that PP, their
difference, was correlated positively with UCT and negatively
with urine volume in men (Table 3 and Figure 3). Multiple linear
regression confirmed that these relations were independent of the
mean BF. The correlation coefficients and the level of significance
were higher for PP with urine volume and UCT than with sodium
or potassiwm excretion, suggesting a stronger relationship of PP
with the concentrating activity of the kidney than with the sodium
or potassiwm intake (Table 3). The relationship between PP and
urine volume in men was significant regardless of whether three
outliers with vunusually high urine volume were included or ex-
cluded (Figure 3). Thus, PP tended to be higher in men who
produce smaller amounts of urine that is of higher concentration.
This trend was absent in women (Figure 3) and was not seen in
men when the early morning BF measurements, taken after an
overnight fast, were considered (data not shown).

When white and black men were analyzed separately (Figure
3), black men exhibited a S-mmHg higher PP than white men for
any given urine volume or UCT but the slopes of the regression
lines were almost identical (i.e., the two regression lines are par-
allel), suggesting that the relationships of PT with urine volume or
urine concentration are not affected by ethnicity. MNoteworthy,
these relationships seem to be stronger in black than in white
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Table 2. Day/night ratios for urine data®
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Men Women
White (n = 64) Black (n = 26) White (n = 38) Black {(n = 15)
Urine flow rate 200+ 013 1.44 + 0.12% 279+ 028 1.85 + 0.24°
Ma exc rate 271+ 0.19 217 £ 0.24 404 + 054 270 + 038
K exc rate 366+ 017 250 + (254 4,06 + 052 2.01 + 0200
Creatinine clearance 1.39 + Q.05 1.19 + 008" 1.38 = 0.07 1.37 £ 011

“Data are means = SEM. Urine flow rate, solute excretion rates, and creatinine clearance expressed per min were used in

the calculation of the day/night ratios.

The ¢ test between black and white individuals in each gender: P < 0,002, <P < 0.05, 4P < 0.001.

Table 3. Correlation coefficients and statistical significance of linear regressions between SEI’, DBEF, or PT and

several other variables in white and black men®

All Men (n = 90) White Men (n = a4) Black Men (n = 26)
Correlation  SBP  Correlation  DBEP Correlation PP Correlation FF Correlation PP

Age + 0.2258 + 0.307" - 0032 - 0024 - 0.228
BEMI + 0.4584 + 04644 + 0123 + 0104 - 0,105
24-h Ma exc - 0160 - 0.005 - 0.226F - 0157 - 0292
24-h K exc - 0.21a% - 0114 - 01584 - 0,030 - 0.1a3
2M4-hV - 0,200 + 0.034 - 0.332° - 0.265% - 333
24-h UCI + 0172 - 0,090 + 03554 + 02608 + 0.351

2 and Na and K exc were expressed per 1.73 m® body surface area in the calculation of the linear regressions. The +
and — signs mean positive and negative correlation, respectively. PF, pulse pressure.
Statistical significance of the correlation coefficients: "P < (.05, °P < 0.01, 9P < 0.001.

individuals {although they reach significance only in the latker)
because the correlation coefficients are higher in black (0.333 and
0351 for PP with urine volume and UCI respectively) than in
white individuals (0.265 and 0.260, respectively; Table 3). The
small number of black men prevented the correlations from reach-
ing statistical significance, but the 24 black men probably contril-
uke as much as or even more than the &4 white men to the
significance that was found in the 90 men as a whole (Table 3).

To eliminate the possible influence of confounding factors, we
performed a multiple regression analysis to evaluate the relationships
af PP with 24-h urine volume or with UCTin all men (g = 90) with
adjustment for age, BMI, and 24-h soditum and potassium excretion.
Both relationships were significant (P = 0028 and 0011, respec-
tvely), with correlation coefficients of 0.337 and 0362 for PP versus
urine volume and UCT respectively. These coefficient are as high as
those found with the simple linear regression (Table 3). Thus, in the
men of this study, the tendency for PP to rise with increasing urine
concentration and to decrease with increasing urine volume seems to
be independent of age, BMI, and sodium or potassium inkake.

Discussion

Ohr study reveals several new findings in a large group of healthy
voung adults. First, black individuals have a lovwer urine volume and
a higher urine concentration than do white individuals and tend to
have a blunted circadian pattern of water and solube excretion. Sec-
ond, black men have a higher PT than do white men. Third, there are
significant relationships between urine concentration and PP in men.

To our knowledge, this is the first attempt 1o evaluate differences in
urine volume and concentration as well as in circadian rthythim of
water and solute excretion among different ethnic groups. It also is
the first to look for possible relationships between the kidney's ten-
dency o concentrate urine and BF.

In both men and women, wrine volume was approximately 207
lowver and the UICT 20 to 307 higher in black than in whike individ-
uals. These differences are not due to differences in GFI, because
creatinine clearance was similar in the two ethnic groups. Because
U, is rarely measured in clinical investigations, especially in those
that deal with BF regulation, we had to rely on an index of urine
concentration, which has been shown to be well correlated with true
U, in other studies. Tubular secretion of creatinine could increase
UCT and lead to an overestimation of the kidney's tendency to con-
centrate urine, but this secretion becomes significant only when
plasma creatinine is elevated (29), as in dwonic kidney disease or
during infusion of exogenous creatinine. In any case, a significantly
higher U__ i black than in white individuals has already been
observed (with direct U__ measurements) in a cohort of normoten-
sive young individuals who underwent an overnight urine collection
(30 and n a study of normotensive and hypertensive age-matched
black and white men (although the authors made no comment about
this difference; see Table 2 in reference [8]).

Urinary sodium concentration, a variable that is independent of
creatinine or urine volume measurements, also was higher in
black than in white individuals, although serum sodium and total
24-h sodium excretion were the same. In the Intersalt study (31),
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Figure 3. Relationship between pulse pressure (FP) and 24-h urine wolume (V) or UCT in men (# = 86) and women (n = 50). @,
Black individuals in each gender group; C, white individuals in each gender group. For men, separate regression lines are shown
for black (thick line) and white individuals (thin line), but the correlation coefficients (r) and statistical significance concern all men
together. Three white men with unusually high 24-h urine volume were excluded from the regression analysis.

which investigated the relationships between BP and sodium
intake in 52 different centers around the world, the results of two
centers in the United States were given separately for black and
white individuals. Urine volume was lower in black than in white
individuals (0.73 persus 1.14 L/d in Goodman and 1.03 versus 1.4
in Jackson), and urinary sodium concentration (recalculated from
the 24-h excretion) was higher (131 versus 110 numol /L, and 133
versus 93 mmol/L in the two cities, respectively), as in this study
(compare with data shown in Table 1).

Retrospective studies cannot provide information about the
factors that are responsible for the difference in urine concentra-
tHon between black and white individuals. Some factors, however,
can be proposed tentatively. That black individuals exhibit a lower
urine flow rate than do white individuals suggests that they might
have a less intense thirst and / or a higher vasopressin secretion. To
our knowledge, no information is available regarding possible
racial differences in thirst, but several independent studies have
reported higher vasopressin levels in black than in white individ-
uals (22-24). Associated changes in the thresholds for thirst and
vasopressin secretion, as a result of a different set point of the
hypothalamic “osmostat,” could have provided a survival adwvan-

tage with respect to the abﬂil"}? to conserve water in African pop-
ulations. However, this adaptation could make them more sus-
ceptible to salt-induced increases in BP because a reduced urine
flow rake was shown to reduce the ability to excrete sodium
(13,14}, This hypothesis is consistent with recently reported corre-
laticns, among 53 populations in diverse climates, between BP
level and single-nuclectide polymorphisms of selected genes that

are involved in heat adaptation (32). Higher thirst/vasopressin
levels may counterbalance the lower activity of the renin-angio-
tensin-aldosterone system (LAAS) that is commonly observed in
black individuals. Actually, in a population-based sample of 534
middle-aged individuals, an association between plasma vaso-
pressin and BF was observed, especially in patients with low renin
(7). In rats with equivalent food intake, anincrease in plasma renin
activity was observed when vasopressin levels were reduced
chronically by a three-fold increase in fluid intake (33). Both the
thirst/vasopressin svstem and the RAAS exert vasoconstrictive
and sodium-retaining effects, but only vasopressin has a potent
and rapid action on water conservation. Therefore, with stronger
needs for a tighter control of fluid balance, the thirst /vasopressin
system may have been favored whereas the RAAS was reduced.

Other factors also could account for a lower urine flow rate in
black individuals, such as a reduced production of prostaglandins
(34) or a lower activity of the kallikrein-kinin system (35), media-
tors that are known to blunt the antidiuretic effects of vasopressin.
In addition, the lower potassium excretion in black individuals
could contribute to their lower urine flow rate. Assuming that
there is an upper limit to the capacity of the kidney to concentrate
potassium in the urine, a higher potassium load will obligate a
higher urine volume, as suggested recently (36).

Could a low 24-h urine volume and for vasopressin effects on VW2
recepors influence BP? Most previous studies addressed the possible
contribution of vasopressin o hypertension through its vascular ac-
tons (7,22,37), but some recent studies drew attention to V2 receptor—
mediated actons. Chronic infusion of dDAVT, a selective agonist of
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W2 receptors that is devoid of acuke vasopressor effects, induced a
significant increase in BP and aggravated Doca-salt hypertension in
rats (16,38 Acute stimulation of V2 receptors by dDAVE was shown
to reduce not only urine flow rate but also sodium excretion in
healthy humans (13) and in the isolated eryvthrocyte-perfused rat
kidney (39). This dDAVP-induced sodium retention is assumed to
result from the direct stimulation of collecting duct ENaC by vaso-
pressin (12). In addition, chronic alkerations in V2 receptor stmula-
tion were shown to influence the expression of the B and v subumnits
of ENaC and amiloride-sensitive sodium transport in the collecting
duct (15,16,40,41), whereas changes in sodiwm intake did not (41). It
is interesting that salt-sensitive Sabra rats exhibit lower 24-h urine
volume and higher urine osmolality than their salt-resistant counter-
parts, along with a higher hypothalamic expression and peripheral
level of vasopressin (42). Altogether, these results suggest that the
renal expression of EMaC is associated with the need to conserve
water. As reviewed recently, ENaC may play a central role in the
development of hypertension (43). In black hypertensive patients,
EMaC inthibition by amiloride and aldosterone inhibition by spirono-
lactone were shown to lower BF (44). Because vasopressin stimulakes
EMaC abundance and activity in the kidney, it may be proposed that
the lower urine volume that is observed in black individuals may
play a role in their difficulty to excrete sodiuwmn. If this were the case,
then selective antagonism of V2 receptors also may be expected to
improve sodium excretion and lower BP.

SBP and DEFP did not differ significantly between black and
white individuals in these yvoung subjects. However, PP was
higher in black than in white men. Although the relatively low
number of female individuals is a limitation in this study, it may
be proposed that the lack of an ethnic difference in PT in women
is related to the fact that they concentrate urine much less than do
men in this study, as in many others (25). Therefore, if low urine
How rate and high urine concentration contribute to retain sodium
as explained above, then women may be at lesser risk for sodium
retention than men. To our knowledge, a higher PP has not been
documented previously in African Americans but was observed
in black individuals living in Africa (45). Because the number of
black men in our study was relatively small, this finding needs to
be confirmed in a larger population. Several recent findings have
emphasized the importance of P as a significant determinant of
cardiovascular morbidity and mortality (46-49). If a higher PP is
confirmed in young normotensive black men in further studies,
then black individuals may already be at greater risk for such
adverse events before overt hypertension develops.

A positive correlation was found in men between P and UCT
and a negative correlation between FI' and 24-h urine volume.
These correlations were independent of age or BMI and of the 24-h
sodium or potassium excretion rate. For a given osmolar load, a
twio-fold lower urine volume and a two-fold higher urine osmo-
lality corresponded to an increase in PP by 6.6 mmHg (Figure 3).
Although these correlations do not prove a causality link, a study
in healthy individuals who received an acute hypertonic saline
load suggests a direct link between vasopressin and PT in men
(50). After the load, men exhibited a greater rise in plasma vaso-
pressin and excreted a lesser fraction of the sodiwm lead than did
women. A significant rise in SBF and FF, which occurred only in
men, suggested an upward shift in the pressure-natriuresis curve
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(50). In a chronic situation, a significant increase in PP was ob-
sarved in response to a swikch from low bo high salt intake in
voung normotensive individuals (51). Therefore, an increase in PP
might be an early event in salt-sensitive hypertension.

A few recent investigations focused attention on the circadian
thythun of water and/or sodium excretion in relation to BP (18-
21.52) A greater tendency to concentrate urine, as Seen in men com-
pared with women and in black compared with white individuals,
presumably lengthens the time spent by any ingested sodium in the
body before being excreted, even if it does not compromise sodium
balance on a 24-h basis. A low urine flow rate and/or sodivm excre-
ton rate during daytime seems to be compensated for at night at the
price of a higher BF and thus of a lesser nocturnal dipping (533 A
study in hypertensive indviduals of the Seychelles (of African de-
scent) suggests that the low sodium exeretion during daytime is due
o excessive reabsorption in the distal nepheon (21). In this context,
the blunted crcadian patbem of water, sodiwm, and potassivm ex-
cretion that was observed in black individuals in our study is consis-
bent with the less inkense nocturmal dipping of BP that was described
previously in black individuals (54-56). That the correlation between
PP and the 24-h urine volume or UCT was N5 when the early
moming PP was considered is in good agreement with this interpre-
tation because sodium and Auid balance return b0 normal during the
night. It is interesting that a disturbed circadian pattern of Auid and
sodivm excretion was described previously in moderately over-
weight indviduals and in patients with diabetes and /or hyperten-
sion and was associated with a reduction in the nocturnal dipping of
B (18-20.52).

Conclusion

This study emphasizes the potential relationships of urine flow
rate and concentration that may bear on the control of BF and in the
greater susceptibiity of black individuals to hypertension. The results
show that black men and women concentrabe urine more than do
white individuals and exhibit blunted day—night differences in water
and electrolyte excretion. In addition, a significant positive correlation
between PP and urine concentration was found in men as a whole,
Therefore, a higher PT was associated with better water conservation.
To our knowledge, no attention had been given in the past to possible
ethnic differences in wrine volume and cemolality. Therefore, this
retrospective study opens interesting novel hypotheses, namely that
a low urine violume in black ndividuals, as a result of different set
points for the thirst/ vasopressin axis and /or other factors that regu-
late waber balance, may participabe in their greater susceptibility to
hypertension and cardicvascular disease. New prospective studies
are needed to explore the thirst/vasopressin/uine concentration
axis n parallel with the RAAS, paying attention also to possible
associations between the circadian variations in BF and in water and
solute excretion. If our results are confinmed, then newly developed
nonpeptide vasopressin V2 receptor antagonists (57 58) might offer a
nowvel antihypertensive strategy, especially in individuals in whom
BP control is not well adhieved with drugs that oppose the RAAS, as
is the case in the black population.
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perspective on these findings including vasopressin's mole in urinary concentration.

120



3.3. Résultats complémentaires a ceux de l'article publié n°2

3.3.1 Autre collaboration

Une collaboration avec le Professeur Howard Pratt (Indiana University, Indianapolis,
Etats-Unis) nous a permis de vérifier si ces nouveaux résultats se confirmaient dans une
autre étude. L’étude a été réalisée sur 88 jeunes (de 12 a 25 ans), sains, d’origine afro-
américaine (n = 42) ou caucasienne (n = 46) qui ont participé a un camp de vacances et en
méme temps a une étude scientifique portant sur les régulations de la pression artérielle [13].
L’urine a été recueillie pendant 12 h incluant la nuit (de 19 h a 7 h). Au moment de 1’étude,
I’osmolalité urinaire n’avait pas été mesurée, mais les échantillons d’urine avaient été

conservés a -20°C, ce qui a permis de la doser a posteriori.

Les principaux résultats de cette étude sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Donneées générales et données urinaires de nuit des 88 jeunes sujets

americains
Caucasiens Afro-américains C/AA |Test de t
n 46 42
Age (ans) 173+05 158+0,4 0,91 |p=0,033
Vol urine (ml/12h) 715 + 57 630+ 61 088
Uosm (mosm/kg H,0) 473 + 30 570 + 37 121 |p=0,041
Exc osm (mosm/h) 270+29 254+24 0,94

Les valeurs sont les moyennes £ ESM. Les valeurs sont comparées par
test t de Student. Seules les différences significatives (p < 0,05) sont
indiquées ici.

C/AA: Caucasien/Afro-américain; Exc osm: excrétion osmolaire;
Uosm: osmolalité urinaire; Vol urine: volume d’urine

La nuit, le volume d’urine des adolescents afro-américains est plus faible (mais pas

significativement) et I’osmolalité urinaire significativement plus élevée (p = 0,041) que ceux
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des caucasiens. Ces différences ne proviennent pas du fait que les afro-américains mangent
plus que les caucasiens puisque leurs excrétions osmolaires sont équivalentes (rapport
Caucasiens/Afro-américains = 0,94). Ainsi, les afro-américains de cette étude excretent sur
12 h une méme charge osmolaire que les caucasiens, mais dans un volume plus faible, et en
augmentant la concentration de I'urine. Ces résultats viennent donc confirmer ceux de

I’article publié n°2.

3.3.2. Données trouvées dans la littérature

Comme nous en avons discuté dans I’article publié n°2, le fait que les afro-américains
concentrent I’urine plus que les caucasiens se voit dans une publication précédente de
Cowley et coll. [26] (tableau 2), bien que les auteurs ne soulignent pas cette différence dans
la discussion de leur article. Les principaux résultats des sujets normotendus de cette étude
[26] intéressants a discuter dans cette partie de thése sont présentés dans le Tableau 4. Nous
avons calculé en plus I’excrétion osmolaire, ainsi que les rapports Caucasiens/Afro-

américains pour chaque parametre urinaire.

Tableau 4 : Age et données urinaires de 24 h des sujets normotendus extraits
du tableau 2 de I’article [26]

Orig Age vV Uosm Exc osm calc
SeX€ Ein ' (ans) w2any M mosmikg H0) | (mosmizany A4
H Cauc 12 48:4 |177+023 | 153*| 503:40 |o077*| 890 108
H AA 12 48:4 | 116:007 709 + 64 822
F Cauc 9 41:+3 |170:021 | 747%| 426:87 | 070 724 103
F AA 9 41:3 | 116014 605 + 51 702

Les valeurs rapportées sont les moyennes £ ESM. Les sujets étaient
appariés pour 1’age et 1’origine ethnique. Les valeurs sont comparées
par test t de Student (* p <0,05).

AA: afro-américain; Cauc = C: caucasien; Exc osm calc: excrétion
osmolaire calculée; F: femme; H: homme; Orig Ethn: origine ethnique;
Uosm: 0osmolalité urinaire; V: débit urinaire
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Comme dans les deux études précédentes (article publié n°2 et les 88 jeunes), le débit
urinaire des afro-américains est plus faible et I’osmolalité urinaire plus élevée que ceux des
caucasiens. La encore, ces différences ne proviennent pas du fait que les afro-américains
mangent plus que les caucasiens puisque leurs excrétions osmolaires sont équivalentes, voire
méme un peu plus faibles chez les afro-américains. Ainsi, les sujets afro-américains de cette
étude excretent une méme charge osmolaire de 24 h que les sujets caucasiens, mais sous un

volume plus faible d’urine plus concentrée.

Les commentaires et discussion de cette partie sur la différence de concentration de
I’urine selon I’origine ethnique ont été regroupés avec ceux de 1’étude 4 (voir paragraphe

4.4. ci-apres).
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4. DIFFERENCE DE CONCENTRATION URINAIRE SELON LE SEXE
CHEZ L'HOMME

4.1. But de I'étude et résumé des résultats de l'article publié n°3

Il est bien connu que les hommes sont plus sensibles que les femmes a certaines
maladies cardiovasculaires et rénales, comme 1’hypertension artérielle, la lithiase urinaire et
I’insuffisance rénale chronique (IRC). Mais les causes de cette différence ne sont pas bien
¢tablies. D’autre part, il a été décrit dans plusieurs études que les hommes ont des taux
plasmatiques de vasopressine supérieurs a ceux des femmes. Or il a été montré que la
vasopressine, via ses récepteurs V2, pouvait avoir des effets néfastes sur la progression de
certaines pathologies, telles que IRC ou I’hypertension artérielle. Donc, nous avons voulu
savoir si cette hormone, et/ou la concentration urinaire résultante, pouvaient jouer un réle
dans cette plus grande susceptibilit¢ masculine, et donc, si les hommes avaient une

concentration de I’urine et un débit urinaire différents de ceux des femmes.

Pour cela, nous avons réanalysé a posteriori des données d’études antérieures qui
n’avaient pas pris en considération ni le sexe, ni la concentration de I'urine, mais qui
comportaient un recueil d’urine de 24 h. Dans les neuf études considérées, concernant des
sujets sains (6 études) ou des patients diabétiques (1 étude) ou en IRC (2 études), tous les

sujets étaient dans des conditions normales, avec un régime alimentaire libre.

Nos analyses ont montré que dans chaque étude, I’osmolalité urinaire des hommes est
toujours supérieure a celle des femmes de 15 a 40 % alors que le volume d’urine n’est
généralement pas différent entre les deux sexes. Ainsi, les hommes excrétent sur 24 h une
charge osmolaire supérieure a celle des femmes dans un méme volume d’urine, mais en la
concentrant plus. Cette différence d’osmolalité urinaire n’est pas influencée par les apports

sodes, et semble persister quelque soit 1’age ou le niveau d’IRC.

4.2. Article publié n°3
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across differing ages, sodium intake, and level of kidnev disease. Am J Phvsiol
Repul Integr Comp Phyziol 292: RT00-R705, 2007, First published September 21,
20060 doi: 10011 52 ajpregu.00500.2006. —Men are known to be at greater risk of
urolithiasis and cardiovascular and renal diseases than women. Previous studies
suggest that greater urine concentration is associated with acceleration of progres-
sicn of chronic kidney disease (CKD, increased urinary albumin excretion, and
delayed renal sodinm excretion. The present review addresses possible sex-related
differences in urine volume and osmolality (Uasm) that could participate in this
male risk predominance. Because of the scarcity of information, we reanalyzed
24-h vrine data collected previously by different investigators for other purposes. In
nine studies concerning healthy subjects (6 studies) or patients with CED or
diabetes mellitus, U, (or another index of urine concentration based on the
urine/plasma creatinine concentration ratio) was 21-39% higher (i.e., about a 150
mosmkgH:O difference) in men than in women. Urine volume was not statistically
different. Thus, the larger osmaolar load of men (related to their higher food intake)
iz excreted in a more concentrated urine with no difference in urine volume. This
sex difference was not influenced by the level of sodinm excretion and was still
present in CED patients. Sex differences in thirst threshold, AVE level, and other
regulatory mediators may all contribute to the higher male Usem. Becavse of the
previously demonstrated adverse effects of vasopressin andfor high urine concen-
trating activity, the greater tendency of men to concentrate urine could participate
in their greater susceptibility to urolithiasis and hvpertension and (o the faster

progression towards end-stage renal failure.

lithiasis; vasopressin; thirst; urine volume; hypertension

THERE I3 A SEX-RELATED DIFFEREMCE in susceptibility to renal and
cardicvascular diseases that includes a higher male prevalence
of wrolithiasis (24, 46), hypertension, and chronic kidney
disease (CKD), as well as a faster rate of progression of CKD
(40, 48, 51, 66). A similar sex difference 1s found in rats (13,
47, 58). Several experimental studies have revealed adverse
effects of vasopressin through its W2 receptor-mediated effects
andfor the resulting urine concentration on progression of CKD
(17. 18), albuminuria of diabetes mellitus (DM (11, and
hypertensicn (28 ). It is thus interesting to evaluate whether sex
differences n wrine concentration could contribute to the
greater male susceptibility to vascular and renal diseases. The
amount of information in this field is surprisingly small. Urine
osmolality (Ugem) is rarely measured in clinical investigations
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Mational de la Santé et de la Recherche Médicale Unite 632, 15 me de 1" é&cole
de Médecine, 75006 Pans, France fe-mail: bankir@ fer-s-moalininserm.fr).
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and wrine volume, even when uwsed for calculation of 24-h
excretions, is rarely reported. This prompted vs to gather and
reanalyze data obtained for other purposes in previous clinical
investigations to characterize possible sex differences in urine
concentration that could play a role in the male predominance
of lithiasis, hypertension, and progression of CKD.

Direct and Indirect Evaluation of Urine Concentration

Studies A to & concerned healthy subjects of various ages (7,
15, 32, 36, 38, 50, 65) while studies R, 8, and T included
patients with CKD or DM (4, 5, 36) (see Table 1). In all studies
(except study &), 24-h urine was collected in subjects of both
sexes that were in steady state on an ad libitum diet and fuid
intake. Investigators from the inmitial studies provided demo-
graphic information (see Table 2) along with measurements of
24-h vrine volume and sodium and potassium concentrations
(U, and Uy, respectively). In some studies, plasma and vrine
creatinine concentration { Peeear and Useear, respectively), urine

hittp: /i www. ajprego.org
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SEX DIFFERENCE IN URINE CONMCENTRATION R701
Table 1. General information regarding the ten studies used to evaluate wrine concentration
Age Range. Ralated
Study " yr Subjects Auther Providing Data Instinaticn references
A kN 2045 WYolunteers undergoing clinical A. Hadj-Aissa Hépital Edowand Hermriot, Lyon, France Unpublished
investigations + potential kidney
donors
27 22-53 Volunteers working at Mecker M.M. Trnh-Trang-Tan  INSERM Unité 90, Hopital Mecker, Unpublished
Herspital Paris, France
C 117 5069 Subset of subjects from the 5. Hercherg Severnl centers in France 32
SUNVLMAX. cohort
D 378 =22 Subjects of the DASH-MNa study P.R. Conlin Brigham and Women's Hospital, Boston, 50
during the mm-in period or after MA, and several centers in the USA
one month on different sodium
intakes
E 141 | B4 Subsct of subjects sclected for testing  ML.H. Weinberger Indiana University School of Medicine, 38,65
sodium sensitivity Indianapalis, TN,
F a7 =30 Healthy subjects S0 Lew Georze Washington University Medical 36
Center, Washington D.C.
G [ il =4 Valunteers undergoing investigations DG, Bichet Hépital du Sacré-Cour, Université de 157
of urne concentration Montreal Montréal, Canada
R 63 21-19 Patients with DM (regular follow-up) BE. Banducean Hépital Begin, Saint-Mandé, France 4
5 1438 | 7-86 Patients with CED (regular foll - P. Jungers Héipital Mecker-Enfants Malades, Paris, 5
up France
T 33 1266 Patents with CED from a vanety of 5.0, Lew George Washington University Medical 36
canses Center, Washington DLC.

Healthy subjects were in studies A-G. DM, diabetes mellitus, CED. chronic kidney disease. The references indicated are those of the initial studies. In the

present review, new analyses were performed in men and women separately (results shown in Table 2, using the mw data provided by one of the authors.

urea concentration Uy, ). or urine osmolality (U, ) were also
available.

The 24-h wrine volume was measured in all studies {except
study G but U,y was available only in studies A, B, G, and 5.
In the others, the level of urine concentration was evaluated in
two different ways. When Unga, Uk, and Uyren were available
(studies C, D, and R), an estimated value of U, (eU,.n) was
calculated according to the formula: el .y, = (U + U p*2 +
Uirea. Highly significant and similar correlation coefficients
were found between U, and eU_ ., for men and women in
studies A+E (combined because they both concern French
subjects of similar age) (r = (.95 and 0.97, respectively), and
in study 5 (092 and 0.92, respectively) (P = 0,001 for each).
The slopes of the regression lines were about 8—12% lower
than unity (with no significant sex difference ), which indicates

that el ., understimates slightly true U, likely because the
formula for calculation of el does not take into account the
minority solutes. In the remaining three studies (E. F, and T).
Pereq and U, allowed an indirect evaluation of the kidney's
tendency to concentrate urine. Because water, but not creati-
nine, is progressively reabsorbed along the successive nephron
segments, tubular fluid creatinine concentration increases
above the plasma value, Thus, the ratio U0/ Poren provides
a relative index of wrine concentration (UCIH. In the two
studies in which both U, and UCI were available, UCI
was linearly and positively correlated with U, (r = 0.56
and (.89 in healthy men and women of sfudy A and 0.82 and
0.82 in CKD patients of study §). The equations of the
regression lines did not differ significantly between men and
women in either study. Tubular secretion of creatinine could

Table 2. Demographics and 24-h urine data in men and women of nine independent studies

Bady Mazs Index, U eame 8l or UCT moam) Oamolar
El Agpe, ¥ kg/m?® kgH20 Ulrine volume litera’24 b Excretion
Study Conditicn M W M W M w M w MW M w MW MW
Unne csmolality
A Hth 24 13 35x2 33x2 24+ 221" 6H£35 508x56 12T LTRx00D 207050 086 122
B Hth 15 12 33x2 3Bx3  23x] 21x] 68947 551=xT1 L2 L3003 L39x008 096 1.28
C Hth 35 62 S0x]  50%] 25+ 4= 57Ex21 4l6xl6 139 L4007 LE6x0.06 0.88% 122
o Hth 163 215 48x1 49x| 0] 30x1* 59717 52115 LU5f L7Ex006 147005 118 1.39
R DM 35 30 SEx3 GERx2 M=x]  32x] 50730 418x26 1217 LETx003 LE6x010 100 117
&5 CED BT 6l e2x2 5Tx2  25x| M1 43517 353T=x16 1L20F  LO2x008  208=x000 0.88° 113
Urine concentration
index
E Hth 9 51 24=x] 2Tx]® 5% 25=x] 1496 125%6 L19F 145008 L5009 096 113
F Hth 18 19 230x2 33x2  Mx| 25x] 14520 120=14 1.21 1330004 148008 090 115
T CED 18 15 453 44=+3 Bx]  27x2 314 25+4 1300 2560107 243016 1.05 1.37

Values are means = SE. In studies C, D, and R, urine cemolality (Ugum) was not measured. An estimaton of Unem (eUaem) was calculated (see text), Hih,
healthy subjects. The men-to-women ratio (VLW for each variable in each study was calculated using the means chserved in each sex. In all studies, subjects
were on 4 free ad Dbitum diet and fAuid intake, For smdy I data epored here comesponds to the mn-in period. Student’s =test between men and women:

=P 005 $P < 001 $F = 0.001.
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Fig. 1. Individual values and means = SE of the estimated value of urine
osmalality (ell,,m) or urine concentration index (UCI) in men and women of
studies C and E. Note the wide dispersion of individual values over a fivefold
range. CEDY. chronic kidney discase.

increase UCH and lead to an overestimation of the kidney's
tendency to concentrate urine, but this secretion becomes
significant only when plasma creatinine is elevated (39), as
in CKD or during infusion of exogenous creatinine (as used
in older studies) (31, 42). A higher renal secretion of
creatinine in males could induce a blas because testosterone
has been shown to stimulate this secretion in rats (31). But,
among the large number of more recent investigations that
have explored 24-h endogenouns creatinine clearance and a
more reliable marker of glomerular filtration rate (GFE).
none has mentioned a greater discordance between the two

Urineg Concentration in Men and Women

The age and body mass index were very close in men and
women in all studies {Table 2). Food intake was likely higher
in men than in women {men-to-women ratio for 24-h osmolar
excretion was = 1). In every case, whether involving healthy
subjects or patients with DM or CKD, U, eUup, or UCT was
higher in men than in women by 15-39% (significant except in
studies with n =2 20 per sex). The male/female ratios obtained
with UCT fell in the same range as those obtained with U gy, or
ell .m (Table 2. In 5 of 9 studies. 24-h urine volume was
almost similar in men and women {(within = 5%, and in the

SEX DIFFERENCE IM URINE CONCENTRATION

others, it was 10-14% lower in men. To our knowledge. only
one prior study reported urine volume and osmolality in men
and women separately (21). It shows similar differences as
those observed here (Usgm = 678 * 39 and 493 *= 34
mosm'kgH0 in men and women, respectively, P = 0.05;
urine volume = 1.37 £ 0,09 and 1.54 * 0.09 liters/day. not
significant: male-to-female ratio = 1.38 for U and 0L88 for
volume). Rats and dogs also show male-to-female ratios of U,
of similar magnitude as humans (116 1o 1.24) (27, 34, 44,

It is interesting to note the wide interindividual variability in
24-h wrine concentration (Fig. 1) and volume (0.5 o 54
liter/24 h in all studies together, not shown) among healthy
subjects, probably related to a parallel variability in thirst, fluid
intake, and plasma vasopressin (Fayp) (67 ) Within the 24-h
cyele, Usuy is highest at night and it increases after a protein-
rich meal (20, However, the sex difference mn Uqgm does not
result from a proportionately higher protein intake in men,
because we verified that the proportion of urea in the urine did
not differ in the two sexes. Differences in sodinm intake are not
involved since selective changes in dietary sodium over a
relatively wide range do not alter U,y in either sex, as shown
in study I (Table 3). Two-way ANOWVA showed a significant
sex difference for U, and volume (P = 0,002 for each) but
no influence of sodium itself and no interaction. Urine concen-
trating ability declines with age and linear regression of U..m
vs. age in subjects of study Y shows a decline (P <2 0L0003) by
- 50 mosm/kgH,0 per decade. maintaining a significant sex
difference across ages (F = 0.0035) (Fig. 24).

Subjects with CKD or DM exhibited a sex difference in
Ugem similar to that in healthy subjects (Table 1). Fig. 2B
illustrates the decline in Ussm as a function of the degree of
renal failure in study 8. Two-way ANOVA revealed differ-
ences for sex and CKD class (P =< 0.0001 for each)y with a
significant interaction (P = 0.001). Ussm declined progres-
sively in men and more abruptly in women. In the same study,
a sample of early morning urine was about 50-100 mosm/
kgHz0 higher than the 24-h average, even in CKD stages III
and I'V, showing that the concentrating activity of the kidney is
still increasing at night throughout most of the disease progres-
sion.

Passible Causes of the Sex Difference in Uqzam

It is unlikely that sex hormones directly influence urine
concentration since a higher U,.y, and similar urine volume
were already present in boys compared with girls before
puberty. and urine concentration did not vary with age in either
sex from 4 to 15 yr (26). Further, the difference in U,y
remained significant in women after the age of menopause in
studies IV (Fig. 24) and C (all above 50 yr). Finally, Ugsm was

Table 3. Twentyv-four hour urine data in men and women of study D on the control diet with three

different levels of sodium intake

Ma Bxcretion (mmol/24 h) Uom (moambgHz 00 Urine volume (liters24 h)

Sodinm diet M w MW M w MW M w MW
Lo 67+4 hl+4 1.0% 405+26 H2x20 1.12 Le3x0.10 139007 117
Medium 118£5 054 1.24 35lx26 ded =20 119 Le3x0.10 L4Tx0.08 114
High 150+5 126%35 1.26 543x22 4a0+24 109 1.72=0.10 1.47x0.06 117

Values are means * SE. Low, medium and high are target sodium intakes of 30, 100, or 150 mmol/day, respectively, | mo each in random order. Comparison

by two-way ANOVA (sex and sodium intake;, see text).
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Fig. 2. A: Ui in men and women in the different age categories in subjects
of study D during the mun-in penod. B Ulm in men and women of simdy §
according to the different classes of CED (I to V), Means = SE for men (#)
and women (). Dashed lines indicate iscosmolality to plasma. Relatively large
SEs in the first age and CED classes are probably due to the small number of
subjects of each sex in these classes, When SEs are not visible, they are smaller
than the symbols. Comparison by two-way ANOVA (sex and CED, or sex and
age). The sex difference was significant in both cases,

not altered 5 whk after gonadectomy in male and female rats
(27

Because men excrete a higher osmolar load through an
increase in urine concentration rather than in urine volume, it
may be assumed that their thirst/vasopressin system has higher
thresholds than those of women. and that they drink propor-
tiomally less. However, information is lacking to document
these differences. One study reported a higher water intake in
female vs. male rats (62). Some studies (1, 22, 54, but not all
(21}, reported higher values for plasma and/or urinary vaso-
pressin in men than in women, a difference also observed in
rats (54). Vasopressin secretion seems 1o be more sensitive to
osmotic stimuli {e.g., hypertonic saline infusion) in males than
in females in rats and hvmans (43, 56).
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However, a higher plasma vasopressin is not sufficient to
explain the sex difference in urine concentration because study
G showed that the difference in U, was not abolished during
maximal stimulation of the urinary concentrating mechanism,
at least in an acute situation. Six healthy subjects (3 of each
sex) were infused with a high dose of dDAVE (1-desamino| 8-
D-arginine vasopressin]. a selective W2 receptor agonist of
vasopressin) (7, 15). Uy rose from 835 + 150 to 955 = 10
mosm'kgHz0 in men and from 540 = 140 to 775 * 20
mosn'kgH-0 in women. This observation suggests that the
higher urine concentration in men than women involves down-
stream events, probably in the kidney itself, although clearly
more data s required. Animal studies support a sex difference
in vasopressin actions (535). The male kidney 1s more sensitive
to vasopressin because the antidivretic response to exogenous
hormone was greater in male than female rats (61, 64). In
addition, papillary collecting duct cells from male rats exhibit
more V2 receptors and a greater vasopressin-induced cAMP
accumulation than those from females (64). A higher male
sensitlvity to vasopressin in humans is also suggested by the
higher U, observed in men than women who exhibited
similar Pave (21).

Because prostaglandins or a high medullary blood flow are
known to interfere with the antidiuretic effect of vasopressin
and the ability to concentrate urine (14, 25, 37), known sex
differences in the production of prostaglandins (45, 60, 63) and
in medullary or papillary blood flow (27) could also play a role
in the greater male urine concentration.

Passible Consequences of the Sex Difference in Uygy,

The higher tendency of men to concentrate urine compared
with women may participate in their higher susceptibility to
several diseases or their more severe rate of progression,
including wrelithiasis, CKD, and some forms of hypertension.

Urolithiasis is 2-3 times more frequent in men than in
women (20, 23, 57), but to our knowledge, no study has
considered the possibility that a difference in urine concentra-
tion could contribute to this sex difference. The higher U, in
men will obviously favor the occurrence of supersaturation
which 1s responsible for crystallization of poorly scluble com-
pounds (247 In study C, almost half of the men but only 5% of
the women had 24-h urine exceeding 600 mosm/kgH:O (Fig.
1A}, illustrating the greater risk in men. Even if the concen-
tration of poorly soluble solutes does not reach supersaturation
threshold in the pooled 24-h urine, it may well exceed it during
transient episodes of higher concentration occurring after pro-
tein-rich meals, at night., or during intense physical exercise,
especially in summer, a season during which men show a
remarkable decrease in urine volume (46).

Vasopressin and/or the resulting rise in urine concentration,
influence renal function in different ways. Chronic stimulation
of wrine concentrating activity by dDAVF in normal rats
increases GFE {16) and wrinary albumin excretion (10) and
induces a hypertrophy of the kidney that resembles that in-
duced by a high protein intake (6, 8). In rats with experimental
CED, detrimental effects of V2 receptor stimulation or bene-
ficial effects of their inhibiticn were reported on proteinuria,
glomerulosclerosis, and tubulointerstitial injury (17, 18, 59).
V2 receptor activation also participates in the rise in albumin-
uria observed in rat models of DM and salt-sensitive hyper-
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tension (10-12, 28). Because of the sex difference in Usem, all
of these effects may be more pronounced in males vs. females.
The antidiuretic action of vasopressin probably adds its influ-
ence to that of the renin-angiotensin system (3, 10, 48, 51, 66)
when the intensity of both systems is increased in response to
their respective stimuli.

Anocther potentially adverse effect of vasopressin could re-
sult from the direct stimulation of sodium reabsorption in the
collecting duct mediated by the activation of the epithelial
sodium channel ENaC (41, 52). This effect is most likely
responsible for the diminished ability of healthy humans to
excrete sodium (7, 19). It is detectable only above a certain
threshold of —500-600 mosm'kgH20 (2, 7, 9 and thus,
should affect males more than females. Interestingly, after an
infusion of hypertonic saline (3% NaCl), sodium excretion
increased less in men than in women, and only men showed an
increase in systolic and pulse pressures, suggesting a hyper-
tensive shift in the pressure-natriuresis curve assoclated with
an increase in extracellular Avid volume (56). These observa-
tions suggest that vasopressin could play a role in salt-sensitive
hypertension as shown in rats ( 28).

In summary, the present investigation shows, in several
independent studies performed in France and in the United
States, that men concentrate urine more than women in free
living conditions on their vspal diet and spontanecus fluid
intake. This difference does not seem to depend on direct
effects of sex hormones and is not influenced by the level of
sodium intake. It 1s still present during aging and in CKD.
Whether this difference plays a role in the greater prevalence of
urolithiasis and hypertension in men and in their faster CKD
progression remains to be evalvated. Hopefully, this review
will stimulate further studies addressing this issue and includ-
ing simultanecus measurements of thirst, fluid intake, FPayp.
Ussm. and T"HzO in men and women. Newly developed vaso-
pressin W2 receptor antagonists (29, 53) will also represent
useful tools for evaluating in humans the possible adverse
consequences of the concentrating activity of the kidney, with
special attention to sex differences.

NOTE ADDED IN PROGF

An ethnic difference in unne concentration has been mecently reported in
study E in a separate paper. Black subjects were shown to concentrate urine
significantly more than whites (see Bankir L et al. Ethnic differences in urine
concentration: possible relaticnship to blood pressure. Clin J Amer Soc
Nephrol. In press). The sex-related difference reported here (Table 2) was of
similar magnituck in bath ethnic groups. Interestingly, a sex difference in black
and in white subjects was also visible in a study of Cowley et al (210
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4.3. Résultats complémentaires a ceux de l'article publié n°3

Comme cela a ét¢ dit dans 1’article publié n°3, trés peu d’études rapportent les valeurs
d’osmolalité et de volume urinaires, et encore moins en considérant les deux sexes
séparément. A notre connaissance une des rares études disponibles est celle de Cowley et
coll. [26] que nous avons déja présentée dans la section précédente des résultats (pour les

différences de concentration de 1’urine selon 1’origine ethnique).

Dans I’article publié n°3, nous avons rapporté des valeurs d’osmolalité urinaire, qui
correspondent a celles présentées dans le tableau 1 de [26], pour des hommes et des femmes
normotendus. Mais le fait que les hommes concentrent I’urine plus que les femmes est
¢galement visible dans le tableau 2 pour d’autres sujets normotendus, bien que les auteurs ne
soulignent pas cette différence dans la discussion. Nous avons trouvé intéressant de rapporter
ces résultats dans cette thése car ils permettent d’illustrer ces différences de concentration de
I’urine selon le sexe pour deux populations de normotendus supplémentaires (en plus de
celles déja vues dans notre article). Ces données sont présentées dans le Tableau 5 (une
partie de ce tableau comportent les mémes résultats que le Tableau 4, mais présentés
différemment). Cette fois, ce sont les rapports Hommes/Femmes qui ont été calculés pour

chaque parametre urinaire.
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Tableau 5 : Age et données urinaires de 24 h des sujets normotendus provenant

des tableaux 1 et 2 de I’article [26]

Orig Age vV Uosm Exc osm calc
Sexe ey (ans) wzany T (mosmikg Hy0) (mosmz2ahy T
Extrait du tableau 1 de |article de Cowley et coll.
H 40 44:3 137:009| 089 678:39 |138° 929 122
F 40 49:+2 154+0,09 493+ 34 759
Extrait du tableau 2 de |article de Cowley et coll.
H Cauc 12 48:x4 177:023 | 104 503 + 40 118 890 123
F  Cauc 9 41+ 3 170+0,21 426 + 87 724
H AA 12 48:4 116+007 | 1,00 709 +64 117 822 117
F AA 9 41+3 116 £+ 0,14 605 + 51 702

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM. Les valeurs sont
comparées par test t de Student (* p < 0,001).

AA: afro-américain; Cauc: caucasien;

Exc osm calc: excrétion

osmolaire calculée; F: femme; H: homme; Orig Ethn: origine ethnique;
Uosm: 0osmolalité urinaire; V: débit urinaire

L’osmolalité urinaire des hommes est plus élevée que celle des femmes (de 17 a

38 %), et le débit urinaire des 24 h est globalement équivalent dans les deux sexes. Enfin, les

hommes ont une excrétion osmolaire supérieure a celle des femmes. Ces résultats sont donc

en accord avec ceux publiés dans notre article : les hommes mangent plus que les femmes,

mais ils excrétent leur plus grande charge osmolaire dans une urine plus concentrée sans en

augmenter le volume.
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44. Commentaires et discussion des études sur la différence de
concentration de l'urine selon l'origine ethnique et le sexe (études

publiées n°2 et n°3)
4.4.1. Avantages et limites de nos études

Il s’agit d’études rétrospectives. Or, travailler sur des données recueillies pour une
¢tude antérieure présente I’avantage de ne pas avoir de biais a priori. De plus, en France,
I’étude comparant des sujets de deux origines ethniques n’aurait pas été possible, puisqu’on

n’a pas le droit de renseigner I’origine ethnique des sujets étudiés.

Dans la littérature, le débit urinaire est rarement indiqué bien qu’il soit utilisé pour le
calcul des excrétions urinaires des solutés, qui, elles, sont rapportées dans les articles. Dans
nos études nous avons pu analyser les valeurs de volume chez des caucasiens et des afro-
americains, et chez des hommes et des femmes séparément. De plus, en particulier pour
I’étude publiée n°2, I’urine avait été recueillie en deux fractions séparées (Jour et Nuit), ce
qui est rarement pratiqué. Par contre, la MAPA n’existant pas a 1’époque, on ne dispose que
de mesures de pression artérielle de Jour. Il serait utile d’avoir dans des études futures, a la

fois des données urinaires et des données de pression artérielle le Jour et la Nuit.

4.4.2. Retombées éventuelles de nos études

= Importance de la pression pulsée

Pendant longtemps, seules les PAS et PAD étaient prises en considération. Mais
depuis une dizaine d’années, la PP a retenu 1’attention car il a ét¢é montré qu’elle est un
facteur prédictif d’accidents cardiovasculaires et de mortalité trés significatif, et ce,
indépendamment du niveau moyen de pression artérielle [113]. Ceci donne donc une
signification plus importante aux relations trouvées dans notre étude : la relation positive qui
a été trouvée entre la PP et la concentration de 1’urine suggere que les sujets qui concentrent

le plus I’urine ont un risque cardiovasculaire plus important.
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= Utilisation d’un antagoniste des récepteurs V2

Suite a nos travaux, des études prospectives semblent nécessaires pour explorer de
fagon plus précise ces nouveaux résultats, et notamment 1°) 1’axe soif-vasopressine-
concentration de I'urine et 2°) les relations entre concentration de 1’urine et risque

cardiovasculaire et rénal.

Si nos conclusions sont confirmées, les effets «aquarétiques» et les effets
natriurétiques éventuels, méme modestes, d’un antagoniste des récepteurs V2 de la
vasopressine, décrits dans 1’article publié n°1, pourraient étre bénéfiques pour les sujets qui
concentrent beaucoup 1’urine. Cet antagoniste pourrait notamment étre utilis€ comme
traitement antihypertenseur, en particulier chez les sujets afro-américains et en particulier

chez les hommes.

Nous avons été invités par Néphrologie & Thérapeutique a écrire une revue reprenant
en frangais les études publiées n°2 et n°3. Cet article publié n°4 se trouve en annexe a la fin
de cette thése.

Différence de concentration urinaire selon le sexe ou I’origine ethnique : implications
possibles dans la susceptibilité variable a différentes

pathologies rénales et cardiovasculaires

Julie PERUCCA, Nadine BOUBY, Pierre VALEIX,
Paul JUNGERS, et Lise BANKIR

Néphrologie & Thérapeutique 2008
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5. RELATIONS ENTRE URINE ET PRESSION ARTERIELLE CHEZ
DES SUJETS PRESENTANT UN SYNDROME METABOLIQUE

5.1. Introduction et but de I'étude

Dans les années 50, Jean Vague décrivait une forme particuliere d’obésité, dite
« abdominale » prédisposant au diabéte sucré et a I’athérosclérose. En 1988, Reaven et coll.
[80] ont donné le nom de «syndrome X » a I’association d’une obésité abdominale et
d’anomalies telles qu’une hypertension artérielle, une hyperglycémie et une
hypertriglycéridémie. Ces anomalies, associees de maniere non fortuite, semblaient
secondaires a 1’insulino-résistance. Au cours des années, la notion de syndrome X a laissé
place a celle de syndrome métabolique [55]. Celui-ci est défini par une perturbation globale
associant, a des degrés variables, des anomalies du métabolisme lipidique, glucidique ou
encore de la pression artérielle ; le tout étant étroitement associé a une insulino-résistance et
a une surcharge graisseuse viscérale. Sur un plan pratique, plusieurs définitions sont
proposées pour faire le diagnostic du syndrome métabolique. Les criteres les plus utilisés par
les cliniciens sont ceux donnés par la NCEP ATP Il (National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel 111) [35]. On considére ainsi qu’un patient a un syndrome
métabolique lorsqu’il présente au moins trois criteres parmi les cing suivants :

- tour de taille > 102 cm chez ’homme et > 88 cm chez la femme,

- hypertension artérielle connue ou PAS > 130 et PAD > 85 mm Hg,

- glycémie a jeun > 1,10 g/l,

- triglycérides > 1,50 g/l,

- cholestérol HDL < 0,5 g/l chez I’homme et < 0,4 g/l chez la femme.

Bien que des facteurs héréditaires soient en cause dans ce syndrome, dans la grande
majorité des cas, il est avant tout lie a un style de vie sédentaire et a une mauvaise
alimentation, qui entrainent notamment une prise de poids et une résistance a I’insuline.
Ainsi, dans certains cas, un simple changement des habitudes de vie (avoir une activité
physique réguliere, une alimentation saine...) peut suffire pour agir de fagon appréciable sur

ce syndrome.
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Le syndrome métabolique est associé a de multiples complications. En particulier, il
multiplie par trois le risque d’accident cardio-vasculaire et il expose au risque de diabéte
(risque multiplié par 5). D’ou I’intérét de mieux comprendre les causes et les mécanismes

qui produisent ces désordres chez ces sujets.

Nous avons vu en ‘Introduction’ de cette thése que chez certains sujets, et notamment
chez les sujets hypertendus, le dipping nocturne de pression artérielle se réduit, voire
disparait ; cette perte du dipping nocturne pouvant étre associée a une difficulté a excréter
I’eau et/ou le sodium dans la période diurne. Comme 1’hypertension artérielle est 'un des
criteres permettant de définir le syndrome métabolique, nous avons voulu savoir quelles
étaient les relations entre le niveau de pression artérielle, son dipping nocturne et le rythme
nycthéméral d’excrétion d’eau et des solutés (et notamment le sodium) chez des sujets

présentant un syndrome métabolique.

5.2. Sujets et méthodes

5.2.1 Protocole général

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Boris Hansel et Xavier Girerd (service
d’endocrinologie-métabolisme de 1’hopital de la Pitié-Salpétriére, Paris), et j’ai moi-méme
participé au recueil et a la saisie des données pendant plusieurs mois. L’étude a été conduite
chez des sujets explorés pour un syndrome métabolique dans le cadre d’un protocole déja en
cours. Les patients sont hospitalisés deux jours et demi en unité d’éducation thérapeutique
(4 sujets par semaine) pendant lesquels de nombreux examens cliniques sont effectués, entre
autres :

- mesure du tour de taille, du poids, de la taille,

- MAPA (de 13 h a 6 h le lendemain),

- prise de sang pour le dosage de paramétres sanguins (bilan lipidique, glycémie...),

- recueil d’urine de 24 h pour le dosage de solutés,

- test d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) avec mesure de la glycemie

et de I’insulinémie, chez les seuls sujets non diabétiques.
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Les données de MAPA ont été fractionnées en deux périodes : Jour (13 h a 23 h)
et Nuit (23 h a 6 h), ainsi que les urines de 24 h : Jour (de 8 h a 22 h) et Nuit (de 22 h a 8 h).
Le volume d’urine et la concentration urinaire des principaux solutés (sodium, potassium,
urée et créatinine) pour ces deux périodes ont été mesurés et les excrétions correspondantes
ont été calculées pour le Jour et la Nuit séparément, ainsi que les rapports Jour/Nuit.
L’osmolalité urinaire n’a pas ét¢ mesurée dans cette étude, mais comme la concentration
urinaire de sodium, de potassium et d’urée avaient été mesurées, nous avons pu I’estimer
comme cela a déja été décrit dans 1’article publié n°3 :

eUgsm = (UNa + UK) X 2 + Uyrée

Les sujets non diabétiques ont subi un test d’HGPO (75 g de glucose) et la glycémie et

I’insulinémie ont été mesurées avant puis toutes les 30 min pendant 2 h apres cette charge.

5.2.2. Traitement des données et analyses statistigues

Comme le but de ce travail était I’étude des relations éventuelles entre le rythme
nycthéméral d’excrétion d’eau et des solutés et la pression artérielle, nous avons sélectionné
uniquement les sujets ayant les données urinaires et de pression artérielle complétes pour les
deux périodes Jour et Nuit (n = 135). Nous avons ensuite évalué la validité des recueils
d’urine en se basant sur I’excrétion urinaire de créatinine de 24 h (voir paragraphe 1.5. dans
la partie ‘Introduction’), ce qui a conduit a exclure 28 sujets. Nous avons donc finalement

retenu 107 sujets pour 1’étude des relations entre urine et pression = PARTIE A.

D’autre part, nous avons entrepris une analyse préliminaire des données métaboliques
et étudié leurs relations avec les données urinaires. Cette PARTIE B ne concerne que les
sujets non diabétiques ayant subi une HGPO et ayant des données urinaires et métaboliques

complétes et valides (62 sujets).

Dans des travaux antérieurs réalisés chez des diabétiques et des hypertendus, notre
équipe a mis en évidence que les sujets dont le débit urinaire était plus bas le Jour que la
Nuit, excrétaient aussi moins de sodium le Jour et présentaient une diminution du dipping
nocturne de pression artérielle [8, 14, 15]. Pour ces études, le rapport Jour/Nuit du débit

urinaire (VJ/VN) avait été calculé et les sujets avaient été répartis en plusieurs groupes selon
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ce rapport. C’est également ce que nous avons choisi de faire ici pour les 107 sujets de la
PARTIE A. Les sujets ont été divisés en trois tertiles selon VJ/VN :

- tertile 1 (T1) : 36 sujets ayant un VJ/VVN éleve,

- tertile 2 (T2) : 35 sujets ayant un VJ/VN moyen,

- tertile 3 (T3) : 36 sujets ayant un VJ/VN faible.

Nous avons remarqué que les 62 sujets de la PARTIE B sont répartis a peu pres
équitablement entre les 3 tertiles T1, T2 et T3 de la PARTIE A. Nous avons donc garde ces
mémes tertiles, mais les effectifs sont plus faibles :

- tertile’ 1 (T’1) : 20 sujets ayant un VJ/VVN élevé,

- tertile’ 2 (T°2) : 20 sujets ayant un VJ/VN moyen,

- tertile’ 3 (T°3) : 22 sujets ayant un VJ/VVN faible.

5.3. Résultats

5.3.1. Comparaison des données générales des trois tertiles

Cent sept sujets présentant des caractéristiques du syndrome métabolique ont
finalement été pris en compte pour la PARTIE A. Les caractéristiques de ces sujets ensemble
ou répartis en trois tertiles selon VIJ/VN (T1, T2 et T3) sont présentées Tableau 6. On
constate que les sujets des trois tertiles ne différent significativement que par le critére de tri,
VJIVN, qui est égal a 2,28, 1,25 et 0,71 pour les T1, T2 et T3, respectivement.

Il est intéressant de noter que contrairement aux sujets des T1 et T2, les sujets du T3
ont tous un débit urinaire de Nuit supérieur a celui de Jour, c'est-a-dire a I’inverse de ce qui

est habituellement observé chez des sujets jeunes normotendus.

Bien que les différences ne soient pas significatives, on constate que les sujets du T3
ont tendance a étre plus agés, a avoir un IMC et un tour de taille plus élevés que les sujets

des deux autres tertiles. Ce T3 comporte aussi un peu plus de femmes et d’hypertendus que
lesTlet T2,
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Dans chaque tertile, plus de la moitié des sujets sont hypertendus, selon les critéres qui
définissent le syndrome meétabolique, c'est-a-dire PAS et PAD > 130 et 85 mm Hg,

respectivement. La proportion de sujets diabétiques dans les trois tertiles est de 22 a 26 %.

Il'y a plus de sujets qui prennent des diurétiques dans le T1, mais la différence entre les
trois tertiles n’est pas significative. Ceci a vraisemblablement pu contribuer & augmenter le
débit urinaire de Jour des sujets de ce tertile. Par contre, la proportion de sujets prenant

d’autres traitements, comme par exemple des IEC, est équivalente entre les trois tertiles.
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Tableau 6 : Caractéristiques générales des 107 sujets ensemble ou répartis en
trois tertiles selon VJ/VN

T1 T2 T3
Tous ANOVA
VJI/VN élevé VJI/VN moyen VJ/VN faible
n 107 36 35 36
VJ/VN (critére de tri) 1,41+ 0,08 228+0,11 125+003 0,71+003 p < 0,001
Dispersion (0,36 A 4,57) (157a457) (099a155) (0,36a0,99)
% de femmes 29 28 29 31
Age (ans) 532+10 512+15 524 +19 558 +16
Poids (kg) 936+16 950+2,8 911+26 946 +2,7
Taille (cm) 1696 +0,9 1709+18 169,2+1,3 168,7 £ 1,6
IMC 324+04 323+0,6 318+0,8 332+08
Tour de taille (cm) 108,7+10 107017 107014 1121+ 2,0 p=0,06
% d'hypertendus 60 61 54 64
% de diabétiques 23 22 26 22
% sous diurétiques 28 42 23 19 p=0,08
% sous IEC 13 14 14 1
PAS (mm Hg) 1314+13 130,7+22 132525 1310+2,4
PAD (mm Hg) 76,1+09 76517 775+15 743+15

Les valeurs rapportées sont les moyennes = ESM. Les valeurs des
tertiles ont été comparées par ANOVA a 1 facteur et seules les
différences significatives (ou proches de la significativité) sont

indigquées.

IEC: inhibiteur de I’enzyme de conversion; IMC: indice de masse
corporelle; PAS et PAD: pression artérielle systolique et diastolique,
respectivement (mesurée par Dynamap); T1, T2 et T3: tertiles 1, 2 et
3, respectivement; VJ/VN: rapport Jour/Nuit de débit urinaire
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5.3.2. Analyse des données urinaires des trois tertiles

Lorsque I’on compare des données urinaires de 24 h des 107 sujets répartis en trois
tertiles (Tableau 7), on remarque que seul le debit urinaire est significativement différent et
qu’il est surtout plus faible dans le T3. L’osmolalité urinaire et 1’excrétion osmolaire sont
équivalentes dans les trois tertiles, tout comme I’excrétion des principaux solutés, ce qui
suggere que les sujets ont eu des apports alimentaires equivalents. La clairance de la

créatinine, marqueur de la filtration glomérulaire, est aussi voisine dans les 3 tertiles.

Tableau 7 ;: Données urinaires de 24 h des trois tertiles selon VJ/VVN

T T2 T3
ANOVA
VJ/VN élevé VJI/VN moyen VJ/VN faible
n 36 35 36
V (ml/24h) 1981+110 1895+124  1526+74 p = 0,006
eUysm (mosm/kg H,0) 530 + 31 539 + 30 600 + 24

Exc osm (mosm/24h) 957 + 42 927 + 38 903 + 35
Exc Na (mmol/24h) 184 + 12 163 + 10 156 + 9

Exc K (mmol/24h) 73,6 +38 69037 726+35
Exc urée (mmol/24h) 442 + 17 463 + 19 446 + 19

Exc créatinine (mmol/24h)| 15,3+0,7 144+05 143+06
Ceréat (ml/min) 129 +5 121+ 4 120+ 6

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM. Les valeurs des
tertiles ont été comparées par ANOVA a 1 facteur et seules les
différences significatives (ou proches de la significativité) sont
indiquées.

Cerat: Clairance de la créatinine; eUgm: osmolalité urinaire estimée;
Exc: excrétion urinaire d’un soluté; Exc osm: excrétion urinaire des
osmoles totales; T1, T2 et T3: tertiles 1, 2 et 3, respectivement; V:
débit urinaire; VJ/VN: rapport Jour/Nuit de débit urinaire

141



Lorsque I’on regarde les excrétions urinaires pour les périodes de Jour et de Nuit
séparément, on voit que les sujets des trois tertiles ont des profils différents pour certains
parametres, notamment 1’eau, le sodium et I'urée (Figure 21). Les reésultats des tests
statistiques (ANOVA a 2 facteurs : facteur ‘Tertile’ et facteur ‘Période’) sont présentés
Tableau 8.

Le rythme nycthéméral d’excrétion d’eau, normal pour les T1 et T2 (débit urinaire de
Jour plus ¢élevé que celui de Nuit), est inversé chez les sujets du T3. L’osmolalité urinaire
(non présentée) est significativement différente entre les trois tertiles (p = 0,008), mais pas
entre les deux périodes (p = 0,07). Par contre, I’interaction des deux facteurs est trés
significative, ce qui indique que 1’appartenance a tel ou tel tertile de VJ/VN a une influence

sur le rythme nycthéméral d’excrétion des osmoles en général.

On constate que le rythme nycthéméral d’excrétion du sodium est trés semblable a
celui de I’excrétion d’eau dans les trois tertiles, bien que la différence entre les tertiles
n’atteigne pas la significativité. Les sujets du T3, qui excrétent peu d’eau le Jour, excretent
aussi peu de sodium le Jour et compensent ce déficit en augmentant leur excrétion d’eau et
de sodium la Nuit. Ces différences entre les sujets des trois tertiles ne sont pas dues a des
différences de filtration glomérulaire des 24 h (Tableau 7), ou a sa répartition Jour/Nuit

(résultat non présenté).

L’excrétion horaire du potassium est toujours supérieure le Jour par rapport a la Nuit
(p < 0,001) dans les trois tertiles (NS pour le facteur ‘Tertile’). Par ailleurs, I’interaction des

deux facteurs est significativement différente (p < 0,023).

Le rythme nycthéméral d’excrétion d’urée suit aussi celui de ’eau, mais de fagon
moins prononcée que pour le sodium. Ainsi, les sujets du T3 ont aussi un rythme
nycthéméral d’excrétion d’urée inversé, mais la différence entre les trois tertiles n’est pas
significative. Par contre, la différence Jour-Nuit est significative pour les trois tertiles, tout

comme I’interaction entre les deux facteurs étudiés.

L’excrétion de la créatinine semble étre équivalente entre les sujets des T2 et T3, et

elle est un peu plus élevée le Jour pour les sujets du T1, mais pas significativement.
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Figure 21 : Excrétion urinaire d’eau et des principaux solutés des trois tertiles

pour les périodes de Jour et de Nuit séparément

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM. Voir les analyses statistiques Tableau 8.
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Tableau 8 : ANOVA a 2 facteurs des résultats de la Figure 21

Facteur Facteur
Tertile Période
(1,2 0u 3) (Jour ou Nuit)

Interaction

Osmolalité urinaire estimée
Excrétion de sodium
Excrétion de potassium
Excrétion d'urée
Excrétion de créatinine

Clairance de la créatinine

p = 0,008
p < 0,001
p < 0,001
p = 0,006

p < 0,001
p < 0,001
p=0,023
p < 0,001

5.3.3. Analyse des données de pression artérielle des trois tertiles et relations

avec les données urinaires (PARTIE A)

Il n’y a pas de différence significative entre les trois tertiles pour la PAS, la PAD et la

PP de Jour ni de Nuit (Figure 22). On peut toutefois noter une certaine tendance presque

significative a ce que la PP de Nuit soit d’autant plus €élevée que le VI/VN est faible.

On remarque que plus le VJ/VN est faible (de T1 vers T3) et plus le dipping nocturne
de PAS et de PAD est faible (p = 0,03 et 0,05, respectivement) (Figure 22).
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Figure 22 : Valeurs de Jour et de Nuit, et chute nocturne de la PAS, PAD et PP
des trois tertiles

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM. Les valeurs des tertiles ont été comparées
par ANOVA a 1 facteur.

J et N: Jour et Nuit, respectivement; PAS, PAD et PP: pression artérielle systolique,
diastolique et pulsée, respectivement; T1, T2 et T3: tertiles 1, 2 et 3, respectivement
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Nous avons fait des régressions linéaires pour les 107 sujets entre les PAS, PAD et PP
(Jour, Nuit, dipping nocturne) et le rapport Jour/Nuit de débit urinaire. Les résultats sont

présentés Figure 23 et Tableau 9.

Il n’existe pas de corrélation significative entre VJ/VN et la pression artérielle de Jour.
Par contre, il existe une corrélation négative significative entre la PAS et la PP de Nuit et
VIJ/IVN (p < 0,05 pour les deux correélations). Ainsi, les sujets qui ont un debit urinaire de
Nuit supérieur a celui de Jour ont une PAS et une PP de Nuit plus élevée que les sujets qui
ont un rythme nycthéméral d’excrétion d’eau et de sodium « normal ». On peut noter la

méme tendance pour la PAD, mais la corrélation n’est pas significative.

Enfin, il existe aussi une corrélation négative significative entre VJ/VN et le dipping
nocturne de la PAS et de la PAD, et une méme tendance pour la PP, mais non significative.
Donc, les sujets qui ont un débit urinaire de Nuit supérieur a celui de Jour ont aussi une
chute nocturne de PAS et de PAD plus faible que ceux qui ont un rythme nycthéméral

d’excrétion d’eau et de sodium normal.

Légende de la Figure 23 (voir page suivante)

J et N: Jour et Nuit, respectivement; PAS, PAD et PP: pression artérielle systolique,
diastolique et pulsée, respectivement; T1, T2 et T3: tertiles 1, 2 et 3, respectivement; VJ/VN:

rapport Jour/Nuit de débit urinaire
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données de pression artérielle des 107 sujets ensemble

Signe r Significativité
JOUR
PAS + 0,029
PAD + 0,089
PP - 0,123
NUIT
PAS - 0,245 p<0,05
PAD - 0,145
PP - 0,214 p<0,05
N-J (% J)
PAS - 0,326 p < 0,001
PAD - 0,302 p<0,01
PP - 0,158

Tableau 9 : Résultats des régressions linéaires simples entre VJ/VN et les

J et N: Jour et Nuit, respectivement; PAS, PAD et PP: pression
artérielle systolique, diastolique et pulsée, respectivement; r:
coefficient de corrélation; Signe + ou -: corrélation positive ou
négative, respectivement

5.3.4. Analyse préliminaire des données métaboliques des trois tertiles et relations

avec les données urinaires (PARTIE B)

Soixante-deux sujets ont été pris en compte pour cette PARTIE B. Les caractéristiques

de ces sujets ensemble ou répartis en trois tertiles selon VJ/VVN sont présentées Tableau 10.

Comme pour la PARTIE A, les VJ/VN des trois tertiles sont tres significativement
différents (2,16, 1,23 et 0,70 pour les T’1, T°2 et T’3, respectivement). Les moyennes et la
dispersion des valeurs des tertiles de la PARTIE B sont proches de celles des tertiles de la
PARTIE A.

Les caractéristiques générales des trois tertiles T°1, T°2 et T°3 sont proches de celles

des trois tertiles de la PARTIE A (Tableau 6). On peut toutefois noter que la proportion de
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femmes du T2 est plus élevée que T2 et qu’il y a globalement moins d’hypertendus.

Rappelons que pour cette PARTIE B, il n’y a pas de sujets diabétiques.

La glycémie et Dl’insulinémie a jeun des sujets des trois tertiles ne sont pas
significativement différentes, mais on peut remarquer une tendance a ce que la glycémie soit
plus élevée chez les sujets du T°3 et I'insulinémie plus faible chez les sujets du T°2
compares aux sujets des autres tertiles. Les valeurs de glycémie normales et d’insulinémie
¢levées (valeurs normales comprises entre 5 et 15 mU/1) indiquent qu’en moyenne les sujets

des trois tertiles sont insulino-résistants.
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Tableau 10 : Caractéristiques générales des 62 sujets ensemble ou répartis en
trois tertiles selon VJ/VN

T'1 T'2 T'3
Tous ANOVA
VJI/VN élevé VJI/VN moyen VJ/VN faible
n 62 20 20 22
VJ/VN (critére de tri) | 1,34 +0,09 216+0,11 123+004 0,70+004 p < 0,001
Dispersion (0,36 a3,43) (157a3,43) (1,00a155) (0,36a0,99)
% de femmes 29 20 40 27
Age (ans) 518+14 488+2,0 522+29 542 +2,3
Poids (kg) 946+2.2 96,2+4,0 92,7+38 947+3,6
Taille (cm) 1694+12 1722+ 2,3 169,1+18 167,2+2,0
IMC 329+0,6 323+10 324+1.2 338+09
Tour de taille (cm) 1099+14 1078+25 1066 + 2,1 1148 +2,4 p=0,03
% d'hypertendus 50 50 40 59
% sous diurétique 24 35 20 18
% sous IEC 10 10 10 9
PAS (mm Hg) 1319+16 1308+2,9 1341+25 1310+2,8
PAD (mm Hg) 758 +12 767 +26 783+17 727+20
Glycémie a jeun (mmol/l)| 5,77 £ 0,13 5,56 +0,21 555+0,14 6,16 + 0,28
Insulinémie a jeun (mu/l)| 16,37 + 1,34 1829+282 1417:+225 16,76 +1,85

Les valeurs rapportées sont les moyennes + ESM. Les valeurs des
tertiles ont été comparées par ANOVA a 1 facteur et seules les
différences significatives (ou proches de la significativité) sont

indiquées.

IEC: inhibiteur de I’enzyme de conversion; IMC: indice de masse
corporelle; PAS et PAD: pression artérielle systolique et diastolique,
respectivement (mesurée par Dynamap); T’1, T°2 et T’3: tertiles ‘1, 2

et ‘3, respectivement; VJ/VN: rapport Jour/Nuit de débit urinaire
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Lors de ’'HGPO, I’évolution de la glycémie et de I’insulinémie en fonction du temps

sont différentes selon les tertiles (Figure 24).

- La glycémie augmente dans les trois tertiles jusqu’a t = 60 min, puis elle diminue
progressivement jusqu’a la fin du test. Les valeurs des sujets du T3 sont supérieures a celles
des sujets des deux autres tertiles tout au long du test, mais c’est surtout a partir de
t =60 min que la différence devient plus marquée. Les sujets de ce tertile conservent des
valeurs de glycémie €levées, et qui baissent lentement, jusqu’a la fin du test, tandis que les
autres ont des valeurs qui diminuent plus rapidement. A la fin du test, les valeurs de

glycémie des trois tertiles restent encore nettement supérieures aux valeurs de t = 0 min.

- L’insulinémie des sujets des T’1 et T’2 augmente jusqu’a t =60 min, se stabilise
entre 60 et 90 min, puis redescend lentement entre 90 et 120 min. L’insulinémie des sujets
du T’3 continue d’augmenter jusqu’a 90 min puis atteint un plateau. A t =120 min, les
valeurs d’insulinémie des sujets des trois tertiles sont 9 fois plus élevées qu’a t =0 min. Au
cours du test, les valeurs des sujets du T’1 sont toujours supérieures a celles des deux autres
tertiles, et a part a t = 120 min, le T’3 a toujours les valeurs les plus faibles. Cette élévation
moindre et plus tardive de I’insulinémie en réponse a ’'HGPO de ces sujets indique qu’ils

sont vraisemblablement intolérants au glucose.

- Si I’on compare les graphiques A et B de la Figure 24, on constate que les sujets du
T3 augmentent moins leur insulinémie, et plus leur glycémie, que les sujets des deux autres
tertiles. Ainsi, la sécrétion d’insuline des sujets du T°3 semble inadaptée a I’hyperglycémie.
Ceci se traduit par un rapport Insuline/Glucose plus faible que celui des deux autres tertiles
(graphique C). Le rapport Insuline/Glucose des sujets du T’1 est plus élevé que celui des
deux autres tertiles, et il augmente jusqu’a t = 90 min. Le T°2 a des valeurs intermédiaires

d’Insuline/Glucose.
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Pour les 62 sujets, nous avons fait des régressions linéaires de la variation de
I’insulinémie entre le temps 0 et la moyenne des temps 30 et 60 min en fonction du débit
urinaire de Jour, de Nuit ou de Jour/Nuit. Les résultats sont présentés Figure 25. Nous avons
choisi de prendre la moyenne de ces deux temps (30 et 60 min) car nous avons estime que la
réponse initiale du pancréas a la stimulation par le glucose était la plus intéressante et que la

moyenne de deux mesures donnait un résultat plus précis.

On constate que la relation est significative avec VJ/VN, mais pas avec le débit de Jour
ou de Nuit séparément, ni avec le débit de 24 h. Cette corrélation positive signifie que les
sujets qui excrétent une plus grande proportion de leur urine totale la Nuit - indépendamment
de leur volume urinaire en valeur absolue - ont tendance a avoir une augmentation plus
faible de sécrétion d’insuline en réponse au glucose que les sujets qui ont un rythme
nycthéméral d’excrétion d’eau et de sodium normal. Il s’agit ici de la réponse aigué (pendant
1 h), donc ces résultats ne reflétent qu’un aspect trés élémentaire de la situation chronique du

syndrome métabolique.
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5.4. Commentaires et discussion

Dans ce travail, nous avons mis en évidence que, parmi des sujets présentant des
caractéristiques du syndrome métabolique, le rythme nycthéméral d’excrétion d’eau et de
sodium est treés variable, avec un rapport Jour/Nuit pouvant différer d’un facteur 12 (de 0,36
a 4,57). Il est possible que les rapports élevés de VJ/VN soient en partie dus a la prise de
diurétiques, bien que la dispersion des valeurs de VJ/VN reste grande lorsque 1’on ne
considere que les 77 sujets ne prenant pas de diurétiques (de 0,36 a 4,33). La chute nocturne
de PAS et de PAD est plus faible chez les sujets ayant un rythme nycthéméral d’excrétion
d’eau et de sodium perturbé. Ainsi on retrouve dans ce travail les anomalies déja observées
dans notre équipe chez des sujets diabétiques ou hypertendus. Cette étude ne permet pas
d’établir de lien de causalité, mais ouvre de nouvelles pistes de recherche concernant des
relations entre des parametres urinaires et de pression artérielle chez des sujets présentant un

syndrome métabolique.

L’analyse préliminaire des données métaboliques de 62 sujets nous a permis de trouver
des relations jusqu’alors insoupgonnées entre le rapport Jour/Nuit de débit urinaire et la
sécrétion de ’hormone qui régule le métabolisme glucidique, I’insuline. Il est bien connu
qu’une hyperinsulinémie s’accompagne d’une difficulté a excréter le sodium, et que cet effet
est augmenté chez les sujets insulino-résistants [87]. Mais les causes restent encore
inconnues. De plus, nous avons vu en ‘Introduction’ de cette thése qu'une faible hydratation
rend I’excrétion du sodium difficile [4, 23]. Au vu de nos résultats et des données de la
littérature, nous pouvons faire I’hypothese que I’effet antinatriurétique de I’insuline est
associ¢ a une difficulté a excréter I’eau. Il sera ainsi intéressant a 1’avenir de rechercher
quels sont les facteurs ou les mécanismes responsables de ces relations entre insulinémie,

débit urinaire et excrétion de sodium.

En toute fin de these, nous avons commence a faire des analyses sur les sujets ne
prenant pas de diurétiques. Les résultats concernant les données générales, urinaires et
métaboliques décrits précédemment restent semblables (voir le résumé ci-aprés, envoyé au
congres de I’American Society of Nephrology en juin 2008). Par contre, les différences de
pression entre les tertiles observées Figure 22 sont nettement atténuées. Ceci suggeére que les

diurétiques ont un effet favorable sur la pression artérielle.
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ASN Renal Week 2008, Abstract Number: 551834

Keywords: insulin resistance; metabolic syndrome X; water-electrolyte balance

A LOW DAYTIME EXCRETION OF WATER AND Na MAY BE AN EARLY MARKER
OF INSULIN RESISTANCE IN SUBJECTS WITH ABDOMINAL ADIPOSITY
J. Perucca’, B. Hansel?, X. Girerd? and L. Bankir*
'INSERM U872, Centre Rech. Cordeliers, Paris, France

2Sce Endocrinol., Hop. Pitie-Salpetriere, Paris, France.

Previous studies have shown that an impaired Na and water excretion during daytime
is associated with a higher BMI, a higher blood pressure (BP) and a reduced nocturnal
dipping (NDip). We investigated urinary excretion and BP during daytime (D) and nighttime
(N) in 47 nondiabetic subjects with abdominal adiposity. They underwent an oral glucose
tolerance test (OGTT): plasma glucose (PGlu) and insulin (PIns) measured every 30 min for
2 h. Subjects were divided into 3 tertiles (T) according to their D/N ratio of urine flow rate

(V).

Tl T2 T3 P (Anova)
D/N V 1.92+£0.10 1.14+0.04 0.66 = 0.04 p <0.001
D/N Na Excr 2.10+0.28 1.50+0.23 0.79+0.06 p <0.001
D/N Creat Excr 1.17+0.08 0.99 + 0.07 0.91+0.05 p =0.038
APIns/PGlu (1st h) 82+1.2 64+1.1 3.8+04 p = 0.006

Na (but not creatinine or K) excretion followed the D/N pattern of V. From T1 to T3,

subjects tended to be older, to have higher BMI, BP and fasting PGlu, lower NDip (all NS)
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and larger waist (p = 0.032). During OGTT, PIns and PGlu at 120 min did not differ. But
interestingly, a marked difference was seen in the rise (A) in PIns and in PIns/PGlu during
the first h, still significant after adjustment for age (p = 0.024). A positive correlation was
found between PIns or PIns/PGlu and D/N of VV among all subjects (p < 0.001 for each).
These results reveal a strong association between an impaired excretion of water and Na
during daytime and an early impairment in glucoregulation, but no association with the
clinical signs of the metabolic syndrome.

Conclusion: a disturbed circadian pattern of water and Na excretion might represent an

early marker of insulin resistance.
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- DISCUSSION GENERALE -

Parmi les nombreux facteurs qui interviennent dans la régulation de la pression
artérielle, le rein tient une place primordiale puisqu’il exerce un réle important dans la
régulation de I’équilibre hydrosodé. Une réabsorption excessive de sodium par le rein peut
étre responsable de certaines formes d’hypertension artérielle, et notamment celles sensibles
au sel. De nombreux travaux se sont donc intéresses aux relations entre apport sodé (ou
excrétion sodée qui, sur 24 h, refléte bien les apports sodés quotidien) et pression artérielle
[48, 64, 69], mais tres peu tiennent compte aussi de 1’excrétion d’eau et de la concentration
de I'urine. Pourtant, I’ecau a toute son importance puisqu’elle est le véhicule commun de
I’excrétion de tous les solutés, et donc on ne peut pas considérer le sodium sans tenir compte

de I’eau.

La capacit¢ de conserver de 1’eau est un élément essentiel pour les mammiferes
terrestres. La vasopressine (ou hormone antidiurétique, rappelons-le ici) contribue a cette
économie d’eau en permettant au rein d’excréter les déchets du métabolisme sous forme
d’une urine concentrée. La fonction de concentration dépend d’une architecture rénale
particuliére et de la combinaison de plusieurs effets de la vasopressine sur le CC via ses
récepteurs V2. Son action la plus puissante est d’augmenter la perméabilité a I’eau du CC, ce
qui permet la réabsorption d’eau dans les parties terminales du néphron (s’il existe un
gradient osmotique favorable) et donc la concentration des solutés. La vasopressine peut
aussi stimuler la réabsorption du sodium dans le CC cortical via ’ENaC. Bien que
quantitativement faible, ce mécanisme joue un réle essentiel car il permet une réabsorption
d’eau supplémentaire qui va mieux concentrer tous les autres solutés. Mais cette économie
d’eau se fait donc au détriment de I’excrétion de sodium [11, 70] et, lorsque I’action de la
vasopressine est trop intense, nous avons mis en évidence dans cette these que ses effets

antidiurétiques et antinatriurétiques peuvent parfois avoir des consequences défavorables.
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1. Meilleure compréhension des conséquences du hiveau des apports

sodés

Les habitudes alimentaires et les apports sodés sont trés variables d’une population a
I’autre. Par exemple, des populations traditionnelles d’Amazonie ou du Kenya, qui ont
surtout une alimentation végeétarienne, consomment environ 1 g de sodium par jour, tandis
qu’en Europe ou aux Etats-unis, la consommation moyenne est de 4 a 6 g par jour. L’étude
Intersalt a notamment rapporté des excrétions sodees allant de 0,2 a 242 mmol/jour [51]. De
plus, il existe aussi une grande variabilité inter-individuelle dans une méme population. Dans
les fichiers sur lesquels nous avons travaillé - qui concernent des sujets sous régime
alimentaire de type occidental - les excrétions sodées des sujets sous régime libre allaient en
moyenne de 50 a 250 mmol/jour. Enfin, chez un méme individu, les apports sodés peuvent
aussi varier d’un repas a I’autre. Il est connu que lorsque 1’on mange un repas riche en sel, la
soif augmente et 1’on a tendance a boire plus que d’habitude. Beaucoup pensent alors que le
débit urinaire va augmenter afin d’excréter cette eau supplémentaire. Mais il s’agit sans
doute d’une idée recue car a notre connaissance aucune étude n’a documenté simultanément
les quantités d’eau effectivement bues et excrétées suite a une augmentation des apports
sodés. C’est pourquoi, nous avons trouvé intéressant d’étudier comment est excrété le
sodium quand il y a un changement brusque des apports sodés (I’eau bue n’a pas été mesurée

dans les études de nos collaborateurs, nous ne disposons donc que des données urinaires).

Lorsque les apports sodés sont augmentés chez un individu, le sodium ingéré en plus
doit étre excrété afin de retrouver I’équilibre dans la balance entre les entrées et les sorties du
sodium. Rappelons que 1’excrétion du sodium est le produit du débit urinaire par la
concentration urinaire du sodium. Donc pour excréter ce sodium en plus, il faudrait 1°) soit
que le débit urinaire augmente, 2°) soit que la concentration urinaire de sodium augmente

sélectivement, 3°) soit qu’un peu des deux augmentent en proportions variables.

Lorsque 1I’on mange un repas soudainement trés riche en sel, ou lorsque qu’une charge
sodée est donnée expérimentalement a un sujet, I’expérience montre que la concentration
urinaire de sodium ne peut pas augmenter beaucoup, brusquement en quelques heures [23].
Le débit urinaire ne peut augmenter que dans la mesure ou la disponibilité en eau n’est pas

limitante. Si la quantité de sodium ingérée est nettement plus élevée que les jours précedents,
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du sodium restera temporairement dans les liquides extracellulaires et il pourra entrainer une
natriurése de pression : la volémie augmente, ce qui entraine une augmentation de pression
artériclle qui permet d’excréter ce sodium indiment retenu. Par contre, en situation
chronique, nous avons mis en évidence dans cette thése qu’un changement d’apport sodé, et
donc d’excrétion de sodium, entraine une modification de la concentration de sodium sans
variation de débit urinaire, méme les premiers jours. Ainsi, la fonction d’économie d’cau
semble dominante ; le débit urinaire reste stable et c’est la concentration de sodium qui est
augmentée. Cette hausse est progressive et prend plusieurs jours, ce qui suggére qu’il est
difficile pour le rein d’arriver a concentrer sélectivement le sodium dans 1’urine. L’eau bue
en plus le premier jour est conservée dans 1’organisme et explique 1’augmentation de poids

corporel.

De plus, il y a souvent une mauvaise compréhension de la relation eau-sodium car les

deux points suivants ne sont pas assez distingués.

1°) Les conséquences d’un changement chronique de régime sodé chez les mémes

individus étudiées une fois qu’un nouvel état d’équilibre est atteint (qui n’a pas d’effet sur le

débit urinaire, mais qui fait sélectivement augmenter la concentration urinaire de sodium),

2°) L’¢tude de la relation entre excrétion d’eau et excrétion de sodium dans une

population sous régime libre. Dans ce cas, une relation positive peut étre observée entre

I’excrétion d’eau et I’excrétion de sodium. Mais les sujets excrétant plus de sodium excretent
aussi, en général, plus de tous les autres solutés (potassium, urée...), et donc ce plus fort
débit urinaire ne peut pas étre attribué au seul sodium. Des travaux réalisés au cours de ma
thése, mais non présentés dans ce mémoire, nous laissent penser que c’est le potassium qui a
une influence dominante sur le débit urinaire [77]. En effet, chez I’Homme, nous avons
trouvé des corrélations beaucoup plus significatives entre le débit urinaire et I’excrétion de

potassium qu’avec I’excrétion de sodium.

Une partie de ce travail de these nous a permis de mieux comprendre pourquoi dans la
littérature on peut trouver des relations positives entre excrétion d’eau et excrétion de
sodium (Tableau 11). Elle attire 1’attention sur le fait qu’en situation chronique, la capacité

d’ajuster I’excrétion urinaire d’un soluté indépendamment des autres, dépend de la capacité
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du rein a adapter sélectivement la concentration urinaire de ce soluté, sans modification de

débit urinaire.

Tableau 11 : Variation de la concentration de sodium et de I’excrétion d’eau et

des solutés selon la situation considérée

Population de
Sujets Mémes sujets étudiés 2 fois sujets étudiés
chacun 1 fois
Situation AIGU CHRONIQUE
Protocole Charge sodée Régime riche vs. Régime libre
ponctuelle pauvre en Na
Excrétion de sodium / Relation / / Relation
positive positive |
Débit urinaire / = /
Concentration de sodium - / /
Excrétion de potassium - - /
Excrétion d'urée = = /

NB: seule la situation chronique avec variation des apports sodés chez
les mémes sujets étudiés 2 fois a été présentée dans cette thése.

2. Conséquences possibles de Ieffet antinatriurétique de Ia

vasopressine chez le rat

Les effets de la vasopressine sur I’excrétion sodée font I’objet de résultats
contradictoires dans la littérature. In vitro, il est bien établi qu’elle augmente la réabsorption
du sodium par ’ENaC, donc in vivo, on s’attendrait a un effet antinatriurétique. Mais dans
les études in vivo, la plupart des auteurs ont rapporté un effet natriurétique ou une absence
d’effet. Nous avons pu apporter 1’explication de ces résultats paradoxaux en étudiant
I’influence dose-dépendante de cette hormone, et le role de ses récepteurs V1a et V2 sur

I’excrétion du sodium chez des rats dans des conditions les plus physiologiques possibles.
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Nous avons ainsi mis en évidence que les récepteurs de la vasopressine ont des effets
opposés sur 1’excrétion sodée : les récepteurs V2 sont antinatriurétiques et les V1a sont
natriuretiques, avec des seuils d’action différents. Finalement, 1’effet de la vasopressine sur
I’excrétion sodée dépend du taux d’hormone sécrétée, et dans la vie de tous les jours, ses
effets antidiurétiques peuvent parfois étre associés a une rétention de sodium d’intensité
variable. Cependant, deux arguments permettent de dire que I’effet sur 1’eau bien connu des

récepteurs V2 est nettement dominant par rapport a 1’effet sur le sodium.

1°) La dDAVP a un fort effet antidiurétique des la plus faible dose, tandis que I’effet

sur I’excrétion sodée apparait pour des doses plus fortes.

2°) L’effet aquarétique de I’antagoniste des récepteurs V2 est comparable a celui de
diurétiques classiques, type furosémide, mais I’effet natriurétique est nettement inférieur
(d’un facteur 7). De plus, il n’est visible qu’a court terme (de I’ordre de quelques heures) car
il est rapidement compensé par une rétention sodée. Donc I’antagoniste des récepteurs V2 de

la vasopressine doit étre considéré avant tout comme un aquarétique.

Ces observations suggérent que la vasopressine commence a agir sur la concentration
de I'urine en augmentant la perméabilité a I’eau du CC, puis, lorsque son taux s’éleve
davantage, elle stimule alors aussi la réabsorption de sodium. Ceci augmente la force
osmotique permettant de soutirer de 1’eau et donc de réduire encore plus le débit urinaire.
Dans ce cas, la concentration de sodium dans ’urine n’augmente pas, puisque le sodium
entraine de ’eau, mais celle de tous les autres solutés, elle, augmente. Ainsi, I’excrétion de
sodium diminue proportionnellement a la diminution de débit urinaire, en favorisant la

concentration de tous les autres solutés.

Ce travail ne permet pas de savoir quels mécanismes intrarénaux sont responsables de
ces effets, ni méme quels sont les organes éventuellement impliqués. Des expériences
complémentaires pourraient é&tre envisagées pour tenter d’apporter des éléments

supplémentaires.

- Pour savoir si, in vivo, les effets antinatriurétiques des récepteurs V2 dépendent bien

de l’activation de I’ENaC, nous pourrions envisager une expérience, sur le méme modéle
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que celles décrites dans notre article publié n°1, dans laquelle on injecterait de la dDAVP a
des rats ayant regu au préalable de 1’amiloride (inhibiteur spécifique de I’ENaC). Mais des
expériences préliminaires ont montré des effets propres de 1’amiloride trés importants et

variables au cours du temps, rendant les résultats difficiles a interpréter.

- Nous avons vu en ‘Introduction’ de cette thése que lorsque la vasopressine se fixe sur
les récepteurs V1a luminaux des cellules du canal collecteur, les effets V2 sont atténues via
les prostaglandines (Figure 12). Il serait intéressant de doser les prostaglandines urinaires
pour voir si leur excrétion (et donc sans doute aussi leur production intrarénale) augmente
pour les doses de vasopressine qui augmentent I'excrétion sodée, et si l'antagoniste des
récepteurs V1a bloque cette augmentation. Ceci permettrait de penser qu'elles sont

impliquées dans 1’effet natriurétique induit par la vasopressine.

- 1l pourrait étre envisagé aussi, en méme temps que de recueillir les urines en cages a
métabolisme, de mesurer la pression artérielle afin de voir si une augmentation de pression
contribue aux effets natriurétiques de la vasopressine (par le phénomene de natriurése de
pression). La pression artérielle devra étre mesurée par télémétrie afin de suivre la pression
en continu sur plusieurs heures sans perdre d’urine, et sans perturber I’animal. Mais pour des

raisons pratiques, il est souvent difficile de combiner les deux techniques.

Notre article publié n°1 est, a notre connaissance, la premiere étude qui permet de
mieux comprendre les actions intégrées de la vasopressine sur I’excrétion du sodium in vivo.
Quand on pense au role possible de la vasopressine dans 1’hypertension artérielle, on évoque
généralement ses effets vasoconstricteurs médiés par ses récepteurs VV1a vasculaires. Mais a
ce jour les nombreuses études sur le sujet n’ont pas fourni de résultats concluants. Notre
travail chez le rat permet d’envisager I’implication de la vasopressine dans cette pathologie
de facon indirecte, par son action sur le rein. Les récepteurs V1a serviraient en fait & modérer
I’effet antinatriurétique des récepteurs V2, qui pourrait étre néfaste s’il devenait trop intense.
Un déséquilibre entre la sensibilité des récepteurs V1a et V2 pourrait donc influencer la
capacit¢ du rein a excréter le sodium, et pourrait indirectement étre responsable d’une
rétention inappropriée d’eau et de sodium, qui pourrait provoquer dans certains cas une
augmentation de la pression artérielle. Cette hypothése est en accord avec des observations
précédentes concernant les effets médiés par les récepteurs V2 sur la pression artérielle. Il

avait ainsi ét¢ montré qu’une perfusion chronique de dDAVP chez le rat induit une
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augmentation significative de la pression artérielle [37, 45, 66, 67] et aggrave 1’hypertension
artérielle DOCA-sel [37]. Nos résultats permettent aussi de comprendre certaines
observations qui pouvaient paraitre paradoxales, en particulier des effets néfastes du blocage
des récepteurs Vla ou I’absence d’effet sur la pression artérielle d’antagoniste des récepteurs

Via[59, 71, 105].

Cette nouvelle hypothese doit cependant étre relativisée du fait que la vasopressine
pourrait avoir des effets vasodilatateurs via des récepteurs V2 extrarénaux. En effet, on sait
qu’il existe des récepteurs V2 sur les cellules endothéliales [53, 63] qui induisent une
formation de NO vasodilatateur [101, 111]. Ceci explique pourquoi une perfusion de
dDAVP dans un des avant-bras chez ’Homme induit une vasodilatation locale caractérisée
par une augmentation du débit sanguin dans cet avant-bras mais pas dans I’autre [101, 111].
Mais ces études concernent des effets aigus et locaux de la vasopressine administrée de
facon exogene. Les effets antinatriurétiques au niveau rénal sont probablement plus
puissants que les effets vasodilatateurs périphériques et nécessitent donc des taux d’hormone

plus faibles que ceux nécessaires a la vasodilatation péeriphérique.

Ainsi, dans la vie de tous les jours, il semble y avoir une prépondérance des effets de la
vasopressine sur le rein au niveau tubulaire et peu d’effet au niveau vasculaire. Les effets
V1a vasculaires hypertenseurs et V2 extrarénaux vasodilatateurs seraient donc tres peu
sollicités dans les conditions normales. Le rein étant sensible a des taux trés faibles de
vasopressine, c’est donc principalement par ses effets sur le rein que la vasopressine est

susceptible d’influencer la pression artérielle, dans la vie courante.

3. Conséquences possibles de I'effet antidiurétique de la vasopressine

chez 'Homme

On ne peut pas savoir si un méme équilibre entre les effets V1a et V2 s’applique aussi
a I’Homme, et des travaux ultérieurs sont nécessaires pour le vérifier. Toutefois, plusieurs
¢tudes suggerent que la vasopressine a aussi un effet antinatriurétique chez I’Homme, ou au
moins retarde I’excrétion du sodium [12, 23]. Et dans [11], les auteurs ont prouvé que cet

effet antinatriurétique était médié par le récepteur V2, puisqu’ils ont décrit un puissant effet
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antinatriurétique de la dDAVP associé a son action antidiurétique bien connue. Ainsi, en se
fixant sur ses récepteurs V2, la vasopressine sert a plus concentrer [’urine (effet
antidiurétique) et peut entrainer une difficulté a excréter le sodium (effet antinatriurétique).
Ces deux effets combinés peuvent conduire a une rétention d’eau et de sodium, et favoriser,
dans certains cas, une augmentation de la pression artérielle. Nous avons donc trouvé
intéressant de voir la variabilité de la fonction de concentration de 1’urine sur un grand
nombre de sujets. Il est notamment connu que les hommes sont plus sensibles a certaines
pathologies cardiovasculaires et rénales que les femmes, et une différence semblable a été
observée chez les afro-américains comparés aux caucasiens. Mais les causes de ces
différences ne sont pas totalement élucidées. Au vu de nos résultats chez le rat et d’anciens
travaux de notre équipe [11, 12, 23], nous avons voulu voir si ces différences de sensibilité
selon le sexe et I’origine ethnique pourraient étre en partie liées a une différence de la
fonction de concentration de 1’urine. Trés peu de données sont disponibles dans la littérature
car I’osmolalité urinaire est rarement mesurée, et le volume d’urine est rarement rapporté

dans les publications, méme quand il a été mesuré.

Quelque soit le sexe ou 1’origine ethnique, nous avons remarqué une grande variabilité
inter-individuelle de la concentration de 1’urine et du volume urinaire parmi les sujets
étudiés. Une méme variabilité d’osmolalité urinaire avait également été remarquée entre les
rats dans nos expériences (voir Figure 16). Ceci est probablement associé a des variations

paralleles de la soif, de la prise de boisson et de Pavp, bien décrites par Robertson [82].

Nous avons pu mettre en évidence 1°) que les hommes, qui excretent une charge
osmolaire plus importante que les femmes, le font en concentrant plus I’urine dans un
volume comparable a celui des femmes, et 2°) que pour une méme charge osmolaire
quotidienne, les afro-américains excrétent une urine plus concentrée et sous un volume plus
faible que les caucasiens. Ces observations suggérent que la vasopressine a des effets plus
intenses chez certains sujets que chez d’autres. Cependant, un débit urinaire faible et une
concentration de 1’urine ¢élevée ne sont que des facteurs de risque, et I’on ne peut pas établir
de lien direct de causalité entre effet antidiurétique intense et plus grand risque d’avoir des
pathologies cardiovasculaires et rénales. De plus, tous les individus ne sont pas susceptibles
de la méme fagon et on ne peut pas genéraliser le fait que les sujets qui concentrent
beaucoup leur urine ont un plus grand risque d’hypertension, par exemple. Au sein de

I’organisme, de nombreux autres mécanismes régulateurs contrebalancent ces relations, et
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sont plus ou moins efficaces selon les individus. La variabilité de la sensibilité ou de la

résistance au sel au sein d’une population donnée I’illustre bien.

L’une des originalités de notre travail est d’avoir mis en évidence des relations
significatives entre des données urinaires et des données de pression artérielle. En effet, nous
avons trouvé (chez les hommes) :

- une relation positive entre PP et la concentration de 1’urine,

- une relation négative entre PP et le débit urinaire de 24 h.

Ces correlations ne prouvent pas une causalité, mais elles suggérent une relation entre
la vasopressine et la pression artérielle. La PP est maintenant bien reconnue comme facteur
prédictif d’accidents cardiovasculaires et de mortalité, et ce, indépendamment du niveau
moyen de pression artérielle [113]. Ceci donne une importance supplémentaire a nos
résultats : la relation positive qui a été trouvée entre la PP et la concentration de 1’urine
suggere que le risque cardiovasculaire est d’autant plus important que les sujets concentrent
plus I’urine. Ce risque peut aussi €tre plus fort si les mécanismes compensateurs de

I’organisme sont défaillants.

4. Conséquences possibles d'un rythme nycthéméral d'excrétion d'eau et

de sodium perturbé

Nous avons mis en évidence dans cette these un rythme nycthéméral d’excrétion d’eau
et des solutés atténués chez les afro-américains et chez certains sujets présentant un
syndrome métabolique. Chez ces derniers, nous avons également montré que la chute
nocturne de PAS et de PAD est plus faible chez les sujets ayant un rythme nycthéméral
d’excrétion d’eau et de sodium perturbé. Or une diminution du dipping nocturne est un
mauvais pronostic puisque les non-dippers présentent un risque accru de développer des
pathologies cardiovasculaires et rénales [79]. Une méme relation avait déja été observée
dans plusieurs travaux de notre équipe [8, 9, 14, 15], et ces observations sont compatibles
avec les travaux de I’équipe de Kimura [39, 109, 110]. Dans cette these, le fait d’avoir étudié
les relations eau-sodium-pression artérielle en s’intéressant d’abord aux relations eau-
pression artérielle plutdt que sodium-pression artérielle présente 1’avantage de ne pas donner

de réle particulier a un soluté donné (le sodium), mais de considérer le solvant commun a
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tous les solutés (I’eau), et de constater ensuite quel est le soluté le mieux corrélé a I’eau et

aux valeurs de pression artérielle.

Il semble exister dans le syndrome métabolique des facteurs qui augmentent la
réabsorption d’eau sélectivement le Jour, et qui sont donc responsables d’un faible débit
urinaire dans cette période ; ceci entrainant une moindre diminution de la pression artérielle
la Nuit. Ceci pourrait faire penser a une action plus intense de la vasopressine, ou également
a d'autres facteurs, connus pour réduire le débit urinaire (systeme nerveux autonome, par
exemple). A notre connaissance, aucun travail n'a évalué si les taux de vasopressine étaient
augmentés dans le syndrome métaboliqgue ou seulement méme chez les sujets qui
développent une insulino-résistance. Pour ces sujets, nous disposions également de données
métaboliques que nous avons commencé a étudier de facon tres préliminaire a la fin de ma
thése. Nous avons ainsi mis en évidence que les sujets qui ont un rythme nycthéméral
d’excrétion d’eau et de sodium perturbé, ont aussi une augmentation plus faible de sécrétion
d’insuline en réponse a une charge orale en glucose. Or, on sait que l’insuline est
antinatriurétique, et certains travaux récents suggerent qu’elle agit sur ’ENaC [96, 106]. Les
effets de la vasopressine sont plus intenses lorsque le flux est plus faible dans le canal
collecteur. Donc, méme si elle n'est pas augmentée dans le syndrome métabolique, la
vasopressine aura sans doute tendance a aggraver les effets antinatriurétiques dus a d'autres
facteurs. Notre derniéere étude ouvre donc de nouvelles pistes de recherche concernant des
relations entre des parameétres urinaires, des facteurs liés au métabolisme et la pression
artérielle chez des sujets présentant un syndrome métabolique. Une étude plus approfondie

des données métaboliques est nécessaire pour dégager d’éventuelles relations.

Avec le développement de la MAPA, beaucoup de travaux se sont intéressés aux
variations de pression artérielle au cours du nycthémere et on s’est rendu compte de
I’importance du dipping nocturne. Par contre, peu d’études sont consacrées au rythme
nycthéméral de la fonction rénale. Pourtant elles sont tout aussi importantes puisque nos
travaux suggerent que le rythme nycthéméral d’excrétion d’eau et de sodium pourrait aussi

avoir une influence sur la pression artérielle.
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5. Applications envisageables en clinique humaine

Ce travail de these ouvre des pistes intéressantes sur le role potentiel de la vasopressine
dans certaines pathologies cardiovasculaires et rénales. De nouvelles études prospectives sur
un plus grand nombre de sujets, éventuellement des deux sexes et de différentes origines
ethniques, sont nécessaires pour étudier de fagon plus approfondie ces nouvelles hypotheses.
Il faudrait notamment prévoir la mesure simultanée de paramétres urinaires (osmolalité
urinaire, excrétion d’eau et des solutés) et de pression artérielle le Jour et la Nuit séparément,

ainsi que la prise de boisson et les concentrations plasmatiques et urinaires de vasopressine.

Puisque la vasopressine est antinatriurétique et qu’un faible débit urinaire - et/ou une
plus forte concentration de 1’urine - semblent entrainer, au moins dans certains cas, une
rétention sodée, nous pouvons penser qu’un traitement par un antagoniste des récepteurs V2
pourrait avoir un effet favorable chez certains sujets hypertendus, notamment ceux sensibles
au sel. L’identification des individus sensibles au sel n’est pas facile et la proportion
d’hypertendus sensibles au sel dépend de 1’étude considérée et du protocole utilisé pour les
identifier. Il est probable que les hypertendus a rénine basse, comme par exemple les afro-
américains, bénéficieront le plus des effets d’un antagoniste des récepteurs V2 car il existe
vraisemblablement un équilibre entre les deux systemes hormonaux qui donne plus
d'importance a la vasopressine quand le systéme rénine-angiotensine est bas, et vice versa,

comme nous l'avons expliqué dans l'article publié n° 2.

Les effets aquarétiques de tels antagonistes pourraient aussi constituer un bon outil
thérapeutique pour la prévention ou le traitement d’autres pathologies dans lesquelles la plus
forte concentration de ’urine semble jouer un role, comme par exemple la lithiase urinaire
récidivante, I’insuffisance rénale chronique, la néphropathie diabétique et la polykystose
rénale. Pour l’instant cette classe de molécule a pour seule indication le traitement des

hyponatréemies [42, 58, 74], et de nombreux essais cliniques sont encore en cours.
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En conclusion, nos travaux montrent que la vasopressine exerce une action sur
I’excrétion de sodium qui est complexe puisqu’elle dépend 1°) de deux récepteurs qui ont
des effets opposés et 2°) de la dose d’hormone considérée dans le plasma et dans les urines.
Toutefois, un deséquilibre dans la sensibilité des deux récepteurs peut contribuer
vraisemblablement a certaines formes d’hypertension artérielle, notamment celles sensibles
au sel. De plus, nous avons montré qu’il existe une grande variabilité inter-individuelle du
débit et de Iosmolalité urinaires, et que I’urine est notamment plus concentrée chez les
hommes que chez les femmes, et chez les afro-américains que chez les caucasiens. Ceci
suggeére une action plus intense de la vasopressine sur ses récepteurs V2, et explique peut
étre en partie la plus grande sensibilité des hommes d’une part et des afro-américains d’autre
part a certaines pathologies cardiovasculaires et rénales. Un antagoniste des récepteurs V2,
par ses effets aquarétique et natriurétique, pourrait éventuellement étre envisagé dans le
traitement de ces pathologies. Nous avons également mis en évidence que la période du
nycthémeére considérée est importante car il y existe des différences dans les données
urinaires et de pression artérielle entre le Jour et la Nuit. Il faut également tenir compte de la
situation clinique puisque des relations qui existent chez des sujets sains peuvent étre
atténuées ou au contraire accentuées chez des sujets présentant une pathologie. Enfin, il ne
faut pas oublier que la vasopressine et ses récepteurs ne constituent pas un systeme isolé
dans I’organisme, mais qu’ils interagissent avec de nombreux autres facteurs régulateurs.
Donc toutes les observations faites dans cette thése, qui aident @ mieux comprendre certains

mécanismes, doivent étre replacées dans un contexte plus global.

Ainsi, dans ce travail de thése, nous avons montré que les relations entre I’excrétion
d’eau, I’excrétion de sodium et la pression artérielle sont complexes et dépendent de
nombreux facteurs qui peuvent interagir. Beaucoup d’études sont focalisées uniquement sur
les relations entre les apports - ou 1’excrétion - sodés et la pression artérielle. Nous nous
sommes placés plus en amont de ces relations et nous avons tenté de mieux caractériser
d’éventuelles conséquences sur la pression artérielle de mécanismes qui ont lieu au niveau
du rein. Ceci en tenant compte également du rythme nycthéméral. Expérimentalement, il
s’agit d’une approche simple mais qui nécessite de recueillir les urines de Jour et de Nuit
séparément. En pratique, observer comment se fait la répartition entre Jour et Nuit de
I’excrétion du sodium pourrait étre un excellent outil pour aider au diagnostic des causes et

des caractéristiques de I’hypertension artérielle. On peut déja faire 1’hypothése que les
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personnes qui excrétent une faible proportion de leur sodium quotidien le Jour sont
vraisemblablement les plus sensibles au sel et sont des non-dippers. Pour finir, cette these
révele l'intérét de prendre en compte la concentration de 1’urine et le volume urinaire
quotidiens (et méme éventuellement quand c¢’est possible leur répartition entre Jour et Nuit),

aspect de la fonction rénale qui est trop souvent négligé.
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Résumé

La prévalence des maladies cardiovasculaires et rénales est plus élevée chez les
hommes que chez les femmes et chez les afro-américains que chez les caucasiens. Des
travaux récents suggeérent que les effets antidiurétiques de la vasopressine et/ou
I’augmentation de la concentration de 1’urine accélérent la progression de ces pathologies.
Cette revue a pour but d’attirer I’attention sur la fonction de concentration de I’urine, et sur
les éventuelles différences de concentration urinaire entre les sexes ou selon l’origine
ethnique, différences qui pourraient jouer un réle dans la susceptibilité variable a ces
pathologies. Nous avons réanalysé a posteriori des données urinaires de 24h provenant
d'études réalisées pour d'autres objectifs et concernant des sujets sains et des patients en
insuffisance rénale chronique ou diabétiques. Dans toutes ces etudes, les hommes excretaient
une charge osmolaire supérieure a celle des femmes avec une osmolalité urinaire (ou un
index indirect de la concentration urinaire) 15 a 30% plus élevée et un volume urinaire de
24h similaire a celui des femmes. Dans deux études américaines, les sujets afro-américains
avaient une concentration urinaire significativement plus élevée que les sujets caucasiens et
un volume urinaire plus faible. La plus forte concentration urinaire des hommes et des sujets
afro-américains peut étre due a des différences du seuil de la soif, du taux de vasopressine ou
d’autres paramétres régulateurs. Ce facteur pourrait jouer un rdle dans la plus ou moins
grande sensibilité aux pathologies cardiovasculaires et rénales. De nouvelles études
prospectives devraient prendre en compte les effets antidiurétiques de la vasopressine
comme facteur potentiellement impliqué dans l'apparition ou la progression de ces

pathologies.

Mots-clefs
Lithiase, Vasopressine, Hormone antidiurétique, Volume urinaire, Hypertension

artérielle
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Abstract

Men and African Americans are known to be at greater risk of urolithiasis and
cardiovascular and renal diseases than women and Caucasians. Previous studies suggest that
the antidiuretic effects of vasopressin and/or a greater urine concentration are associated
with the rate of progression of these diseases. The present review addresses possible sex and
ethnic-related differences in urine volume and osmolality which could participate in this
male and black higher predominance. We reanalyzed 24 h urine data collected previously by
different investigators for other purposes. In studies concerning healthy subjects (six studies)
or patients with chronic kidney disease or diabetes mellitus (three studies), men excreted a
larger osmolar load than women, with a 15 to 30 % higher an urinary osmolality (or another
index of urine concentration based on the urine/plasma creatinine concentration ratio) and a
similar 24 h urine volume than in women. In two American studies, African Americans
showed a significantly higher urinary concentration than Caucasians and a lower 24 h urine
volume. Sex and ethnic differences in thirst threshold, vasopressin level, or other regulatory
mediators may contribute to the higher urinary concentration of men and of African
Americans. These differences could play a role in the greater susceptibility of these subjects
to these pathologies. New prospective studies should take into account the antidiuretic
effects of vasopressin as a potential risk factor in the initiation and progression of

cardiovascular and renal diseases.

Key words

Lithiasis, Sodium intake, Vasopressin, Urine volume, Hypertension
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Introduction

On sait depuis longtemps que les hommes présentent une plus grande susceptibilité aux
maladies rénales et cardiovasculaires que les femmes. La lithiase urinaire est environ trois
fois plus fréquente chez les hommes [1,2] que chez les femmes. Les hommes sont également
plus fréquemment hypertendus et présentent une prévalence plus élevée et une progression
plus rapide de I’insuffisance rénale chronique (IRC) [3-6]. Des différences comparables sont
également retrouvées chez le rat [7-9]. D'autre part, il existe des différences de susceptibilité
aux maladies cardiovasculaires et rénales en fonction de I’origine ethnique. Aux USA, les
sujets d'origine africaine (AA) ont une plus grande susceptibilité a ces pathologies que les
sujets d'origine caucasienne [10-12]. Les facteurs responsables de ces différences ethniques
ou liées au sexe ne sont pas complétement élucidés. Cette revue a pour but d'attirer
I'attention sur une des fonctions du rein, la fonction de concentration de I'urine, qui pourrait
jouer un role dans ces différences de susceptibilité et sur I'normone qui la régule, I'normone
antidiurétique (ADH).

Un réle éventuel de I'hormone antidiurétique, aussi appelée vasopressine ou arginine-
vasopressine (AVP), dans ces différences de susceptibilité en fonction du sexe ou de
I'origine ethnique n'a jamais été évoqué a notre connaissance. Récemment, deux articles ont
attiré I'attention sur cette hormone et/ou sur la concentration de l'urine qui résulte de son
action sur le rein [13,14]. Certaines études antérieures avaient montré que les rats males
concentraient 1’urine significativement plus que les femelles [15,16] et avaient des taux
d'AVP plus élevés [17]. D'autres articles soulignaient que les hommes ont des taux de
vasopressine plasmatique (Pavp) supérieurs a ceux des femmes [17-19] et les sujets noirs des
taux supérieurs a ceux des blancs [18-20]. Ces observations suggérent que des différences
dans 1’axe "soif/vasopressine/concentration urinaire" pourraient jouer un rdle dans la plus
grande susceptibilité masculine a certaines pathologies. En effet, plusieurs études récentes
ont revélé que I'ADH contribuait a la progression de I’'IRC [21,22] et a ’albuminurie du
diabete sucré [23] et qu’elle augmentait la pression artérielle [24], par des effets dépendant

de l'activation des récepteurs V2 et/ou de la concentration de 1’urine qui en résulte.

Nous avons tenté dans cette revue de mieux caractériser les éventuelles différences de

concentration urinaire entre les sexes ou selon l'origine ethnique. Il existe trés peu
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d'information a ce sujet dans la littérature car ’osmolalité urinaire est rarement mesurée dans
les investigations cliniques, et le volume d’urine, bien qu’il soit utilisé pour le calcul des
excréetions urinaires des solutes, est rarement rapporté dans les publications. Pourtant, il n'est
pas équivalent pour le rein d'excréter la charge osmolaire quotidienne (par exemple 750
mosm par jour) dans un litre ou dans deux litres d'urine, c’est a dire avec une osmolarité plus
de deux fois supérieure a celle du plasma (750 mosm/L), ou presque iso-osmotique au
plasma (325 mosm/L). Nous avons donc réanalysé des données obtenues dans neuf études
cliniques différentes dans lesquelles un recueil des urines de 24 h était disponible. Ces études
avaient été réalisées pour d’autres objectifs et ni la concentration de 1’urine, ni d'éventuelles
différences entre hommes et femmes n'avaient été considérées dans les publications
correspondantes. Deux de ces études, realisées aux USA, comportaient des sujets d'origine
caucasienne et d'origine africaine. Nous avons donc pu ainsi caractériser les éventuelles

différences de concentration urinaire liées a l'origine ethnique.

A T'heure ou des antagonistes spécifiques de ces effets V2 sont en cours de
développement, ce sujet présente un intérét nouveau puisque de nouveaux outils
thérapeutiques seront sans doute disponibles dans un proche avenir. Ces antagonistes non-
peptidiques, agissant a des concentrations nanomolaires, induisent une "aquarese™ sélective,
c'est a dire qu'ils augmentent la diurése sans affecter I'excrétion urinaire des solutés [25-27].
Leur utilisation est actuellement envisagée pour la correction d’hyponatrémies d'étiologies
diverses [28,29], mais ils pourraient avoir ultérieurement des indications dans d'autres

pathologies.

Les sujets
Dans chacune des études considérées, les urines de 24 h avait été recueillies chez des
sujets en état d'équilibre et ayant une alimentation et une consommation de boisson libres.
Les auteurs de ces etudes nous ont fourni des fichiers Excel contenant les caractéristiques
générales des sujets ainsi que le volume d’urine de 24 h et la concentration urinaire du
sodium (Una,) et du potassium (Uk). Dans quelques études, les concentrations plasmatique et
urinaire de la créatinine (Pgrear €t Ucreat, T€Spectivement), la concentration urinaire de 1’urée

(Uuree) ou l'osmolalité urinaire (Uqsm) etaient également disponibles.
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Les études A a G concernent des sujets sains d’age variable [30-36] tandis que les
études R, S et T incluent des patients atteints d'IRC ou de diabéte sucré [33,37,38].

Etude A. Sujets sains (20 - 45 ans) dont la fonction rénale devait étre évaluée avant une
investigation clinique [39] ou une néphrectomie pour don de rein. Données fournies par le
Dr. Aoumeur Hadj-Aissa (Département de Néphrologie, Hoépital Edouard Herriot, Lyon,
France).

Etude B. Sujets sains (22 - 53 ans) travaillant a I’hopital Necker, dont les urines de 24
h ont été collectées pour diverses analyses. Données collectées par Marie-Marcelle Trinh-
Trang-Tan et Lise Bankir (INSERM Unité 90, Hopital Necker, Paris, France).

Etude C. Données correspondant a un sous-groupe de 117 sujets sains (50 - 69 ans) de
la cohorte SU.VIL.MAX. L’¢étude initiale (sur plus de 10 000 sujets francais) ne comportait
pas de recueil d’urine [40]. Chez les sujets de ce sous-groupe, les urines de 24 h ont été
collectées trois fois au cours d'une méme semaine (jours 2, 4 et 7) (non publié). Les résultats
présentés ici sont les moyennes des trois jours.

Etude D. Données issues de I’é¢tude DASH-Na [35]. Cette étude multicentrique avait
pour but d'évaluer I'influence combinée du niveau des apports sodés (50, 100 et 150 mmol/j)
et de deux régimes alimentaires différents (DASH vs. contr6le) sur la pression artérielle chez
des sujets normotendus (60 %) ou hypertendus (40 %), presque tous caucasiens ou afro-
américains (22 ans et plus). Nous avons pris en considération ici 1°) les valeurs obtenues a la
fin de la période d'inclusion de deux semaines (run-in), et 2°) celles obtenues a la fin de
chaque période d'un mois sous l'un des trois niveaux d'apport sodés administrés en ordre
aléatoire, dans les deux cas uniquement dans le groupe de sujets consommant le régime
contrdle (les sujets sous régime DASH n’ont pas été considérés ici). Données fournies par le
Dr. Paul R. Conlin (Department of Medicine, Brigham and Women's Hospital, Boston,
USA).

Etude E. Donnees obtenues chez des sujets sains dans le cadre d'explorations
fonctionnelles concernant la sensibilité au sel de la pression artérielle [34,36]. Les données
analysées ici concernent exclusivement un jour basal (en état stationnaire, sans intervention)
chez des jeunes adultes caucasiens ou afro-américains (18 - 40 ans) ayant un indice de masse
corporelle (IMC) compris entre 18 et 39 kg/m? et une fonction rénale normale (clairance de
la créatinine > 65 ml/min /1,73 m?. Données fournies par Myron H. Weinberger
(Department of Medicine, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, USA).

Etudes F et T. Données obtenues 1°) chez 37 sujets sains (< 50 ans) consommant

depuis au moins six mois un régime libre (étude F) et 2°) chez 33 sujets (22 - 66 ans) atteints
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d'IRC (étude T) [33]. Données fournies par le Dr. Susie Q. Lew (Department of Medecine,
Renal Division, George Washington University Medical Center, Washington D.C., USA).

Etude G. Données concernant six sujets sains (3 hommes et 3 femmes, 31 + 4 ans)
ayant subi un test de concentration de 1’urine [30,31]. Sans aucune intervention ni pré-
traitement préalable, les sujets ont recu une perfusion de dDAVP (1-désamino-8-D-arginine
vasopressine), agoniste sélectif des récepteurs V2 de la vasopressine (dose totale 0,3 pg/kg
de poids par voie i.v. en 20 min). L’urine a été recucillic pendant 1 h avant I'administration
de dDAVP (contr6le) et pendant les 3 h suivantes. Données fournies par le Dr. Daniel G.
Bichet (Centre de Recherche, Hépital du Sacré-Cceur, Université de Montréal, Montréal,
Canada).

Etude R. Données concernant 65 patients (21 - 79 ans) diabétiques de type 1 ou 2
(certains modéremment hypertendus), hospitalisés pendant 24 h dans le cadre d'un examen
de routine [38]. Le régime alimentaire était normal et les traitements habituels n'ont pas éte
interrompus. Les sujets dont I'excrétion de glucose excédait 90 mmol/24 h ont éte exclus a
cause de l'influence possible de la glycosurie sur la diurése. Données fournies par le Pr.
Bernard Bauduceau (Service d'Endocrinologie, Hopital Begin, Saint-Mandé, France).

Etude S. Cette étude concerne 148 sujets (17 - 86 ans) ayant une fonction rénale
normale ou diminuée de fagon plus ou moins intense, sous régime alimentaire libre et dont
les traitements habituels n'avaient pas été interrompus. Le but de I'étude intiale était de
déterminer la réduction de la capacité de concentration urinaire et les taux d'AVP au cours
de I'IRC [37]. Données fournies par le Pr. Paul Jungers (Département de Néphrologie,
Hopital Necker-Enfants Malades, Paris, France).

La concentration de Purine : évaluation directe ou indirecte

Le volume d’urine des 24 h a été mesuré dans toutes les études (sauf I’étude G), mais
Uosm N'était disponible que dans les études A, B, G et S. Dans les autres études, le niveau de

concentration de I’urine a été évalué de deux fagons différentes.
1°) Quand Uya, Uk et Uy étaient disponibles (études C, D et R), une valeur estimée

de Ugsm (= eUqsm) a été calculée grace a la formule :
eUosm = (UNa + UK) * 2+ Upyree.
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Des corrélations hautement significatives ont été trouvées entre Ugsm et eUqgsm (r = 0,95
pour les hommes et 0,97 pour les femmes) dans les études A+B (réunies car elles
concernaient toutes les deux des sujets francais d’ages similaires), et dans I’étude S (r = 0,92
et r = 0,92 respectivement) (p < 0,001 pour chaque corrélation). Les pentes des droites de
régression sont 8 a 12 % plus faibles que 'unité (sans différence significative entre les
sexes), ce qui indique que eUqsm Sous-estime légérement Uqsm, probablement parce que la

formule de calcul de eUqsm, ne tient pas compte des solutés minoritaires.

2°) Dans les trois études restantes (E, F et T), Pgreat €t Ucsar ONt permis d'évaluer
indirectement la tendance du rein a concentrer I’urine. La créatinine n’étant ni réabsorbée ni
sécretee de facon significative, le rapport Ucat/Poréar augmente linéairement avec la
réabsorption d’eau du filtrat. Ainsi, ce rapport peut constituer un bon indice de la
concentration de 1’urine (ICU). Dans les deux études dans lesquelles Uy €t ICU étaient
disponibles, ICU était linéairement et positivement corrélé a Uqsm (r = 0,86 et 0,89 pour les
hommes et les femmes sains de 1’étude A, et r = 0,82 et 0,82 pour les hommes et femmes en
IRC de I’étude S). Pour ces deux études, les équations des droites de regression ne différent
pas significativement entre les deux sexes. La sécrétion tubulaire de créatinine pourrait
augmenter I’ICU et conduire a une surestimation de la tendance du rein a concentrer 1’urine,
mais cette sécrétion ne devient significative que lorsque le taux de Pgreqr est élevé [41],
comme dans I’IRC ou lors de perfusions de créatinine exogene (pratiquées dans d'anciennes
études) [42,43]. D'autre part, un grand nombre d’investigations ont comporté a la fois des
mesures de la clairance de la créatinine de 24 h et de la filtration glomérulaire par un
marqueur plus fiable, et aucune n’a mentionné de discordance entre ces deux variables dans

un sexe plus que dans l'autre [44-46].

Différence de concentration urinaire entre les sexes

L’age et ’IMC des sujets des deux sexes €taient trés proches dans chacune des études
(Tableau 1). La consommation alimentaire est probablement plus élevée chez les hommes
que chez les femmes car le rapport homme/femme (H/F) d’excrétion osmolaire de 24 h est
toujours supérieur a 1. Dans toutes les études, qu'elles concernent des sujets sains ou des
patients insuffisants rénaux ou diabétiques, Uosm, €Uosm OU ICU était plus élevé chez les

hommes que chez les femmes de 15 a 39 % (significatif sauf dans les études ou n < 20 pour
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chaque sexe). Les rapports H/F obtenus avec ICU sont dans la méme fourchette que ceux
obtenus avec Ugsm 0U €Uos (Tableau I). Dans cing études sur neuf, le volume d’urine des 24
h était pratiquement similaire dans les deux sexes (différences de = 5 %) et dans les quatre
autres études, il était 10 a 14 % plus faible chez les hommes. Dans une étude de la littérature
qui a rapporté des valeurs de volume et d’Uqsm Separees chez des hommes et des femmes
normotendus, on retrouve des différences similaires a celles observées ici : Ugpsm = 678 £ 39
et 493 + 34 mosm/kg H,O chez 40 hommes et 40 femmes, respectivement, p < 0,05 (H/F =
1,38) et volume d’urine = 1,37 = 0,09 et 1,54 + 0,09 L/j, respectivement, NS (H/F = 0,88)
(Tableau 1 dans [47]). Il est intéressant de constater que la méme différence entre les sexes
existe chez les animaux. Les rapports male/femelle pour Ugsm chez le rat et le chien varient
entre 1,16 et 1,24 [15,16,48].

Il est intéressant de noter la grande variabilité inter-individuelle de la concentration
urinaire (Figure 1) et du volume urinaire de 24 h (0,5 & 5,4 L/24 h pour I'ensemble des
études), variabilité probablement liée a des variations paralléles de la soif, de la prise de
boisson et de Pavp [49]. Au cours des 24 h, ¢’est la nuit que I'osmolalité urinaire est la plus
élevée. D'autre part, I'osmolalité urinaire augmente aprés un repas riche en protéines [39].
Cependant, la différence d’osmolalité urinaire entre les sexes ne résulte pas d'un apport
protéique plus élevé chez les hommes que chez les femmes car nous avons constaté que la
proportion de I’urée par rapport aux autres solutés dans I’urine ne différe pas entre les sexes.
Des différences d'apports sodés ne semblent pas non plus en cause. Dans I'étude D, des
différences d'apport sodé d'une centaine de mmol/jour ne modifiaient ni I'osmolalité ni le
volume urinaires (contrairement a ce qui est souvent supposé) et n‘avaient pas non plus
d'influence sur les différences d'osmolalité et de volume urinaires entre les deux sexes
(Figure 2). Une ANOVA a 2 facteurs a révélé des différences significatives liées au sexe
pour l'osmolalité et le volume urinaire (p < 0,002 chacun), mais aucune influence de I’apport

en sel lui-méme ni aucune interaction sexe-sodium.

La capacité de concentrer I’'urine décline avec 1’age et la régression linéaire d’Ugsm €N
fonction de 1’age chez les sujets de 1’étude D montre une baisse d’environ 50 mosm/kg H,O
par tranche de 10 ans (p < 0,0003), avec toujours une différence significative entre hommes
et femmes quel que soit I’age (p = 0,005) (Figure 3 A). Les sujets insuffisants rénaux ou
diabétiques présentent une différence d’osmolalité urinaire selon le sexe similaire a celle des

sujets sains (Tableau I). La Figure 3 B illustre la diminution d’osmolalité urinaire en
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fonction de la classe d'IRC pour les sujets de I’étude S. Une ANOVA a 2 facteurs a révélé
des différences pour le sexe et pour la classe d’IRC (p < 0,0001 pour chacun) avec une
interaction significative (p = 0,001). L'osmolalité urinaire diminue avec la réduction du débit
de filtration glomérulaire de maniere progressive chez les hommes et plus brutalement chez
les femmes. Dans les stades avancés de I'IRC, le rein ne peut plus concentrer l'urine et Uosm
est donc trés proche de I’iso-osmolalité, mais les valeurs des femmes restent légérement
inférieures a celles des hommes. Dans la méme étude, un échantillon des urines du matin
¢tait disponible. Les valeurs d’Ugsm des urines du matin étaient 50 a 100 mosm/kg H,O plus
élevées que celles de la moyenne des 24 h, méme pour les stades d’IRC III et IV. Ceci
prouve que I’activité de concentration du rein augmente toujours la nuit, méme a des stades

relativement avancés d’IRC.

Cette étude ne permet pas de définir les causes de la différence de concentration
urinaire entre les sexes. Toutefois, cette différence ne semble pas liée a une action directe
des hormones sexuelles pour les raisons suivantes. 1°) Avant la puberté, les garcons
présentent déja une osmolalité urinaire plus élevée que les filles, alors que leur volume
urinaire est similaire, et la concentration de ’urine dans chaque sexe ne varie pas avec 1’age
entre 4 & 15 ans [50]. 2°) La différence d’osmolalité urinaire entre hommes et femmes reste
significative apres I'age de la ménopause dans les études D (Figure 3 A) et C (ou tous les
sujets ont plus de 50 ans), et persiste chez les sujets de 75 ans et plus en bonne santé (465 +
179 mosm/kg H,O chez les hommes et 325 * 74 chez les femmes, p = 0,01) [51]. 3°) Chez le
rat, I'osmolalité urinaire reste inchangée chez les males comme chez les femelles cing

semaines apres une gonadectomie [15].

On constate donc que les hommes excrétent une charge osmolaire plus importante que
les femmes en augmentant la concentration de I’urine plutdt que son volume. Ceci suggere
que leur axe soif/vasopressine a un seuil plus €levé que celui des femmes et qu’ils boivent
proportionnellement moins, mais a notre connaissance il n'existe pas d'informations a ce
sujet dans la littérature. Une étude chez le rat montre que les femelles boivent plus que les
males [52]. Plusieurs études [17-19] rapportent que les hommes ont des valeurs d’AVP
urinaire plus élevées que celles des femmes, différence également observée chez le rat [17].
Chez le rat comme chez I'homme, la sécrétion de vasopressine semble étre plus sensible aux

stimuli osmotiques dans le sexe masculin que dans le sexe féminin [53,54].
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Cependant, des taux d'’AVP plus élevés ne suffisent pas a expliquer cette différence de
concentration urinaire entre sexes. Certaines études montrent une nette différence
d'osmolalité urinaire entre hommes et femmes alors que les taux de vasopressine sont
pratiquement identiques [47,51]. D'autre part, 1’étude G montre que cette différence
d’osmolalité urinaire n’est pas abolie durant la stimulation maximale du mécanisme de
concentration de 1’urine, au moins a court terme. Chez les six sujets sains (trois dans chaque
sexe) de cette étude qui ont recu une dose élevee de dDAVP, I'osmolalité urinaire est passée
de 835 £ 150 mosm/kg H,0 a 955 + 10 chez les hommes et de 540 £ 140 a 775 + 20 chez les
femmes, la différence persistant donc aprés dDAVP. Cette observation suggére que la
différence de concentration urinaire entre les sexes résulte de phénomenes de régulation
survenant en aval de I'ADH, sans doute dans le rein lui-méme. Des études chez le rat
suggerent que les effets de la vasopressine n'ont pas la méme intensité dans les deux sexes
[55]. La réponse antidiurétique a une méme dose d'’hormone exogene est plus forte chez le
maéle que chez la femelle [56,57]. In vitro, des cellules de canal collecteur papillaire de rats
males présentent plus de récepteurs V2 et une plus forte accumulation d’AMPc

vasopressine-dépendante que celles de rats femelles [56].

Les prostaglandines et le débit sanguin médullaire sont connus pour interférer avec
I’effet de I’ADH et la capacité a concentrer 1’urine [58-60], si bien que des différences de
production des prostaglandines [61-63] et du débit sanguin médullaire [15] entre les sexes

pourraient aussi jouer un role dans la différence de concentration de 1’urine.

Différence de concentration urinaire entre caucasiens et afro-ameéricains

Les études D et E comportaient des sujets caucasiens et des sujets noirs américains
(d'origine africaine). Une étude de Cowley et al [47] a également rapporté des valeurs
d'osmolalité et de volume urinaires chez des sujets blancs et noirs américains, mais sans
commenter les différences observées. Les résultats de ces trois études sont présentés dans le
Tableau 2. On constate que I'osmolalité urinaire est plus élevée et le volume urinaire plus
faible chez afro-américains que chez les caucasiens. Des différences similaires entre sujets
blancs et noirs avaient également été trouvées chez des jeunes adolescents américains [64],
mais a notre connaissance il n'existe pas de données concernant les populations noires des

pays africains. On retrouve des différences d'osmolalité urinaire entre hommes et femmes de
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la méme ampleur dans les deux groupes ethniques (Tableau 2) [14] et, comme dans les 7
autres études (Tableau 1), les volumes urinaires sont similaires dans les deux sexes, quelle

que soit l'origine ethnique.

Pour une méme charge osmolaire quotidienne, les afro-américains excrétent une urine
plus concentrée et sous un volume plus faible que les caucasiens. La différence de diurese
moyenne entre ces deux groupes ethniques varie entre 250 et 600 ml/jour selon les études et
est comparable dans les deux sexes. L'osmolalité urinaire des afro-américains excéde celle
des caucasiens d'environ 75 a 200 mosm/kg H,O. Dans I'étude E, la concentration urinaire
du sodium, une grandeur indépendante de celle de la créatinine (qui avait servi a estimer
Uosm) €tait aussi significativement plus élevée chez les sujets blancs que chez les noirs (p <
0,001), bien que la natrémie et I'excrétion sodée des 24 h soient équivalentes dans les deux
groupes [14]. Dans l'étude Intersalt [65] destinée & évaluer les relations entre la pression
artérielle et les apports sodés dans 52 centres différents répartis dans le monde entier, les
résultats de deux des centres américains ont été présentés séparément pour les deux groupes
ethniques. Le volume urinaire était plus faible chez les noirs que chez les blancs (0,73 vs.
1,14 L/d a Goodman, et 1,03 vs. 1,44 a Jackson) [65] et la concentration du sodium
(recalculée a partir de I'excretion des 24 h) était plus élevée (131 mmol/L vs. 110, and 133

vs. 93 dans ces deux villes).

Cette meilleure "économie" d'eau observée chez les afro-américains est peut-étre due a
une action antidiurétique plus intense permise par des taux d'AVP plus élevés car quelques
études, portant malheureusement sur de petits effectifs, ont rapporté des taux plasmatiques
ou une excrétion urinaire d'’AVP plus élevés chez les afro-américains que chez les caucasiens
[18-20]. 1l est possible que les afro-américains aient aussi une soif moins intense puisqu'ils
excretent des volumes d'urine plus faibles. Des différences dans la sensibilité de I'osmostat
(des neurones de I'hypothalamus qui régulent la sécrétion d'’AVP et la sensation de soif en
fonction de stimuli osmotiques) ont pu représenter un facteur favorable au cours de
I'évolution en apportant une meilleure capacité a économiser l'eau, compte-tenu du climat
africain et — peut-étre également — des conditions de vie difficiles liées a I'esclavage. Il est
possible qu'un systeme "AVP/soif" plus actif contrebalance le systéme rénine-angiotensine

faiblement actif qu'on observe chez les afro-américains [14].
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Concentration urinaire et susceptibilité a certaines pathologies

Le fait que les hommes concentrent I'urine plus que les femmes et les afro-américains
plus que les caucasiens pourrait jouer un role dans leur plus grande susceptibilité a certaines
pathologies telles que la lithiase urinaire, I’'IRC, la néphropathie diabétique ou certaines

formes d’hypertension.

Lithiase

La lithiase urinaire est deux a trois frois plus fréquente chez les hommes que chez les
femmes [66-68], mais personne, a notre connaissance, n'a évoqué I'idée qu'une différence de
concentration urinaire pourrait contribuer a cette différence de susceptibilité. Une osmolalité
plus élevée favorise la supersaturation de composés peu solubles qui est responsable de leur
cristallisation [1]. Dans 1’étude C, prés de la moitié des hommes avaient une osmolalité
urinaire > 600 mosm/kg H,O contre seulement 5 % des femmes (Figure 1 A), ce qui suggere
bien un risque plus important chez les hommes. Méme si la concentration des solutés
lithogénes n’atteint pas le seuil de supersaturation sur l'ensemble des urines de 24 h, elle peut
dépasser ce seuil sur des périodes plus courtes. Or, on sait que la concentration urinaire
s'éleve notamment la nuit, ou apres un repas riche en protéines, ou durant un exercice
physique intense, en particulier 1’été, saison durant laquelle les hommes présentent une forte

diminution du volume urinaire [2].

Plusieurs travaux ont montré que la lithiase rénale était moins fréquente chez les afro-
américains et les populations noires vivant en Afrique que chez les caucasiens [69-71]. Cette
observation peut surprendre puisque les résultats présentés ci-dessus indiquent que les sujets
noirs concentrent l'urine plus que les blancs. Dans une étude réalisée au Niger [70], mais pas
dans une étude américaine [71], la lithiase reste cependant plus fréquente chez les hommes
que chez les femmes. Le moindre risque lithiasique des populations noires peut au moins en
partie étre attribué a une consommation de calcium nettement plus faible. On peut aussi
supposer que I'évolution a permis de développer simultanément des facteurs inhibiteurs de la

lithiase plus efficaces en parallele avec une meilleure capacité a concentrer l'urine.
Insuffisance rénale chronique

L'ADH et/ou I’augmentation de concentration urinaire qui résulte de son action

influencent plusieurs aspects de la fonction rénale. Chez le rat normal, une stimulation aigué
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ou chronique de I’activité de concentration de I’urine par administration aigu€ ou chronique
de dDAVP augmente le taux de filtration glomérulaire [72,73]. En outre, une perfusion
chronique de dDAVP entraine une hypertrophie du rein qui a les mémes caractéristiques que
celle induite par un régime riche en protéines [74] et qui résulte probablement en partie des
mémes mécanismes [75,76]. Chez des rats en IRC, des effets néfastes ont été observés en
réponse a une stimulation chronique des récepteurs V2 [22] tandis que I'inhibition de leurs
effets a induit des conséquences bénéfiques sur la protéinurie, la glomérulosclérose et les
atteintes tubulo-interstitielles [21,77]. En raison de cette différence d’osmolalité urinaire
entre les sexes, et selon l'origine ethnique, ces effets sont sans doute plus prononces chez les
hommes que chez les femmes et chez les sujets afro-américains que chez les caucasiens.
L’action antidiurétique de 'AVP s’exerce probablement de fagon additive a celle du systéme
rénine-angiotensine [3,4,6,78,79] quand l’intensit¢ des deux systémes est augmentée

simultanément en réponse a leurs stimuli respectifs.

En apparent désaccord avec ce qui est évoqué ci-dessus, une récente réanalyse des
données de I'étude américaine "MDRD" (Modification of Diet in Renal Disease) a conclu
que l'insuffisance rénale progressait plus vite chez les sujets qui avaient au départ un volume
urinaire plus important [40]. Les auteurs en déduisent qu'un volume urinaire élevé et une
osmolalité basse sont des facteurs favorisant une progression plus rapide de I'IRC. Une telle
association ne peut permettre de conclure a un lien de cause a effet, car elle pourrait étre due
a un facteur non considéré dans I'étude. A cet égard, il est important de souligner que la
moitié des patients présentaient des urines hypo-osmotiques au plasma. Nous avons observé
dans nos travaux qu'il était favorable de réduire I'activité de concentration urinaire mais non
d'induire la production d'urines diluées [21,22,76]. Dans I'é¢tude MDRD, la moitié des
patients qui avaient des volumes urinaires supérieurs a 2 litres par jour étaient traités par des
diurétiques. Or, il est connu que les diurétiques augmentent la sécrétion d’AVP [80,81]. On
peut donc supposer que des taux d'AVP elevés ont pu contribuer aux effets néfastes
observés, méme si I'AVP ne pouvait permettre au rein de concentrer I'urine en présence de
diurétiques. Ces derniers stimulent également l'activité du systéme rénine-angiotensine, ce
qui peut aussi avoir contribué a la progression plus rapide de I’'IRC chez les sujets dont le
volume urinaire était augmenté par les diurétiques. Donc, la progression plus rapide
observée chez ces patients n'est sans doute pas due a la forte diurése elle-méme, comme le
proposent les auteurs de I'étude [40] mais a des effets secondaires liés a la prise de

diurétiques.
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Le cas de la polykystose rénale mérite une mention particuliere. Cette pathologie
présente une plus grande prévalence masculine dans les modéles animaux comme chez
I'nomme [82,83]. La polykystose progresse egalement plus rapidement chez les sujets noirs
que chez les sujets blancs [83]. L'implication des effets V2 de I'AVP dans la polykystose a
récemment été démontrée dans des modéles animaux. L'antagonisme sélectif des effets V2 a
permis de limiter le développement de la maladie kystique ou de la faire regresser dans
plusieurs modéles [84-86] et des essais cliniques sont actuellement envisages [87]. Le
mécanisme de cet effet bénéfique des aquarétiques serait lié a la réduction de la production
d'’AMP cyclique, ce médiateur favorisant le développement des kystes. Les effets néfastes de
I'ADH étant particulierement marqués dans cette pathologie, une activité de concentration
urinaire plus intense pourrait étre la cause de la progression plus rapide chez certaines
catégories de patients. Malgré les résultats intéressants des études animales, les données
cliniques ne permettent pas, a notre connaissance, de dire si les taux d'AVP et/ou la
réabsorption d'eau libre étaient plus élevés chez les patients chez lesquels la progression de

la maladie est la plus rapide.

Néphropathie diabétique

Bien que cet effet soit peu connu, I'ADH et ses conséquences sur la concentration
urinaire ont un effet significatif sur I'excrétion urinaire d'aloumine. Or, I'élévation de cette
excrétion est un signe précoce de la néphropathie diabétique. D'autre part, les sujets afro-
américains présentent une plus grande prévalence de cette néphropathie [10,11]. Chez le rat
normal, l'administration aigué ou chroniqgue de dDAVP entraine une augmentation
significative de I'excrétion urinaire basale d'aloumine (Figure 4 A) [24,79] qui semble en
partie médiée par le systeme rénine-angiotensine car cette augmentation est atténuée par un
traitement préalable par le losartan [79]. Chez I'homme, I'administration aigué de dDAVP
entraine aussi une élévation de I'excrétion urinaire d'aloumine (Figure 4 B), méme chez les
sujets atteints de diabéte insipide d'origine centrale ou di a des mutations de l'aquaporine 2,
mais pas chez les sujets porteurs de mutations du récepteur V2 [79]. L’activation des
récepteurs V2 participe aussi a I’augmentation de 1’albuminurie observée dans des modeles
experimentaux de diabéte sucré et d'hypertension sensible au sel [23,24,79,88]. De facon
spectaculaire, I'administration d'un antagoniste non-peptidique sélectif des récepteurs V2, le
satavaptan (SR121463) a totalement prévenu l'augmentation d'albuminurie observée sur

plusieurs semaines chez le rat rendu diabétique par la streptozotocine (Figure 4 C) [88]. De
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plus, chez les rats diabétiques ne recevant pas l'antagoniste, I'albuminurie était positivement
corrélée a la réabsorption d'eau libre (r = 0,828, p <0,001), ce qui suggéere un lien entre ce
marqueur précoce de la néphropathie diabétique et I'activité rénale de concentration urinaire
(Figure 4 D) [88].

Hypertension

L'ADH pourrait avoir d’autres effets néfastes potentiels du fait de la stimulation directe
qu'elle exerce sur la réabsorption du sodium dans le canal collecteur, médiée par 1’activation
du canal sodium épithélial, ENaC [89,90]. Cet effet est vraisemblablement responsable de la
capacité limitée de sujets sains a excréter le sodium lorsque leur diuréese est faible [30,91].
Cet effet antinatriurétique n’est détectable qu’a partir d’un certain seuil de I'ordre de 500 a
600 mosm/kg H,0 [30,92,93] et devrait donc affecter les hommes plus que les femmes et les
sujets afro-américains plus que les caucasiens. Il est intéressant de constater qu'aprés une
injection de NaCl hypertonique (3 %), I’excrétion du sodium augmente moins chez les
hommes que chez les femmes, et qu'une élévation de pression systolique et de pression
pulsée survient chez les hommes mais non chez les femmes. Ceci suggeére un décalage de la
courbe pression-natriurése en réponse a une augmentation du volume des fluides
extracellulaires [54]. Ces observations suggérent que I'AVP pourrait jouer un réle dans
I’hypertension sensible au sel par le biais de ses effets sur les récepteurs V2 rénaux, comme

il a été observé chez le rat [24].

L'association souvent soulignée entre lithiase rénale et hypertension [94,95] est un
argument en faveur d'un rble commun de la concentration urinaire dans ces deux
pathologies. Egalement en accord avec cette hypothése, une étude rétrospective récente,
portant sur des sujets jeunes normotendus, a montré une association négative de la pression
pulsée avec le débit urinaire et une association positive avec la concentration de l'urine chez
les hommes mais pas chez les femmes (Figure 5) [14]. Les pentes des droites de régression
étaient comparables chez les hommes afro-américains et caucasiens, mais avec des valeurs
plus élevées de 5 mm Hg chez les premiers. On sait que la réduction ou la perte de la chute
nocturne de pression artérielle est un facteur de risque cardiovasculaire. Or, dans deux
populations particuliéres (sujets diabétiques, et sujets d'origine africaine a forte prévalence
d'hypertension), des associations négatives ont été observées entre la baisse nocturne de

pression artérielle et un débit urinaire ou une excrétion sodée particulierement faibles
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pendant la période diurne [38,96]. On constate une réduction du "dipping" nocturne chez les

individus présentant une plus forte tendance a concentrer l'urine.

Il est probable que la capacité a conserver I'eau a joué un role plus important dans
I'évolution que la capacité a bien excréter le sodium, ce qui peut expliquer que, chez les
sujets afro-américains et peut-étre chez les sujets génétiquement adaptés a vivre dans des
pays chauds, une meilleure capacité a conserver I'eau aille de pair avec une moindre capacité
a excreter le sodium. Cette hypothése est compatible avec I'association réecemment rapportée
entre le niveau de pression artérielle et des polymorphismes a simple nucleotide concernant
des génes liés a I'adaptation a la chaleur étudiés dans 53 populations vivant sous différents
climats [97]. D'autre part, les observations faites chez les sujets afro-américains suggerent un
équilibre entre les systemes AVP/soif et le systéme rénine-angiotensine-aldostérone, I'un
prenant une importance plus grande quand l'autre est moins actif [14]. Egalement en faveur
de cette hypothese, on peut noter que, dans un groupe de 534 individus d'age moyen, une
association significative a eté trouvée entre la pression artérielle et les taux d'AVP chez les

sujets qui avaient une rénine basse [98].

Dans leur ensemble, les observations rapportées dans cette revue suggerent que des
différences entre hommes et femmes ou entre groupes ethniques concernant la sécrétion
d’AVP ou des facteurs impliqués dans le mécanisme de concentration urinaire pourraient
jouer un role dans la plus ou moins grande susceptibilité¢ aux maladies rénales et a
I'nypertension artérielle. Dans ce contexte, il est intéressant de souligner que la nicotine
augmente la sécrétion d'AVP [99-101]. Les effect néfastes du tabac dans ces pathologies
[102] pourraient donc étre dus, au moins en partie, a une augmentation de la tendance a
concentrer l'urine. A notre connaissance, il n'existe pas de données comparatives sur la

concentration ou le volume des urines chez les fumeurs et les non-fumeurs.

Les facteurs liés a l'intensité de la concentration urinaire devraient étre pris en
considération de facon plus systématique dans les études épidémiologiques. Les études
experimentales chez le rat prouvent clairement I'implication des effets V2 de I'AVP dans
différentes pathologies, méme si les mécanismes de ces effets ne sont encore que
partiellement élucidés. En bon accord avec ces résultats, les associations trouvées chez
I'nomme entre une prévalence plus forte de ces pathologies et un débit urinaire plus faible ou

une plus forte concentration de I'urine permettent de penser que les aquarétiques, a des doses
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modestes réduisant de 20 a 30 % seulement la concentration de l'urine, pourraient constituer
un nouvel outil thérapeutique pour la prévention ou le traitement de diverses pathologies
rénales et vasculaires, en plus du réle déja bien démontré que ces molécules peuvent avoir

dans les hyponatrémies [28,29].

Nous espérons que cette revue stimulera un regain d'intérét pour I'évaluation de la
concentration urinaire et des taux d'AVP dans les études épidémiologiques et les essais
cliniques concernant le domaine de la néphrologie et de I'hypertension. Le développement et
la mise sur le marché probable de plusieurs aquarétiques dans un proche avenir permettront
sans doute de mieux analyser, dans les années a venir, les conséquences, éventuellement
néfastes, de 1’activité de concentration du rein, et de confirmer si elle est effectivement en
cause dans les différences de susceptibilité a certaines pathologies observées entre les sexes

et les groupes ethniques.
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Tableau 1. Données générales et données urinaires de 24 h chez les hommes (H) et les fermmes (F) dans neuf études

Etude n Agpe 1M LUosm, ellosm {mosm / kg H20) Volume d'urine Exirition
Condition {anmées) (kg / m2] ou U (L/24h) psmolaire

OSMOLALITE URIMAIRE {mesurée ou eshimée)

H,F H F H F H F H/F H F H/F H/F
A Sain 24,13 ot2 MNx2 241 2+1" He+3> B £56 127 178 £0,11 2,007 £ 0,30 (a6 1%
B Sain 15,12 itz oty e FEE | 21 %1 v+ 4y 301471 1,25 1.3 £ 0013 139 0,18 (46 1.4
O Saim 55,62 vt il 51 24 %1 JfaEZl 2l6£16 TA8=== e 20007 186 £ (1,06 (e = 1%
D@ Saim 163,215 | 481 49+1 M1 Mrx1" M1y 321 %15 113 | LA £016 147 £, L1s=*9 13
Ew Dx 35,30 SH+3 SR+2 9+1 321 S0 +30) 418 +£26 1,21+ LET £10,13 186 £ 0,10 1K 1,17

5 IRC 87,61 A B H7+2 5+1 241 4353+ 17 337 £16 1 29s | 1,92 £ (04 218 £0,10 R 1,13

INDICE DE CONCENTRATION URINAIRE

H.,F H F H F H F H/F H F H /F H/F
E Sain 490,31 4+1 271" 25+1 251 49t 6 1256 185 | 145 £ 4008 1,31 £ (0% (46 113
F Sain 18,19 0tz Ax2 2441 2 +1 M3+ 1A+14 1.21 LA £ 0014 148 £ 0,18 (5 1135
T 1IRC 18,13 43+ 3 +4+3 At ik 2t 2h+4 1,30 226017 243016 1S 137

Notes concernant le Tableau 1
@ Dans les études C, D, et R, Ugsm n’a pas été mesurée. Une estimation de Ugsm (€Ugsm) @ €té calculée (voir texte).
Les valeurs sont les moyennes £ ESM. DM = sujets avec un diabéte sucré; IRC = sujets avec une insuffisance rénale chronique.
Le rapport hommes/femmes (H/F) pour chaque variable dans chaque étude a été calculé en utilisant les moyennes observées dans chaque sexe.
Dans toutes les études, les sujets avaient une alimentation libre (y compris pour la boisson).
Pour I’étude D, les données rapportées ici correspondent a la période d’inclusion.
Test de t de Student entre hommes et femmes : *, p < 0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001.
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Tableau 2. Concentration et volume urinaire chez les sujets caucasiens et les sujets afro-améticains

n Upsm, elJosm Débit urinairg
(mosm,/ kg H0) (L/24 h)
H,F Homimes Femines Hommes Fermimes
Etude D) [35] =
Cauc. B8, a2 F1+23 460 £ 25 1,83 £ 0,09 1,75 +0,10
AA 65,145 045 + 2 543+ 18 1,57 £ 0,09 1,37 + 0,06
Diff. AA - Caue, + 74 + 83 - .26 -0.38
Test de ¢ p=0036 p= 0,010 p=0,035 p=0,001
Etude E [14] ™
Cauc. o4, 36 544423 421 23 1,55 +0.11 1,58 +0,11
Al 26,15 693 + 40 574+ 53 1,20 £ 0,09 134 +0,14
Diff. AA - Caure + 149 + 153 = .35 =024
Test de £ p=0.015 p= 0027
Etnde Cowley [47]
Cauc. 12,49 503 £ 40 424 + 87 1,77 +£0.23 1,70+0,2
AA 12,9 9+ ad 605 £ 51 1,16+ 007 116+0,14
Diff. AA - Cane + 203 + 179 - .61 =054
Test de £ p<002 p<002 p < 005

Notes concernant le Tableau 2

@ pour I'étude D, les résultats concernant les deux groupes ethniques séparés n‘ont pas
été publiés dans I'étude originale. lls ont été obtenus par une nouvelle analyse des données
initiales.

®) pour I'étude E, les valeurs d'Uesm indiquées ici ont été déduites des valeurs de
Ucréat/Pereat (ICU) (voir texte).

Cauc. = Sujets caucasiens; AA = Sujets afro-américains.

Etude D: sujets normotendus et hypertendus, &ge >22 ans. Etude E: sujets

normotendus, age 18 - 40 ans. Etude Cowley: sujets normotendus, age 18-75 ans.
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Concentration urinaire, sexe & origine ethnique - Figure 1
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Figure 1. Valeurs individuelles et moyennes + ESM de 1’osmolalité urinaire estimée
(eUgsm) ou de I’indice de concentration urinaire (ICU) chez les hommes et les femmes des
études C et E. Notez la grande dispersion des valeurs individuelles. Reproduit et traduit avec

autorisation de [14].
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Concentration urinaire, sexe & origine ethnique - Figure 2
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Figure 2. Excrétion de sodium, osmolalité et volume urinaires chez les sujets de I'étude
D (Dash-Na) consommant le régime contrble, mais avec trois niveaux d'apports sodés
différents (apports théoriques 50, 100 et 150 mmol/j). Moyennes + ESM de 88 hommes
(colonnes foncées) et 103 femmes (colonnes claires). Pour les excrétions sodées, les ESM

sont trop petits pour étre visibles sur le graphique. Adapté avec autorisation de [13].
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Concentration urinaire, sexe & origine ethnique - Figure 3
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Figure 3. A. Osmolalité urinaire chez les hommes et les femmes de différentes
catégories d’age de 1I’étude D durant la période de « run-in ». B. Evolution de 1’osmolalité
urinaire chez les hommes et les femmes de 1’étude S au cours des différents stades d’IRC (I a
V). Moyennes + ESM pour les hommes (points noirs) et les femmes (points blancs). La ligne
pointillée représente 1’iso-osmolalité au plasma. Les ESM relativement grandes dans le
groupe le plus jeune et le premier groupe de sujets en IRC s'expliquent probablement par les
petits effectifs dans chaque sexe pour ces groupes. Quand les ESM ne sont visibles, c’est
qu’elles sont plus petites que les symboles. Comparaison par ANOVA a 2 facteurs (sexe et

age, ou sexe et IRC). Les différences selon le sexe sont significatives dans les deux cas.
Reproduit et traduit avec autorisation de [13].
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Concentration urinaire, sexe & origine ethnigue - Figure 4
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Figure 4. Effets de l'agonisme ou de l'antagonisme V2 sur l'excrétion urinaire
d'albumine.

A. Effet de I'administration chronique de dDAVP (semaine 2) (perfusée par
minipompes Alzet implantées dans la cavité péritonéale) sur I'excrétion urinaire d'albumine
chez des rats normaux (points noirs, n = 7) et des rats préalablement traités par un
antagoniste des récepteurs AT1 de l'angiotensine Il (losartan) (points blancs, n = 8).
ANOVA avec mesures répétées suivie du test post hoc de Fisher: comparaison entre
périodes, *** p < 0,001 par rapport a la semaine précédente; comparaison entre les deux
groupes, NS. Reproduit et traduit avec autorisation de [79].

B. Effet d'une perfusion i.v. de dDAVP (pendant 20 min) sur I'excrétion urinaire
d'albumine chez des sujets sains (points noirs, n = 6) et des sujets atteints de diabete insipide
héreditaire d0 a des mutations des récepteurs V2 (points blancs, n = 7). Reproduit et traduit
avec autorisation de [79].

C. Effets de I'administration chronique d'un antagoniste des récepteurs V2 (par voie
orale, mélangé a la nourriture) sur l'excrétion urinaire d'albumine chez des rats rendus
diabétiques (diabéte sucre) par administration de streptozotocine (points blancs, n = 14). Des
rats diabétiques témoins (points noirs, n 13) étudiés en parallele n'ont pas recu
I'antagoniste. ANOVA avec mesures répétées suivie du test post hoc de Fisher: différences
par rapport a la semaine basale, ** p < 0,01; différence entre les deux groupes, # p < 0,05.
Reproduit et traduit avec autorisation de [88].

D. Relation entre I'excrétion urinaire d'aloumine et la réabsorption d'eau libre
(T°H20) chez les 13 rats diabétiques témoins (sans antagoniste). La droite de régression et le
coefficient de corrélation sont indiqués. © Deux rats ayant des valeurs trés élevées n'ont pas
été inclus dans la régression linéaire. Reproduit et traduit avec autorisation de [88].
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Concentration urinaire, sexe & origine ethnique - Figure 5
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Figure 5. Relations entre la pression pulsée et le volume urinaire des 24 h (a gauche)

ou l'index de concentration de l'urine (a droite) chez des sujets caucasiens (points blancs) ou

afro-ameéricains (points noirs). Les hommes et les femmes sont représentés séparément. Pour

les hommes, les droites de régression sont indiquées pour chaque groupe ethnique (ligne fine

pour les caucasiens et ligne plus épaisse pour les afro-américains) mais les coefficients de

corrélations ont été calculés pour les sujets des deux groupes ensemble. Trois sujets

caucasiens ayant des débits urinaires tres élevés ont été exclus des régressions et

corrélations. Reproduit et traduit avec autorisation de [14].
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