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Au cours du développement humain, 1’appareil circulatoire est 'un des premiers a
s’ébaucher. Durant le développement embryonnaire, les vaisseaux sanguins prennent
naissance par vasculogénese. Suite a la formation du premier réseau vasculaire, les cellules
endothéliales continuent a proliférer et a former des nouveaux capillaires. La structure de la
paroi des vaisseaux s’adapte au débit et a la pression du flux sanguin. Ce fait traduit
I’importance vitale du flux circulatoire dés le début de I’embryogeneése. Il alimente en effet les
tissus en formation et draine les résidus de la nutrition selon leurs besoins. Aprés la naissance,
d’importantes transformations vont avoir lieu, et le systéme cardiovasculaire s’adapte afin de
permettre 1’indépendance de 1’organisme et une perfusion compléte de tous les organes.

Une des fonctions essentielles du systéme cardiovasculaire est d’assurer un apport en
oxygene et en nutriments en adéquation avec la demande métabolique cellulaire. Plusieurs
mécanismes vasculaires contribuent a adapter les apports en oxygene aux besoins cellulaires
et selon les situations physiologiques et physiopathologiques. Une bonne perfusion tissulaire
se traduit sur le plan hémodynamique par une pression artérielle systémique stable et un débit
cardiaque constant. La dysfonction des mécanismes de régulation vasculaire est au centre des
hypoxies tissulaires qui contribuent aux dysfonctions d’organes observées dans les états de
choc.

Le systeme cardiovasculaire est composé d’un réseau fermé et tres ramifié¢ des vaisseaux
transportant le sang, sous I’impulsion du cceur. Le systéme vasculaire permet de distribuer le
sang dans tous les tissus apportant ainsi aux cellules de I’organisme ’oxygene et toutes les
autres molécules dont elles ont besoin. En méme temps, il permet d’éliminer le dioxyde de
carbone et les déchets issus du métabolisme, en les transportant au niveau des reins ou des
poumons. On peut distinguer dans le systéme vasculaire le réseau artériel qui part du cceur
vers les organes et le réseau veineux qui raméne le sang au cceur. Par leur élasticité et leur
contractilité, les vaisseaux régulent le débit sanguin dans les organes et 1’adaptent aux besoins
nutritifs locaux. Cette capacité d’adaptation est le résultat d’un contrdle nerveux, humoral et
hémodynamique. Les vaisseaux sanguins possedent tous une architecture de base commune.
De la lumiére du vaisseau vers l’extérieur, une artére s’organise en trois tuniques
concentriques. Chacune de ces tuniques est constituée d’un type cellulaire différent et d’une
matrice extracellulaire (MEC) specifique.

e [’intima, la partie la plus interne de la paroi, est formée de ’intérieur vers 1’extérieur,

d’une mono-couche de cellules endothéliales et d’une fine couche de tissu conjonctif
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appelée lame basale. Ces cellules endothéliales sont directement en contact avec le
sang circulant et donc avec les métabolites, les hormones, les facteurs neurohumoraux,
et tout ce que peut transporter le sang. Ces cellules secrétent de nombreuses
substances vasodilatatrices (monoxyde d’azote (NO), prostacycline, bradykinine),
vasoconstrictrices (endothéline, angiotensine, thromboxane AZ2), antiagrégantes
(prostacycline) et fibrinolytiques (activateur du plasminogene) ainsi que des facteurs
de croissance (Alexander et al., 1998). Grace a ces propriétés et a son revétement
impropre a 1’adhésion plaquettaire et a la coagulation, 1’endothélium constitue une
barriére protectrice contre la thrombose et est au centre de la régulation du tonus

vasomoteur artériel.

La média, partie intermédiaire de la paroi, est composée de cellules musculaires lisses
organisées de fagon concentrique et de constituants extracellulaires (fibres élastiques,
fibres d’¢lastine, faisceaux et fibrilles de collagéne). Selon le territoire vasculaire et la
fonction de ces vaisseaux, la média des grosses artéres est surtout formée d’éléments
élastiques (arteres élastiques) tandis que la média des arteres de moyen et de petit
calibre est surtout riche en fibre musculaire (arteres musculaires). Ces cellules
musculaires lisses sont responsables du tonus vasculaire. Elles sont également
capables de remodeler en permanence les vaisseaux en proliférant et en produisant de

la matrice extracellulaire.

L’adventice, la partie la plus externe de la paroi, est constituée de collagene fibrillaire,
d’amas de cellules musculaires lisses et de micro-vaisseaux appelés vasa vasorum qui

apportent les nutriments aux cellules les plus éloignées de la lumiere du vaisseau.

En fonction des différences structurales et fonctionnelles, les arteres se divisent en deux

groupes :

Les artéres de conductance ou élastiques, de gros calibres, sont riches en fibres
d’¢lastine et en collagene. L’¢lastine confére une tres grande élasticité. Le collagéne a
pour réle de s‘opposer a une trop forte variation du rayon et va permettre ainsi de

réduire I'extensibilité de la paroi.
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e Les arteres de résistance ou musculaires contiennent en majorité des fibres
musculaires lisses jouant un role prépondérant dans la régulation systémique de la

pression artérielle pour une distribution optimale du sang dans chaque tissu.

Sur le plan anatomique il n’existe pas une véritable séparation entre la macro et la
microcirculation. Cette derniere est liée directement a la perfusion tissulaire, ainsi,
I’architecture de ses vaisseaux est spécifique de chaque organe et est étroitement déterminée
par la fonction de I’organe et ses besoins énergétiques. Elle se compose d’artérioles, de
capillaires et de veinules.

Les arteres se divisent pour former le réseau artériolaire. Les artérioles sont des vaisseaux de
diametre plus petit que les arteres, mais avec une composition relativement semblable a celles
des arteres musculaires. Les artérioles restent en permanence en semi-contraction et leur
résistance est nécessaire a la production de la pression sanguine. Les plus petites artérioles
déversent leur contenu dans le réseau capillaire. Les capillaires sont de tres fins vaisseaux,
constitués uniquement d’une couche de cellules endothéliales avec une lame basale et
quelques fibres de collagéne. C’est au niveau des capillaires que vont se faire tous les
échanges entre le sang et les tissus vascularisés. Les capillaires sont aussi le lien entre le
systeme artériel et veineux. Les veinules et les veines, contrairement aux autres vaisseaux,
possedent des valves anti-reflux qui permettent au sang de ne circuler que dans un seul sens :
des organes vers le cceur. Les veines sont plus extensibles que les artéres et la vitesse

d’écoulement du sang y est tres faible et la pression basse.

Les artérioles sont responsables du tonus vasculaire et régulent la distribution du débit
sanguin dans les lits capillaires. Le tonus vasculaire des artérioles est controlé par le systeme
autonome, les substances vasoactives présentes dans le sang (catécholamines, angiotensine II,
vasopressine) et par un contrdle tissulaire local. La modulation locale du tonus vasculaire est
I’¢lément essentiel de 1’adaptation de la perfusion vasculaire aux besoins locaux en oxygene.
Deux mécanismes interviennent dans la genése de ce contréle local : la réponse myogénique
et la réponse métabolique.

La réponse métabolique permet d’adapter au mieux le tonus vasculaire aux besoins cellulaires
en oxygene. Lors d’une hypoxie le défaut d’oxygene limite la production d’ATP ainsi I’ADP
s’accumule avec ses produits de dégradation (AMP, adénosine). De plus la glycolyse est
activée avec une production de lactate et d’ion H'. L’adénosine, le lactate et I’ion H" sont des

vasodilatateurs artériolaires et ils contribuent a tenter de maintenir un apport tissulaire en
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oxygene en condition d’hypoxie. Une augmentation de production de CO2, en cas d’élévation
du métabolisme cellulaire ou en cas d’absence d’épuration lors d’une hypoperfusion
tissulaire, qui est également un puissant vasodilatateur. Enfin, la variation de PO lors d’une
réponse métabolique pourrait stimuler le cytochrome oxydase mitochondrial et ainsi

influencer le tonus artériolaire par le biais de médiateurs (especes radicalaires de I’oxygene).

La réponse myogenique (cf. Figure 1) est la contraction des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) en réponse a une augmentation de pression intravasculaire. Elle tend a
maintenir la tension de la paroi vasculaire a sa valeur basale. Des facteurs métaboliques et
neurovégétatifs locaux y jouent un rdle important. L’importance de chaque mécanisme est
déterminée par les besoins en oxygenes du tissu, dans le but de garantir une perfusion
systémique et locale suffisante. Par vasoconstriction ou vasodilatation des vaisseaux de
résistance, des artérioles, une interaction constante se fait entre ouverture et fermeture des
anses capillaires et donc une perfusion tissulaire plus ou moins importante en fonction des
besoins. Dans les troubles circulatoires fonctionnels, il se produit une constriction ou une
dilatation inadéquate des vaisseaux sans qu’une lésion vasculaire organique ne soit décelable.
Des facteurs endogénes, neurogenes, hormonaux ou métaboliques peuvent déclencher une

contraction des cellules musculaires lisses des vaisseaux.

La vasoconstriction résulte de 1’augmentation de la réserve réticuloplasmique de
calcium dans les CMLV. Cette augmentation du calcium intracellulaire est une conséquence
de deux systemes dépendants et synergiques :

Des molécules neuronalex ou hormonalex, telles que I’angiotensine II, la noradrénaline ou la
vasopressine peuvent déclencher une cascade enzymatique via leurs récepteurs membranaires
spécifiques sur la CMLV (récepteurs couplés a une protéine G). Ainsi, la phosphatidylinositol
bisphosphate de la couche lipidique membranaire s’hydrolyse en inositol triphosphate (IP3)
et en diacylglycérol sous I’action enzymatique de la phospholipase C. L’IP3 induit I’ouverture
des canaux calciques reticuloplasmiques et la libération du calcium selon le gradient de
concentration vers le cytoplasme. D’autre part, I’augmentation du calcium intracytoplasmique
peut également étre due a une dépolarisation des CMLV induisant I’ouverture des canaux
calciques voltage dépendants et I’entrée du calcium extracellulaire dans la CMLV. Ainsi, le
calcium intracytoplasmique va se complexer a différentes molécules dont la calmoduline. Le
complexe Ca?*-Calmoduline ainsi formé, active la protéine Myosin Light Chain Kinase

(MLCK), responsable de la phosphorylation et ainsi de 1’activation des chaines l1égéres de
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myosine (Myosin Light Chain). Ces derniers permettent la contraction des filaments d’actine,

par leur activité ATPasique, et ainsi la contraction du muscle lisse vasculaire.

Agents vasoconstricteurs z

ROC VOC Agents vasorelaxants
Angiotensine II, Noradrénaline, €3

‘\ . NO, ANP ACh, Bradykinines, VIP,
Vasopressine,Endothéline I,.. Ca2‘“ [1mM] Ca2+ ul I;* / \ ADr\ie‘;’(fg;ineI;H;‘s;anlline,
¢ aglandine I,,.

Membrane plasmique yd
(2] R
Ga,
% C '
AC
IP3 ﬂ
AMPc
/ PKA
MLCK #

. 4

) e ¢ ATP
e e » MLC Pase C
2 ADP + Pi

Contraction des filaments fins d’actine

Vasorelaxation # Vasoconstriction

b Voic vasoconstriction Y Forme phosphorylée active
Cellule musculaire lisse vasculaire (CMLYV) == Voic vasorclaxation Forme phosphorylée inactive

Figure 1: Mécanismes de la contraction de la cellule musculaire lisse vasculaire (CMLV)
(Collin et al., 2008)

AC : adénylate cyclase ; ACh : acétylcholine ; ADM: adrénomeédulline ; ADP : adénosine diphosphate ; AMPC :
adénosine monophosphate cyclique ; ANP : peptide natriurétique atrial ; ATP : adénosine triphosphate ; DAG :
diacylglycerol ; G_q : protéine G/sous-unité alpha de type q ; G_s : protéine G/sous-unité alpha de type s ; GC :
guanylate cyclase ; GMPc : guanidine monophosphate cyclique ; IP3 : inositol trisphosphate ; MLC : chaine légere
de myosine (Myosine Light Chain) ; MLCK : kinase de la chaine Iégére de myosine (Myosine Light Chain Kinase) ;
NO: monoxyde d’azote ; Pi : phosphate inorganique ; PIP2 : phosphatidylinositol bisphosphate ; PKA : protéine
kinase A ; PKG : protéine kinaseG; PKC : protéine kinase C ; PLB : phospholamban ; R : récepteur couplé a une
protéineG; R-1P3 : récepteur a I’IP3, ROC : canaux récepteur-dépendants (Receptor Operated Channels) ; Ry-R :
récepteur a la ryanodin ; Serca : pompes de recaptage du calcium cytoplasmique (Sarco Endoplasmic Reticulum
Calcium ATPases) ; VIP : peptide inhibiteur vasoconstriction (Vasoactive Inhibitor Peptide) ; VOC : canaux
voltage-dépendants (Voltage Operated Channels).

La vasodilatation résulte de la diminution de la concentration du calcium
intracytoplasmique soit par I’expulsion du calcium a I’extérieur de la cellule, soit par son
recaptage dans le réticulum endoplasmique. Parmi les mécanismes mis en jeu, certains

médiateurs vasorelaxants, comme le NO, le peptide natriurétique atrial ou I’acétylcholine, la
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sérotonine et I’histamine, entrainent respectivement, par 1’action de la guanylate cyclase et de
I’adénylate cyclase, 1’augmentation de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Des protéines kinases sont alors activées
(PKG et PKA) et sont responsables de la phosphorylation du phospholamban. Ce peptide a
1’état non phosphorylé est un inhibiteur des pompes ATPases-Ca?* dépendantes du réticulum
sarcoplasmique responsables du recaptage du calcium du cytoplasme vers le réticulum. Ainsi,
la phosphorylation du phospholamban induit la diminution de la concentration cytoplasmique
du calcium, et donc une relaxation de la CMLV et une vasodilatation. Par ailleurs, les
protéines kinases PKG et PKA sont également responsables de la phosphorylation de la
MLCK, la rendant inactive, ce qui contribue a la relaxation de la CMLYV et a la vasodilatation.
Enfin, la diminution du calcium intracytoplasmique peut également étre due a I’efflux du
calcium par stimulation des ATPases-Ca®* dépendantes de la membrane plasmatique, de
I’échangeur Na*/Ca?* ou par ’activation des canaux potassiques ATP et calcium-dépendants.
En effet, apres phosphorylation de ces derniers par la PKG ou activation directe par le NO, il
se produit une hyperpolarisation membranaire qui inhibe 1’entrée du calcium via les canaux

calciques voltage-dépendants conduisant a une vasodilatation.

La défaillance vasculaire est caractérisée par une diminution du tonus vasoconstricteur
et une hyporéactivité vasculaire avec une moindre sensibilité aux catécholamines. Il en résulte
une vasodilatation inappropriée et une hypotension artérielle réfractaire pouvant conduire au
déceés du patient. Cette défaillance vasculaire est principalement observée au cours des états
de choc cardiogénique, hypovolémique, vasoplégique et septique. Plusieurs mécanismes ont
¢été proposés afin d’expliquer la physiopathologie de la défaillance vasculaire au cours des
¢tats de choc. Le NO, produit en exces par la NO synthase inductible (NOSIi), constitue 'un
des principaux acteurs impliqué dans la vasoplégie et I’hyporéactivité vasculaire aux
vasopresseurs. Les désordres hémodynamiques de ces états de choc entrainent une chute de la
volémie et du débit cardiaque conduisant a une diminution du transport en oxygene et a des

lésions tissulaires.

Au niveau des capillaires, la disposition axiale des globules rouges diminue la viscosité
sanguine et réduit le colt énergétique du passage du sang au travers de la microcirculation
permettant ainsi une distribution hétérogéne de la perfusion. La moindre réduction de calibre
du capillaire augmente la viscosité locale de fagon trés importante et ainsi ralentit la perfusion
microvasculaire. L’hétérogénéité vasculaire pourra diminuer pour s’adapter a une hypoxie

locale ou pourra s’accentuer lors d’altérations de la microcirculation comme celles constatées
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dans les états de choc septique. Ainsi, au cours des états de choc, I’augmentation de la
viscosité sanguine favorise la fuite plasmatique capillaire, qui avec la construction d’cedémes,
peut provoquer une augmentation des hydrauliques capillaires avec ralentissement voire arrét
des globules rouges dans certains capillaires. 1l en résulte alors des capillaires hypoperfusés
générateurs d’hypoxie tissulaire avec une redistribution du débit sanguin vers des capillaires

restés ouverts, voire vers d’autres microcirculations (Buwalda et al., 2002)

Dans I’organisme sain, le systéme vasculaire est stable et il est finement contr6lé en
dehors des situations pathologiques, telles que la rétinopathie, 1’ischémie ou le développement
tumoral, ou une angiogenese non régulée se met en place. L’angiogenese est un phénomene
par lequel les organismes multicellulaires vont recruter de nouveaux vaisseaux sanguins pour
leur permettre un apport en nutriments et surtout en oxygéne et assurer leur croissance et/ou
leur survie. Ce processus est régulé par une balance entre des molécules favorisant
I’angiogenése appelées pro-angiogéniques (VEGF (Vascular endothelial growth factor),

PDGF, FGF,...) et des molécules la limitant appelées anti-angiogéniques.

Dans les conditions normales, les cellules endothéliales au repos croissent en
monocouche et leur prolifération est maintenue a un taux trés faible puisqu’elles sont
attachées a la lame basale via les protéines de la matrice extracellulaire et entre elles par les
molécules intercellulaires.

Le processus d’angiogenese est essentiel pour la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
nécessaires au développement embryonnaire, a la réparation tissulaire et aux fonctions
reproductrices comme la régénération de 1'utérus et la formation du corps jaune et du

placenta.

Les nouveaux vaisseaux prennent place a la suite de deux mecanismes, le "sprouting™ et
I’intussusception ou "spilling" (cf. Figure 2). Lors du "sprouting” (bourgeonnement), il y a
activation des cellules endothéliales et libération des molécules pro-angiogéniques, ce qui
entraine une dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante.
Cette dégradation permet la séparation des cellules endothéliales et des cellules musculaires
lisses du vaisseau préexistant et leur migration vers les zones de stimulation angiogénique.
Puis les cellules endothéliales se proliférent et se lient entre elles et entre les cellules des
vaisseaux voisins permettant la différenciation en une structure de type capillaire pour former
un réseau vasculaire. Au cours de I’intussusception, les deux parois opposées d’un capillaire

s’é¢tendent 1’une vers ’autre et forment un pilier intraluminal. Les cellules endothéliales
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forment des jonctions entres elles et poussent a I’intérieur des vaisseaux, créant des canaux

vasculaires separes.

Normal
(A) Portall, ___ . gnusoD — = ntral
vein rein
Cirrhotic
/' —— e
(B) Pol‘td.“ e T ntral
vein — in
——— _ \ / -
\
“-._‘ SINUSOID
\..\"
Sprouting \'~.4 Intussusceptive
Pericytes

Stalk cell — Q SMC. HSC

Figure 2: Le mécanisme d’angiogenése par Sproting et Spilling dans la cirrhose.
(Iwakiri et al., 2014)

(A)Architecture normale de la vascularisation sinusoidale avec écoulement normal & partir des veinules
portes, a travers la microcirculation sinusoidale, jusqu’au veines centrales.

(B) Les vasculatures sinusoidales dans les foies cirrhotiques sont modifiés de facon significative, avec une
augmentation du nombre de vaisseaux sinusoidaux (angiogenése) de différents diamétres et modéle
d'écoulement. Ceci est un schéma simplifié de la microcirculation sinusoidale dans la cirrhose du foie.
Dans le mécanisme d’angiogenése par Sprouting, I’activation de 'endothélium provoque la prolifération
des cellules (Tip cell) en créant des liaisons entres les cellules des vaisseaux voisins et ainsi la formation
d’un réseau vasculaire. L’angiogenése par Intussusceptive induit la formation d’un pilier intraluminal. Les
deux formes de I'angiogenese nécessitent le recrutement de péricytes et les cellules musculaires lisses.
Dans les foies cirrhotiques, I’activation des cellules étoilées du foie (HSCs) stimule le phénoméne
d’angiogeneése.

Dans des situations physiopathologiques, la formation des nouveaux vaisseaux par
angiogenése pourrait se mettre en place a partir des vaisseaux preexistants, afin de résister a

des modifications hémodynamiques et réduit I’hypoxie tissulaire, dont le résultat final est la
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morphogenese d’un arbre vasculaire complexe et multifonctionnel. Ce processus adaptatif
face aux situations pathologiques telles que la cirrhose favorise la formation des vaisseaux
collatéraux. La vasodilatation artérielle splanchnique au cours de la cirrhose, responsable
d’une augmentation du débit sanguin dans la veine porte, conduit a la formation d’un réseau
veineux collatéral porto-systémique apres stimulation de I’angiogenése (Van Stennkiste et al.,
2010). Ce shunt porto-systémique est mis en place pour décompresser le systeme portal, lui-
méme responsable de complications cardiovasculaires importantes telles que I’hémorragie des

varices cesophagiennes.

Dans la présente ¢tude, nous avons évalué 1’adaptation du systéme circulatoire dans les
territoires systémique, splanchnique et rénal dans des situations pathologiques, et les effets de
certaines molécules sur I’hémodynamique et la fonction de I’organe (foie et reins). Etant
donné les nombreux mécanismes physiopathologiques communs aux états de choc, nous
avons choisi de travailler sur deux modéles expérimentaux de choc hémorragique et de choc
septique. Dans le modele choc hémorragique suite a un sepsis, nous avons étudié les effets
thérapeutiques de la noradrénaline sur les réponses microvasculaires capillaires glomérulaires
et péritubulaires face aux variations de pression dans I’artére rénale. Dans le modele de choc
hémorragique retransfusé et contrdlé par un remplissage vasculaire, nous avons éevalué les

voies endogenes et exogeénes d’un gaz toxique administré au moment de la reperfusion (H2S).

Concernant la problématique de la cirrhose, nous avons mis au point un modéle
expérimentale d’hypertension portale, dans le but de comparer les effets de deux
vasoconstricteurs (Noradrénaline et Terlipressine) sur la dysfonction vasculaire. Ce travail
s’inscrit dans la suite des études réalisées dans le laboratoire et vise plus particulierement a
préciser les mécanismes mis en jeu tant sur le plan hémodynamique que sur le plan

fonctionnel.

Ainsi, apres une présentation physiopathologique de 1’état de trois cas particuliers de la
défaillance vasculaire (choc septique, choc hémorragique et cirrhose hépatique), nous
exposerons 1’état actuel des connaissances sur I’hydrogeéne sulfuré, la Noradrénaline et la
Terlipressine, puis nous aborderons la physiopathologie rénale et les méthodes d’analyse de la
microcirculation rénale, et la physiopathologie splanchnique, enfin, nous présenterons les

travaux de recherche expérimentale réalisés au cours de cette thése et leurs résultats.
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I. CASPARTICULIERS : CHOC SEPTIQUE

1. Définition et Epidémiologie

Le sepsis peut étre défini comme une infection par un agent pathogene associée a une
réponse inflammatoire systémique (systemic inflammatory response syndrome, SIRS). On
parle d’un sepsis grave quand il existe au moins une défaillance d’organe associée ou une
hypotension artérielle réversible par le remplissage vasculaire. Quand I’hypotension devient
réfractaire malgré un remplissage d’au moins 20 mL/kg, le sujet pourrait étre considéré en état
de choc septique et nécessite I’introduction d’agents vasoactifs pour maintenir une pression de
perfusion satisfaisante. Les critéres d’évolution d’une simple infection a un choc septique
sévére ont été élargis au cours d’une conférence de consensus international rassemblant
Society of Critical Care Medecine (SCCM), European Society of Intensive Care Medecine
(ESICM), American college of Chest Physicians (ACCP), American Thoracic Society (ATS),
et Surgical Infection Society (S1S) (cf. Tableau 1). Ces pathologies sont la conséquence d’une
dysrégulation complexe et multifactorielle de la réponse de I’hote a I’infection. Des réponses
inflammatoire, immunitaire, métabolique, systémique et hémostatique vont étre mises en jeu
pour défendre 1’organisme contre 1’invasion massive de cet agent pathogéne. Cependant ces

mécanismes, eux-mémes, sont a 1’origine de dysfonctions et dommages tissulaires graves.

La prise en charge du sepsis sévére est tres colteuse, aux Etats-Unis, la durée moyenne
d’hospitalisation était de 19,6 jours, pour un prix par patient de plus de 22 000 $, soit 17 000€.
Malgré les dépenses pour la prévention et la prise en charge de cette pathologie, elle reste
toujours associée a une lourde morbidité et mortalité. Pour la seule annee 1995, plus de
750.000 patients ont été recensés aux Etats-Unis, pour une mortalité de 215 000 patients soit
28,6 % (Angus et al., 2001). En France, une augmentation de ’incidence du sepsis a été
observée: les admissions pour sepsis grave et choc septique en réanimation sont passées de
8,4 % en 1993 a 14,6 % en 2001. Le choc septique représente environ 3 a 4 % des admissions
en réanimation chez 1’adulte en France et reste la principale cause de déces dans les unités de

soins intensifs non cardiologiques.
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Dans la physiopathologie du choc septique, le premier événement est la reconnaissance
du pathogene par 1’héte, suivie par 1’activation des voies intra-cellulaires conduisant a la
synthése des médiateurs de I'inflammation. Ces médiateurs vont activer et déclencher la
synthese de nouveaux médiateurs par les cellules du systéme immunitaire inné, notamment les
monocytes, du systéme immunitaire acquis, notamment les lymphocytes CD4, et par les
cellules endothéliales. Deux grands systémes sont donc impliqués dans le sepsis:

I’inflammation et la coagulation. Ces deux systémes interagissent en permanence et

contribuent probablement aux défaillances d’organes.

Term

Definition and criteria

1. Infection

2. Bacteremia
3. Systemic inflam-

matory response
syndrome (SIRS)™

4. Sepsis (=1 +3)

5. Severe sepsis

6. Septic shock
(=5+7)

7. Hypotension,
sepsis-induced

[nflammatory response to the presence of
micro-organisms or invasion of normally
sterile tissue by these organisms

Presence of viable micro-organisms in the
blood

Two or more of the following:
temperature > 38°C or < 36°C;
Heart rate > 90 b/min;

Respiratory rate =20 b/min,

or PaCO, < 32 mm Hg:

White blood cell count = 12,000/mm?,
or < 4,000/mm?, or > 10% band forms

The systemic response to infection

Sepsis and organ dysfunction, hypoperfu-
sion or hypotension
Manifestations of hypoperfusion may in-
clude, but are not limited to:

lactic acidosis;

oliguria;

acute alteration in mental status
Sepsis-induced hypotension, persisting de-
spite adequate fluid resuscitation,*¥ and
manifestations of hypoperfusion as listed
in5
A decrease in systolic blood pressure to
<90 mmHg. or of > 40 mmHg from base-
line, in the absence of other cause for hypo-
tension®

Tableau 1: Définitions des états inflammatoires et infectieux, adaptées d’aprés ACCP/SCCM
(Brun-Buisson et al. 2000)

(1) Le SIRS peut étre cause par une variété de traumatismes : infection, pancréatite aigué, brilures...
(2) L’hypotension est considérée comme persistante si > 1h
(3) Les patients inotrope/agents vaso-actifs peuvent ne pas étre hypotenseurs au moment de 1’évaluation.

2. Relation hote - pathogéne
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Le choc septique est le résultat de I’interaction entre 1’agression bactérienne et la
réponse de I’hote. Cette réponse repose sur des composante innées et adaptatives et résulte de
la capacité de ces micro-organismes a envahir I’hote localement ou au niveau systémique. Les
principaux antigénes microbiens susceptibles d’activer le systéme immunitaire sont I’acide
lipoteichoique pour les bactéries a Gram-positif, le lipopolisaccharide (LPS) ou endotoxine
pour les bactéries a Gram-négatif (cf. Figure 3), des composants internes libérés par la lyse
bactérienne tels que des protéines ou des fragments d’ADN, les glycolipides et les
mycosiques pour les mycobactéries, les protéines des champignons et des parasites ainsi que

certains constituants viraux (Roitt et al., 1997).

a Gram positive
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Cell wall peptidoglycan /
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Figure 3: Présentation structurale de deux principales classes de bactérie
(Lolis et al. 2003)

KDO : 3-deoxy-D-manno-octulosonate ; LPS : lipopolysaccharide ; OMPA : outer membrane protein A
es

monocytes/macrophages et les polynucléaires neutrophiles. Ces cellules immunitaires
expriment a leurs surfaces des récepteurs spécifiques appelés Pattern recognition receptors
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(PRR) (Gordon et al., 2002, Calandra et al., 2001). Les protéines membranaires toll-like
receptor (TLR) et les protéines de reconnaissance intra-cytoplasmiques que sont les
nucleotide-binding oligomerisation domain 1 et 2 (NOD) sont deux classes de protéines

appartenant au groupe PRR et qui sont impliquées dans la détection des agents pathogenes.

3. Activation cellulaire

Apreés avoir reconnu leur ligand, les récepteurs activent a leurs tours différentes cascades
de signalisation intracellulaire et 1’expression de geénes impliqués dans la réponse
immunitaire. La fixation active le facteur nucléaire NF-xB entrainant 1’activation cellulaire et
la transcription de cytokines. Selon la classe de PRR, on distingue, principalement, deux voies
d’activation de NF-kB au niveau membranaire comme au niveau intracytoplasmique

respectivement par LPS et NOD.
¢ Voie d’activation membranaire :

Les TLR sont chargés de la reconnaissance des composés microbiens nommés
pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs). Parmi ces structures moléculaires, le LPS
libéré par la bactérie au niveau du site infectieux est rapidement capté par des protéines de
transfert que sont les Lipoprotein binding proteins (LBP). Le complexe LPS-LBP se fixe a un
récepteur de surface monocytaire de type CD14 qui présente le complexe au récepteur TLR
de type 4 spécifique au LPS et qui est parmi les dix TLR reconnus chez I’homme. Chaque
type de TLR possede de nombreux ligands possibles, endogénes ou exogénes (cf. Figure 4).
Ainsi, le TLR1 reconnait le triacyl des lipoprotéines, le TLR2 reconnait le peptidoglycane des
bactéries Gram-positif, le TLR3 reconnait I’ARN viral double-brin, le TLR4 reconnait le
LPS, le TLR5 reconnait les flagelles bactériens. Elles reconnaissent également des protéines
endogenes comme les Heat-shock proteins (Hsp) ou des protéines de la matrice extracellulaire
(Ohashi et al., 2000). La fixation du ligand sur le toll-like receptor entraine une modification
structurelle du domaine intracellulaire TIR, provoquant [Dactivation de protéines
intracellulaires, comme la MyD88 (Myeloid differentiation protein 88) responsable de
I’activation de IKK-a et IKK-f, qui vont étre phosphorylées et ainsi inactiver IkB. IkB est une
protéine inhibitrice de NF-«xB. IkB phosphorylée est dégradée par des protéasomes, NF-«kB est
libre de transloquer dans le noyau pour activer 1’expression des génes impliqués dans la

réaction inflammatoire.
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¢ Voie d’activation intracytoplasmique :

NOD1 et NOD2 (Nucleotide binding oligomerization domain 1 and 2) (cf. Figure 5) ont
récemment été identifiés comme étant des PRR intracellulaires (Girardin et al. 2004) jouant
un réle important dans I’apoptose et dans la reconnaissance intracytoplasmique d’agents
pathogenes. Ces protéines possedent une extrémité C-terminale riche en leucine, un domaine
central de liaison au nucléotide (nucleotide binding NBS) et une extrémité N-terminale avec
un ou plusieurs domaines CARD (caspase-activating and recruitement domain), proches des
protéines pro-apoptiques. NOD1 et NOD2 reconnaissent et différencient les bactéries Gram+
et Gram- par leur composant membranaire, le peptidoglycane (PGN). En effet, le troisieme
acide aminé du PGN est une lysine chez les bactéries a Gram+, alors que la lysine est
remplacée par un acide aminé meso-diaminopimelic acid (DAP) chez les bactéries a Gram-.
NOD1 va reconnaitre les bactéries a Gram négatif alors que NOD2 est un détecteur des
bactéries a Gram négatif comme a Gram positif.
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Figure 4: Voie de signalisation des protéines TLRs
(Gay et al. 2014)

Les récepteurs de type Toll Like receptor (TLRs ) sont présents sur la surface des cellules et dans les
endosomes , ou ils détectent des composants microbiens de la paroi cellulaire. Aprés stimulation, les TLR
activent deux types de voie qui impliquent la protéine MYD88 (myeloid differenciation 88) et / ou la protéine
TRIF (TIR-domain_containing adapter-inducing interferon-p). Les interactions avec d'autres voies de
signalisation assure la transmission du signal des protéines TLR et conduit a I'apoptose ou a la survie
cellulaire, et la transcription des cytokines pro -inflammatoires et des chimiokines, et les interférons de type |
(IFN). AP-1, activator protein 1; CREB, cAMP-responsive element-binding protein; dsSDNA, double-stranded
DNA,; dsRNA, double-stranded RNA; ERK, extracellular signal-regulated kinase; FADD, FAS-associated
death domain; IxBa, inhibitor of NF-kBa; IKK, inhibitor of NF-kB kinase; IRAK, interleukin-1 receptor-
associated kinase; IRF, IFN-regulatory factor; ISRE, IFN-stimulated response element; JNK, JUN N-terminal
kinase; LBP, LPS-binding protein; LPS, lipopolysaccharide; MAL, MYD88 adaptor-like protein; MAP3K,
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8; MD2, myeloid differentiation factor 2; MEK, mitogen-
activated protein kinase/ERK kinase; MKK, mitogen-activated protein kinase kinase; NEMO, NF-kB essential
modulator; NF-kB, nuclear factor-kB; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKCg, protein kinase Cg; RIP1,
receptor-interacting protein 1; ssSRNA, single-stranded RNA; TAB, TAK1-binding protein; TAK1, TGFp-
activated kinase 1 (MAP3K7); TBK1, TANK-binding kinase 1; TRAF, tumour necrosis factor receptor-
associated factor; TRAM, TRIF-related adaptor molecule.
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La liaison de NOD a son ligand va activer une protéine nommée RIP2, qui va interagir
avec IKK-y, sous unité régulatrice du complexe IKKy et dont 1’oligomérisation active IKK-a

et IKK-B. Ces derniers vont phosphoryler IkBa, libérant ainsi NF-«B.
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Figure 5: Voie de signalisation de NOD1 et NOD2.
(Strober et al. 2006)

La reconnaissance de muramyl dipeptide ( MDP ) et de y-D- glutamyl -meso- diaminopimelic acid (iE-DAP )
par le domaine leucine-rich repeat ( LRR ) active les protéines NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain) NOD2 et NOD1 , respectivement , qui puis activent les récepteurs RICK (receptor-interacting
serine/threonine kinase) par le domaine CARD (caspase-recruitment domain). Dans le cas de NOD2,
I'activation de RICK conduit & I’activation de la protéine K63qui va interagir avec KKy, qui consiste
également & IKKa et IKKP. Ceci est suivi par la phosphorylation de IKKp , ainsi que la phosphorylation de
IxB et la libération du facteur nucléaire -xB ( NF-xB ) pour la translocation vers le noyau.

Dans le cas de NOD1, la phosphorylation de IKKy par RICK n'a pas été étudié, et le mécanisme de
I'activation de NF-kB n’est pas clair. CARD12 régule négativement I’activation de NF-xB par NOD1 et
NOD?2, alors que CARDS régule négativement I’activation de NF-xB seulement par NOD1. En plus de
I'activation de NF-xB, la signalisation de NOD1 et NOD2 donne lieu & I'activation des protéines kinases
activées par les mitogenes (MAPK), tels que JINK (JUN amino -terminal kinase), ERK (extracellular-signal-
regulated-kinase) et p38MAPK.. AP1, activator protein 1; PGN, peptidoglycan.

La liaison des PAMPs aux PPRs, notamment TLR et NOD, va permettre la

phosphorylation des inhibiteurs de NF-kB. En effet, I’activation et la transcription nucléaire

35



de NF-xB va conduire a une augmentation de I’expression des genes impliqués dans la

réponse inflammatoire et le sepsis comme :

e Geénes codant pour des molécules d’adhésion ; endothelial leukocyte adhesion molecule,
vascular cell adhesion molecule, intercellular adhesion molecule, P-selectin

e Genes codant pour des chemokines ; 11-8

e Genes codant pour des cytokines ; 11-1, 1I-2, TNF-q, 1I-12

e Génes codant pour des protéines impliquées dans la présentation de 1’antigéne

¢ Geénes codant pour les molécules du complexe majeur d’histocomptabilité

4. Action des médiateurs de 1’inflammation

En présence de I’agent pathogéne, de nombreux médiateurs sont libérés : cytokines pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires qui jouent un réle central dans la réponse de 1’hote a la

septicémie.

4.1. Mediateurs pro-inflammatoires

Une augmentation de la concentration de nombreux médiateurs pro-inflammatoires a été
signalée dans le plasma des patients en choc septique ou dans celui de volontaires sains apres
injection de LPS. Il s’agit de chémokines comme 1’IL-8, de cytokines comme le tumor
necrosis factor TNF-a, I’'IL-1B, I’'IL-18, I’interféron-y (INF-y) (Waage et al., 1986). Ces

médiateurs sont synthétisés par les macrophages activés et les lymphocytes CDA4.

e Les chémokines ; cette famille regroupe les différents cytokines qui possédent toutes
en commun un pouvoir chimiotactique, c'est-a-dire la capacité a recruter et a activer les
cellules circulantes, comme les lymphocytes, les monocytes/macrophages, les polynucléaires

basophiles, neutrophiles et éosinophiles, sur le site inflammatoire.

e Les cytokines Cet état infectieux se caractérise par une exacerbation de
I’inflammation, avec une production accrue de cytokines pro-inflammatoires, qui contribuent
au développement de dommages tissulaires, et sont détectées dans les liquides biologiques. Ils

sont capables d’entretenir leur propre sécrétion, mais également la sécrétion de nombreuses
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autres molécules, comme des médiateurs lipidiques, des radicaux libres de 1’oxygéne, du

monoxyde d’azote, ou encore d’induire des phénomenes apoptotiques :

- Les cytokines pro-inflammatoires induisent la production de phospholipase A2, de
cyclo-oxygénase 2 (COX-2), et d’acyltransférase contribuant a la sécrétion des médiateurs
lipidiques comme les eicosanoides (prostaglandines et leucotriénes) ou le platelet activating
factor. Ces facteurs sont impliqués dans la physiopathologie des dysfonctions d’organe, en
particulier la dysfonction vasculaire du sepsis en provoquant, aprés 1’altération de
I’endothélium, I’augmentation de la perméabilité vasculaire, une vasodilatation, une

hypertension artérielle pulmonaire, ou encore une agrégation plaquettaire.

- Les radicaux libres peuvent étre formés par les leucocytes recrutés sur le foyer
infectieux ou par la cellule endothéliale elle-méme. Par ailleurs, 1’adhésion des leucocytes aux
cellules endothéliales favorise leur activation et les sensibilise a 1’action de médiateurs pro-
inflammatoires tels que le TNF-a. Cela entraine une libération massive par les leucocytes de

radicaux libres une a trois heures apres leurs expositions (Nathan et al., 1986).

- Le TNF-a fut la premiére cytokine détectée dans le plasma de patients présentant des
infections graves (Waage et al. 1986). 1l va également stimuler la production d’iNOS, ayant
pour conséquence une augmentation de monoxyde d’azote (NO). Le NO diminue le tonus
vasomoteur et diminue les résistances vasculaires. Le TNF-a favorise la production par les
polynucléaires neutrophiles de radicaux libres et de protéases, a l’origine de Iésions

tissulaires.

e Le PAF (Platelet activating factor) est un lipide exprimé a la surface des cellules
endothéliales. Il est responsable d’une activation des plaquettes et sert de costimulateur a
I’adhérence des neutrophiles sur les cellules endothéliales. Il est absent a la surface de
I’endothélium au repos et se forme dans les quelques minutes qui suivent une stimulation des
cellules par la thrombine, I’histamine ou les leucotrienes C4. La production de radicaux libres
toxiques au cours du stress oxydant par les polynucléaires, les monocytes/macrophages, les
cellules endothéliales et les fibroblastes stimulés par les cytokines contribue a I’activité
microbicide mais altére les structures protéiques et la perméabilité capillaire. L’activation
endothéliale par les médiateurs de I’inflammation entraine une modification des jonctions
serrées de I’endothélium. Il en résulte une séquestration liquidienne dans le secteur interstitiel

et une hypovolémie.
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e Le Macrophage migration inhibitory factor (MIF) est présent a 1’état basal dans le
plasma, mais sa concentration plasmatique augmente au cours du sepsis. Elle est produite par
de nombreuses cellules, par exemple les lymphocytes B, les macrophages, les cellules
endotheliales, les cellules épithéliales et les cellules pituitaires. Le MIF favorise le
développement de la réaction inflammatoire en augmentant 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires, et celle de TLR4 et comme agoniste des effets des glucocorticoides. En effet,
il existe des relations importantes entre le métabolisme des glucocorticoides et le MIF,
puisqu’il a été démontré que des injections de petites quantités de glucocorticoides ramenaient
les valeurs de MIF a celles observées a 1’état basal (Maxime et al., 2005, Calandra et al.,
2000).

e La High mobility group protein I (HMGBL1), protéine nucléaire de liaison a I’ADN
est produite par les macrophages. Elle se lie a des récepteurs extracellulaires des cellules
endothéliales et active une cascade intracellulaire, via les MAP-kinases, facilitant la
transcription de NF-xB et d’autres MAP-kinases. 1l a aussi une action sur la synthése de
facteurs pro-inflammatoires par les monocytes (Andersson et al., 2000). Dans les cellules
endothéliales, HMGBI1 induit I’expression de VCAM-1, ICAM-1, comme la synthése de
TNF-a, IL-8, PAF (Fiuza et al., 2003). HMGB1 augmente la perméabilité des entérocytes et
facilite ainsi les translocations bactériennes chez les souris (Sappington et al., 2002). L’éthyl
pyruvate, qui inhibe la production de HMGBL in vivo, a montré son efficacité sur la réduction
de la mortalité dans des modéles animaux (Ulloa et al., 2002). D’autres agents bloquant
I’activité de HMGBI1 au cours du sepsis ont été testés, montrant la méme efficacité (Yang et
al., 2004). Ces données suggérent que HMGBL serait une cible thérapeutique intéressante au

cours du sepsis.

4.2. Meédiateurs anti-inflammatoires

A T’opposé des mécanismes pro-inflammatoires, des processus de contre-régulation sont
mis en jeu pour aboutir a une résolution de I’inflammation, en vue d’une restauration d’un

équilibre immunologique, et idéalement, de la restitution compléte de 1’intégrité tissulaire.

Le sepsis s’accompagne de [’augmentation de nombreuses cytokines anti-

inflammatoires telles que IL-4, IL-10 (Brandtzaeg et al., 1996), IL-13, TGF-p (transforming
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growth factor f3), les récepteurs solubles du TNF-a (STNFR). Ces médiateurs peuvent avoir
des effets variables. Ainsi, ils vont diminuer la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (lI-
1, TNF-a, 11-6, et 1I-8) et d’autres chémokines par les monocytes/macrophages activés, en
s’opposant a I’induction de certaines activités pro-inflammatoires générées par I’I1-1 et le
TNF-o (comme la production des RL ou I’induction de NOSI), ou encore en induisant des
phénomenes apoptotiques au niveau des polynucléaires neutrophiles lors de la phase de
résolution de I’inflammation. De plus elles favorisent la production de 1’antagoniste naturel du
récepteur de I'IL-1 (IL-1ra) (Granowitz et al.1991) en bloquant la liaison a son récepteur

cellulaire.

Au cours du sepsis, les cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1 et le TNF sont
capables de stimuler I’axe hypothalamo-hypophysaire et la synthése de CRF (Cortico
releasing factor) et d’hormone adrénocorticotrope (ACTH), provoquant une majoration de la
synthese surrénalienne de cortisol. Le cortisol, glucocorticoide naturel, est un puissant anti-
inflammatoire qui diminue la synthese de diverses cytokines au niveau transcriptionnel, en
inhibant I’expression de NOSi, de COX-2, de NADPH oxydase, des molécules d’adhésion a
la surface des cellules endothéliales, et en diminuant le chimiotactisme. Parallelement a cet
axe hypothalamus-hypophyse-surrénal, le systeme nerveux autonome permet également une
modulation de la réponse inflammatoire. En effet, il a été observé une diminution de 1’activité
sympathique au profit de I’activité parasympathique au cours du sepsis qui est responsable a
la sécrétion des catécholamines telles que I’adrénaline et la noradrénaline. Ces hormones
inhibent la production des cytokines pro-inflammatoires IL-2, le TNF-a et I’'IFN-y par les
cellules présentatrices d’antigéne Thl en diminuant leurs activités, et stimulent la sécrétion
des cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 par les cellules Th2 en stimulant leurs
activites (Elenkov et al., 2000).

Les interactions complexes existant entre les réponses pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires peuvent expliquer I’échec des thérapeutiques ciblant un médiateur unique ou

dont le but est de supprimer 1’inflammation de fagon non spécifique.

4.3. L’interleukine 6 (IL-6)

L’IL-6 possede des propriétés pro et anti-inflammatoires. La concentration plasmatique

d’IL-6 est directement corrélée a I’activation de 1’axe hypotalamo-hypophysaire (Silva et al.,
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2002). En effet, sa synthese est diminuée apres injection de glucocorticides. Cette cytokine est
sécretée précocement apres injection de LPS, de TNF-a et d’IL-1. Elle stimule la synthése de
médiateurs anti-inflammatoires tels que le TGF-B, les TNFR ou Il-1Ra. Elle diminue la
synthese des cytokines pro-inflammatoires TNF-a. et d’IL-1. L’IL-6 favorise la synthése de
molécules d’adhésion comme ICAM, le recrutement des leucocytes et la synthése de PAF par
les macrophages. L’IL-6 est également impliquée dans la rupture de la barriere épithéliale

digestive au cours du choc hémorragique (Yang et al., 2003).

5. Activation de I’inflammation et de la coagulation

L’interaction entre I’inflammation et la coagulation aboutit & un état de vasoplégie,
d’hyporéactivité et d’hyper-coagulabilit¢ importante. L’endothélium semble étre le lieu
d’interaction de ces deux grands systémes puisqu’il présente 1’interface entre les tissus et les

cellules de I’inflammation circulantes.

5.1. Endothélium et inflammation

L’adhésion leucocytaire, indispensable a la migration des leucocytes vers la zone
inflammatoire, fait intervenir des phénomenes de liaison des cellules circulantes aux cellules
endothéliales. Les intégrines leucocytaires, les molécules LFA-1, CR3 et p150-95, qui sont
présentes a la surface des lymphocytes, des monocytes et des neutrophiles sont parmi les
principales molécules impliquées dans les phénoménes d’adhérence. Ces molécules se lient
aux cellules endothéliales par I’intermédiaire de ligands. Ainsi la molécule LFA-1 a pour
ligand les molécules ICAM-1 et ICAM-2. A la suite des phénomeénes d’adhésion, les cellules
vont passer la barriere endothéliale pour migrer vers les tissus de la zone inflammatoire en
réponse a des signaux que constituent les chémokines. Les leucocytes recrutés sur le foyer
inflammatoire sont localement activés et participent a I’entretien du processus inflammatoire
(cf. Figure 6).
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Figure 6: Mécanisme d’interaction des cellules endothéliales avec I’inflammation au cours du sepsis
(Hasko et al., 2008)

Au cours du sepsis, des différentes cellules inflammatoires sont recrutées pour interagir avec 1’endothélium
a I’aide des récepteurs membranaires. Aprés Roulement, Adhésion et Transmigration, les cellules
immunitaires, dont les lymphocytes et les neutrophiles, migrent vers les tissus de la zone inflammatoire. Les
cellules immunitaires recrutées sur le foyer inflammatoire sont localement activées et participent a la
production des médiateurs de I’inflammation. NO, nitric oxide ; TNF-o, tumor-necrosis factor-a.

5.2.  Endothélium et coagulation

L’endothélium a normalement un réle anticoagulant et pro-fibrinolytique. Au cours du
sepsis, I’endothélium perd ces caractéres et devient procoagulant et antifibrinolytique. De ce
fait, ’endothélium est responsable de la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) suite
a ’activation de la coagulation et la diminution des systémes anticoagulants. Dans le cadre du
sepsis, I’activation de la cascade de coagulation se produit aprés un remaniement

membranaire des cellules endothéliales conduisant a 1’externalisation du facteur tissulaire
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(FT) (Bevilacqua et al., 1986). Le facteur tissulaire exprimé a la surface des cellules
endothéliales ou monocytaires se lie au facteur VII activé. Il en résulte un complexe facteur
tissulaire-facteur VIla qui active la thrombinoformation par le biais des facteurs de la voie
commune de la coagulation V et VIII. La thrombine transforme le fibrinogene en monomeres
de fibrine. Ces monomeéres se polymérisent et forment un thrombus. Les plaquettes, les
facteurs de coagulation et le fibrinogéne sont consommeés dans la formation de ce thrombus.
Le sepsis est aussi lié & une forte consommation des anticoagulants naturels tels que
I’antithrombine 111 et les protéines C et S conduisant a une diminution des systémes anti-
coagulants (Russel et al., 2006) (cf. Figure 7). Ainsi, Dl’activation des complexes
thrombine/antithrombine par un agent pathogene, suite a la fixation de I’antithrombine III,
entraine une diminution de 1’activité de 1’activateur tissulaire du plasminogéne et une
augmentation de la synthése de facteur tissulaire, donc une diminution de la fibrinolyse
physiologique, permettant ainsi la formation de thrombine et de fibrine (Levi et al., 1993). Le
sepsis provoque aussi une diminution de I’expression de thrombomoduline et du récepteur
endothélial de la protéine C (EPCR) a la surface des cellules endothéliales nécessaires pour la
liaison de la protéine C a la thrombine et ainsi I’inhibition de la formation du thrombus. La
protéine C inactivée résulte d’une augmentation de la thrombine libre et participe a la

formation du thrombus (Lentz et al., 1991).

B b - B T e
> - _| - _;'I\ y . o __/:\___
- e | Encd lam
Irjured or Tissue factor Tissue factor raeine
inflamed tissue l pathway inhibitor |  Factor [ se—f Factor (Xa
Factor Vil === Factor Vila Factor Vil === Factor Viila
Factor X ===l Factor Xa
F,ac[{;r ) * Fac 73 \.I'a }/’——_-\
Actheated prmmn c

Prothromibin —hr Th r\un‘ i3in

Fibrimogen -—h— Flb-*n Pratein G
=

v Thromicomaodulin
edCe PC oI e I 'TL P 'WI Y o
b P P T T e

Figure 7: La cascade de coagulation dans le sepsis
(Marshall, 2003)

Le sepsis initie la coagulation par des modifications des propriétés de I'endothélium et I'augmentation de I'expression du
facteur tissulaire. La stimulation de I’activation de Facteur VII conduit a la formation du facteur VI activé. Le complexe

facteur tissulaire -facteur V1la catalyse ensuite la conversion du facteur X en facteur Xa, ce qui entraine de maniere
séquentielle ; I'activation du facteur V, la conversion de la prothrombine en thrombine, et la conversion du fibrinogéne en
fibrine. La protéine C est activée par l'intermédiaire de son interaction avec la thrombomoduline a la surface cellulaire et
inhibe l'activité de facteurs V et VIII. L antithrombine bloque I'activation de facteurs XII, XI, IX, et X, tandis que l'inhibiteur
de la voie du facteur tissulaire interfére directement avec le complexe facteur tissulaire - facteur Vlla.
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L’activation de la coagulation a pour conséquence la formation de micro-thrombi au
sein de la microcirculation (Asaka et al., 1996) et finalement la défaillance d’organes
(Vervloet et al., 1998). Les troubles de I’hémostase dans les états septiques sont tres fortement
liés a I’état inflammatoire systémique (Esmon et al., 1991). En effet, la liaison de la
thrombine a son récepteur conduit a 1’activation de NF-«xB, a la transcription de génes pro-
inflammatoires et a la synthese de NO (Kang et al., 2003), ce qui contribue a la vasoplégie
présente dans le choc septique. Le vaisseau septique est en vasoplégie et n’est plus capable
d’adapter son tonus aux stimuli locaux, en particulier aux modifications du débit de perfusion,
de la pression endoluminale, ou des apports en oxygeéne. On voit donc qu’au cours du sepsis,
un cercle vicieux entre la lésion endothéliale et la réaction inflammatoire se constitue et se
traduit par des thromboses microvasculaires résultant en une hypoperfusion, une ischémie et

enfin une défaillance de plusieurs organes (cf. Figure 8).
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Figure 8: Relation entre inflammation et coagulation
(Leone et al., 2003)
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6. Conséquences cliniques importantes

6.1. Insuffisance circulatoire

L’insuffisance circulatoire du choc septique est le résultat des troubles hémodynamiques
majeurs. En effet, elle est responsable d’une altération de la vasorégulation et des altérations
de la microcirculation avec une diminution de la perfusion capillaire. Les modifications
fonctionnelles de la cellule endothéliale sont des phénomenes centraux de ces altérations
(Vallet et al., 2002). Cette insuffisance circulatoire se traduit dans un état d’hyperkinésie avec
débit cardiaque conservé ou éleve et résistances vasculaires systémiques basses en rapport

avec la vasoplégie.

Le choc septique se caractérise par des troubles de la vasomotricité, suite a un
déséquilibre entre les molécules vasoactives produites par les cellules endothéliales, et par la
résistance aux agents naturels, sécrétés lors d’une agression infectieuse (adrénaline,
noradrénaline, angiotensine). Cette hyporéactivité semble liée a la sécrétion par I’endothélium

vasculaire de puissants vasodilatateurs tels que NO (Sharshar et al., 2003).

L’hyperperméabilité capillaire et veinulaire du sepsis et les thromboses
microvasculaires disséminées ne permettent pas a I’oxygene d’étre extrait du vaisseau pour
atteindre les cellules cibles, entrainant une inadéquation entre les besoins et la demande en
oxygene et conduisant a une hypoxie tissulaire qui est a ’origine d’une défaillance d’organe.
Cet état conduit a des troubles de la microcirculation, qui peuvent étre présents méme en
présence d’une hémodynamique satisfaisante, comme le montrent les travaux de Ince (Spronk
et al., 2004) Des techniques d’imagerie comme 1’OPS (Orthogonal Polarization Spectral) ou
la SDF (sublingual sidestream dark field) permettent de mettre en évidence de telles

anomalies de la microcirculation.
6.2. Défaillance d’organe
La gravit¢ du choc septique est le fait de 1’émergence du syndrome de défaillance

multiviscérale (cf. Figure 9). La pathogenese de cette dysfonction est multifactorielle.

L’hypoperfusion tissulaire et I’hypoxie, liés aux troubles hémodynamiques de la macro et de
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la microcirculation sont les facteurs dominants. Des médiateurs tels que TNF, IL-1, le NO et
les radicaux libres pourraient inhiber la chaine respiratoire mitochondriale et ainsi diminuer la
sécrétion d’ATP responsable de la dysfonction d’organe (Singer et al., 2004, Brealy et al.,
2002). Par ailleurs les médiateurs anti-inflammatoires alterent le fonctionnement du systéeme
nerveux autonome interrompant la communication inter organes physiologique pouvant étre
responsable a la défaillance multiviscérale (Sharshar, 2003, Golden et al.1996). Cette atteinte
conduit principalement aux modifications cardiovasculaires, pulmonaires, renales,

hématologiques, et aux dommages tissulaires.
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Figure 9: Schéma des principaux mécanismes impliqués dans la dysfonction endothéliale
induite par le sepsis
(Huet et al., 2008)

Lors des états septiques séveres réanimés, s’ajoutent aux précédents mécanismes des
troubles liés aux phénomenes d’ischémie/reperfusion qui contribuent de manic¢re majeure aux
lésions et aux défaillances. Les réactions anti-inflammatoires et immunosuppressives,
notamment de I’immunité adaptative, sont elles aussi, excessives ou dysfonctionnelles,
entrainant un état d’immunosuppression favorisant les infections nosocomiales tout en
¢chouant dans le maintien de ’homéostasie (Wang et al., 2008, Cohen, 2002). L’atteinte se
situe également au sein de la machinerie cellulaire avec une dysfonction mitochondriale

septique entrainant un trouble direct de ’utilisation cellulaire de 1’oxygene.
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II. CASPARTICULIERS : CHOC HEMORRAGIQUE

1. Deéfinition et Epidémiologie

Le choc hémorragique est lié a une insuffisance circulatoire aigué suite a la baisse du
flux sanguin efficace. La perte de la masse sanguine circulante se traduit par une chute de la
volémie et du débit cardiaque conduisant & une baisse de 1’hémoglobine et donc a une baisse
de I’apport d’oxygene aux tissus. La premiére réponse a 1’hémorragie est la stimulation du
systeme sympathique dans le but de redistribuer le volume sanguin restant en faveur des
organes vitaux que sont le cerveau et le cceur (Cabrales et al., 2006). Cette réponse adaptative
provoque néamoins une hypoperfusion des territoires vasculaires périphériques,
splanchniques, rénaux et musculo-cutanés, avec une diminution des apports énergétiques vers
ces regions. L’hypotension constatée refléte un état d’hypoxie et d’une altération
fonctionnelle cellulaire et tissulaire importante. En effet, ces lésions ischémiques peuvent étre
majorées par le développement d’une réaction inflammatoire et immunologique précoce,
contribuant au syndrome de défaillance multi-viscérale. Durant la réanimation, la production
des médiateurs toxiques (Radicaux Libres Oxygénés [ROS]) lors de la reperfusion des

territoires ischémiques contribue aussi a I’aggravation de 1’état de choc.

Les étiologies les plus fréquentes des chocs hémorragiques sont les traumatismes (plaies
vasculaires, hémothorax, rupture d’organe plein intra-abdominal, traumatisme grave du
bassin, poly-fractures des os longs), premiere cause de mortalité, les interventions
chirurgicales dites « lourdes » et les hémorragies digestives. Toutes ces étiologies engagent
rapidement le pronostic vital. Il dépend de la durée et de la gravité du choc, et par conséquent
de la rapidité du diagnostic et du délai de mise en route d'un traitement approprié.
L’hémorragie aigué¢ demeure une des premiéres cause de mortalité en traumatologie et ce
malgré les progres réalisés dans la prise en charge pré- et intra-hospitaliére de ces patients.
Ainsi, dans une série de 208 patients en état de choc hémorragique collectée par Heckbert et
al., 31% sont décédes apres 2 heures, 12% entre 2 et 24 heures et 11% apres les 24 premieres
heures, Seuls 46% de ces patients ont survécu (Heckbert et al., 1993). Stewart et al. ont
analysé une série de 753 déces, 52% des déces sont survenus dans les 12 premiéres heures,
74% dans les 24 premiéres heures et 86% dans les sept jours (Stewart et al., 2003).
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Ainsi, la physiopathologie du choc hémorragique est un mécanisme complexe, basé sur
les interactions entre les réponses neuro-humorales induites par la baisse brutale du volume
sanguin circulant et la réponse inflammatoire déclenchée par les lésions traumatiques et
ischémiques, puis par la reperfusion et ses consequences. Les lésions cellulaires sont d'autant
plus importantes que la durée et I'intensité du choc sont prolongées. Le traitement consiste a

rétablir un apport en oxygeéne adapté aux besoins cellulaires.

2. Meécanismes mis en jeu au cours du choc hémorragique

2.1. Reponse sympathique (neuro-hormonale)

Le retour veineux s’effectue a partir des veines périphériques vers les cavités droites du
cceur selon le gradient de pression qui régne entre ces deux compartiments. Dans le cas d’une
hémorragie, la diminution du volume sanguin circulant a pour conséquence une baisse du
retour veineux. Il en résulte une diminution des pressions de remplissage des deux ventricules
associé a une réduction immédiate du débit cardiaque et du volume systolique. La premiere
répercussion clinique est la chute de la pression artérielle (PA) systolique. Ainsi les
mécanismes de régulation de pression artérielle entrent en jeu tres rapidement pour limiter les
effets de la baisse du retour veineux sur la pression artérielle et maintenir un débit sanguin
régional adapté a la perfusion des organes vitaux (Vatner et al., 1974). La premiere réponse a
I’hémorragie est la stimulation du systtme sympathique qui entraine une vasoconstriction
artériolaire et veineuse médié par voie neuro-hormonale. Dans un deuxiéme temps, lors du
dépassement de ces mécanismes temporaires, une chute brutale de la PA associée a une baisse
des résistances vasculaires systémique (RVS) due a une sympatho-inhibition. (Schadt et al.,
1991) (cf. Figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique des processus physiopathologiques impliqués dans le choc
hémorragique
(Duranteau 2005)

(CARS: compensatory anti-inflammatory response syndrome; CIVD: coagulation intra-vasculaire disséminée).

2.1.1 La phase sympatho-excitatrice

Dans une situation normotensive, un tonus nerveux en provenance des afférences baro-
réflexes stimule en permanence un noyau bulbaire, le noyau du tractus solitaire (NTS)
bulbaire, qui a son tour, active les neurones parasympathiques et inhibe les neurones

sympathiques (Bond et al., 1985, Koyama et al., 1988).

La réduction du volume sanguin par I’hémorragie, conduit I’organisme a une situation
hypotensive progressivement, initialement marquée par une baisse le PA. Cette baisse de
pression provoque une stimulation immédiate des barorécepteurs a haute pression situés au
niveau du sinus carotidien, de la crosse aortique, du territoire splanchnique, et des
barorécepteurs a basse pression cardio-pulmonaires (ou volorécepteurs) (Schadt et al., 1991).
Ces récepteurs diminuent alors la fréquence de leurs impulsions inhibitrices afférentes (Bond
et al., 1985). Les afférences, que ce soient celles des barorécepteurs a haute ou a basse
pression, qui empruntent respectivement le trajet du vague et du glosso-pharyngien, font relai

au niveau du centre régulateur vasculaire le NTS. Il se produit alors une diminution de
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I’inhibition exercée par le NTS sur les efférences sympathiques, conduisant a 1’augmentation
de Tactivit¢ sympathique périphérique efférente (augmentation de I’inotropisme, du
chronotropisme, vasoconstriction artérielle et veineuse et stimulation du systeme rénine-
angiotensine) et diminution du tonus vagal parasympatique participant a 1’augmentation de la
fréquence cardiaque (tachycardie) (Sethi et al., 2003). La vasoconstriction secondaire a cette
stimulation sympathique se développe précocement aux dépens de la circulation
musculocutanée et splanchnique. La vasoconstriction de ces territoires participe a une
optimisation par 1’organisme afin de préserver temporairement le fonctionnement de certains
organes vitaux (Schlichtig et al., 1991). Initialement, les circulations coronaires, cérébrales et
rénales sont privilégiées afin d’assurer leurs besoins métaboliques lors de cette premicre
phase d’hypotension. Ensuite, avec le maintien de I’hémorragie (30% du volume circulant), la
circulation rénale, elle aussi, subit une vasoconstriction pour permettre une meilleure
redistribution du débit cardiaque et transport artériel en oxygéne vers les organes vitaux.

Le systeme nerveux sympathique est également stimulé par les variations de pH, PaOa,
(pression artérielle en oxygéne) et PaCO2 (pression artérielle en dioxyde de carbone)
secondaires a I’ischémie tissulaire qui stimule les chémorécepteurs aortiques, sino-carotidiens

et centraux.

Au cours de cette phase initiale de choc hémorragique, les facteurs hormonaux sont peu
impliqués et ne contribuent pas au maintien de la perfusion, a ’exception du systeéme rénine-
angiotensine ou l’angiotensine II joue un rdle vasoconstricteur. Ainsi, les baro-, volo- et
chémorécepteurs répondent de maniére synergique a 1’hypotension artérielle en activant le
systeme nerveux adrénergique périphérique afin d’initier une vasoconstriction périphérique
compensatrice. L'activation du systeme rénine-angiotensine-aldostérone (Landry et al., 2001)
renforce I'effet vasculaire du systeme sympathique et favorise la réabsorption hydrosodée.
L’¢élévation du taux de catécholamines sériques permet le maintien du débit cardiaque et la
vasoconstriction des territoires musculocutanée et splanchnique, permettant une redistribution

du volume sanguin vers les territoires vitaux (Bonanno et al., 2011 [01]).

Finalement, lors d’un choc hémorragique, 1’augmentation du retour veineux, de
I’inotropisme, du chronotropisme et de la fréquence cardiaque, associée a une
vasoconstriction artérielle et veineuse permettent de maintenir le débit cardiaque lors d’une
hypovolémie induite par une spoliation sanguine. La vasoconstriction artérielle associee au

maintien du debit cardiaque stabilise la pression artérielle.
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2.1.2 La phase sympatho-inhibitrice

Lorsque la masse sanguine diminue au-dela de 30 a 50 %, se met en place la phase
sympatho-inhibitrice. Elle survient lorsque les moyens mis en ceuvre lors de la premiére phase
ne sont plus suffisants pour maintenir une pression artérielle suffisante. Elle se caractérise par
une bradycardie paradoxale et une chute brutale des résistances vasculaires systémique (RVS)
responsables d’une chute de la PA (Kinsella et al., 2001). La bradycardie est un phénomene
indépendant suite a I’activation d’une boucle réflexe vago-vagale et sans effet sur la PA. Le
mécanisme principal réside probablement en une inhibition centrale de I'activation
sympathique liée, en partie, a la stimulation des récepteurs cardio-pulmonaires et de mécano-
récepteurs ventriculaires. La bradycardie pourrait permettre un meilleur remplissage
diastolique ventriculaire dans des conditions d’hypovolémie extréme, mais d’un autre coté
supprime un mécanisme majeur de la régulation du débit cardiaque. Par ailleurs, cette phase
hypotensive est caractérisée par une sécrétion hormonale importante essentiellement par
I’activation de la sécrétion médullo-surrénalienne des catécholamines, et en particulier
d’adrénaline. Le SRA est toujours activé avec une libération importante d’angiotensine I, de
méme la sécrétion de facon importante d’hormone anti-diurétique (ADH) et d’Arginine-
Vasopressine qui est initialement provoquée par la diminution du volume sanguin et de la
pression artérielle. Ces différentes hormones sont mises en jeu durant cette phase hypotensive
afin de conserver 1’action vasoconstrictrice et maintenir la perfusion des organes vitaux,
puisque les mécanismes de régulation neuronaux sympathiques sont dépassés par la

tachycardie.

3. Lareponse inflammatoire et immunologique

Malgré ’efficacité de la réponse cardiovasculaire adaptative a la phase initiale du choc
hémorragique, ce dernier s’il se prolonge, conduit a une défaillance hémodynamique et ainsi a
un syndrome de défaillance multiviscérale (SDMV) avec 1’apparition des lésions tissulaires
secondaires a une réponse immunitaire et inflammatoire systémique non contr6lée et aggravé
par le phénomeéne d’ischémie reperfusion tissulaire (Moore et al., 1995). Induite par le choc,
cette réponse inflammatoire associée aux lésions tissulaires déclenchent un syndrome de
réponse inflammatoire systémique (SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome)

caractérisé par 1’activation des protéines pro-inflammatoires telles que les cytokines (TNFa,
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IFNa, IL1 IL6...), dont 1a production est corrélée avec la sévérité de 1’état de choc (Boisson et
al., 1997), et par les polynucléaires neutrophiles qui sont activés principalement dans le
poumon et le foie mais aussi dans de nombreux autres tissus (Bonanno et al., 2011 [02]).
L’augmentation des taux plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires est en rapport avec
des lésions tissulaires directes essentiellement pulmonaires et hépatiques (Gonzalez et al.,
2001, Abraham et al., 2000, Oreopoulos et al., 2000). En réponse a I’activation du systéme
pro-inflammatoire, 1’organisme stimule également la sécrétion des protéines anti-
inflammatoires. A ce stade du choc hémorragique traumatique, 1’activation d’une réponse
anti-inflammatoire, ou CARS (compensatory anti-inflammatory response syndrome),
contrebalance les effets pro-inflammatoires. Ce déséquilibre est aussi induit par un exces de
cytokines anti-inflammatoires suite @ une immunosuppression (Abraham and Freitas 1989 ;
Chaudry et al., 1990) associée a une augmentation de la susceptibilité aux infections (Stephan
et al., 1987).

D’autres facteurs responsables de 1’évolution vers le syndrome de défaillance multi-
viscérale est la sécrétion des radicaux libres oxygénés (Botha et al., 1995, Maier et al., 2007,
Fan et al., 2002, Molina et al., 2002, Pascual et al., 2003, Chen et al., 2003, Tamion et al.,
2002, Schwartz et al., 1995). La genération des radicaux libres oxygénés débute tres
précocement suite a la baisse du transport en oxygéne durant la phase d’ischémie (Fink et al.,
2002). Au cours de la phase de reperfusion, I’apport d’oxygéne amplifie la production des
radicaux libres générant un stress oxydant cellulaire (Abramov et al., 2007). Ces radicaux
libres ont une action dans [Iinitiation des voies de signalisations intracellulaires
potentiellement toxiques (Xu, Zhao et al., 2006) en altérant directement I’ADN et les
protéines (Xu, Zhao et al., 2006) et induisant une toxicité directe sur la cellule par des
réactions de peroxydations membranaires (altération du métabolisme oxydatif par inhibition
de la chaine respiratoire mitochondriale) (Sharpe et al., 1998). La stimulation des voies de
signalisations par les radicaux libres contribue en partie a la stimulation du systéme
inflammatoire en augmentant la production des cytokines, des molécules d’adhésion
leucocytaire et en activant [’adhésion plaquettaire a la surface de [’endothélium.
L’endothélium est une cible privilégi¢e des 1ésions d’ischémie-reperfusion (I/R) (Terada et
al., 2002) en vue de son positionnement a I’interface entre le sang circulant et les tissus. A
I’état physiologique, 1’endothélium participe a la régulation du tonus et a la perméabilité
vasculaire et améliore ainsi la perfusion tissulaire. Il exerce également un rdle dans la
coagulation en assurant 1’équilibre pro/anti-coagulant au contact du sang. Les altérations des

cellules endothéliales au cours de I’I/R entrainent une perte de ses propriétés anticoagulantes
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suite a une adhésion des leucocytes sur le revétement endothélial (Childs et al., 2002, Roesner
et al., 2006). Ce phénomeéne est responsable d’une coagulation intravasculaire localisée au
niveau veinulaire et participe a une altération directe de la microcirculation (Levi et al., 1999)
par obstruction capillaire en réduisant le diamétre efficace de la microcirculation. La
dysfonction endothéliale générée par I’I/’R entraine une augmentation de la perméabilité
vasculaire et expose 1’endothélium a une fuite capillaire. Cette fuite aggrave I’hypoxie

tissulaire par la formation d’cedéme interstitiel.

4. Défaillance microcirculatoire

Au niveau microcirculatoire, au cours de la phase initiale du choc hémorragique, malgré
des niveaux bas de pression artérielle, la densité des capillaires perfusés et la vitesse des
globules rouges dans le réseau microvasculaire apparaissent bien préservées (Nakajima et al.,
2001). Toutefois, si cette phase initiale n’est pas rapidement contrélée, une dégradation
microcirculation avec ses conséquences d’oxygénation tissulaire apparaitra. L’état de choc
hémorragique peut entrainer une dysfonction d’organe dont le stade ultime est la défaillance
multiviscérale. En effet, si les mécanismes cardiovasculaires adaptatifs sont efficaces a la
phase aigué du choc hémorragique et maintiennent une perfusion et des apports en oxygene
adaptés aux besoins, ces derniers peuvent devenir insuffisants lors de la prolongation du choc
avec ’apparition d’une souffrance tissulaire secondaire a I’inflammation systémique non

contrdlée et aux phénomenes d’ischemie/reperfusion tissulaire.

Deux phénomeénes principaux ont été décrits au niveau de la microcirculation : la faillite
de la vasoconstriction sympathique (Bond et al., 1985) et les obstructions capillaires
irréversibles (no-reflow phenomenon) (Kloner et al., 1974, Barroso-Aranda et al., 1988).
Plusieurs mécanismes conduisent a cette obstruction irréversible microcirculatoire : I’cedéme
des cellules endothéliales (Nakayama et al., 1985) et I’adhésion des polynucléaires
neutrophiles sur cet endothelium vasculaire (Laplace et al., 2005).

52




4.1. Ladysfonction endothéliale

L’endothélium est la premiére cible des phénomenes d’I/R. L’altération de ces cellules,
secondaire a la production de ROS et de cytokines pro-inflammatoires, provoque une perte de
leurs propriétés structurelles (cedéme endothélial, perméabilité augmentée) et fonctionnelles
(réduction de la libération de NO, expression de molécules d’adhésion leucocytaires,
activation de facteurs procoagulants). Il en résulte un cedéme cellulaire et une fuite
plasmatique du secteur intravasculaire vers le secteur interstitiel. La constitution de ces
cedémes peut provoquer une diminution de la lumiére capillaire qui contribue a 1’altération de

la perfusion capillaire et ainsi a I’hypoxie tissulaire.

La lésion des cellules endothéliales provoque également une perte des propriétés anti-
coagulantes de la barriere endothéliale. Ainsi, des phénomenes de coagulation intravasculaire

peuvent participer a I’altération de la microcirculation.

4.2. Ladysfonction vasculaire

Une caractéristique majeure du choc hémorragique est 1’apparition rapide d’une
dysfonction vasculaire caractérisée par une vasodilatation. Des lors, le choc hémorragique ne
répond plus au remplissage vasculaire et I’administration de vasopresseurs est nécessaire pour
maintenir une pression de perfusion minimale (Salzman et al., 1997). L’administration de
noradrénaline restaure la pression artérielle, mais de facon temporaire traduisant une
altération progressive de la réponse vasculaire aux vasopresseurs. Cette dysfonction
vasculaire est associée a I’hypoxie cellulaire, I’ouverture des canaux potassiques ATP-
dépendants du muscle lisse vasculaire, 1’acidose tissulaire, les cytokines pro-inflammatoires,
la synthése de NO (monoxyde d’azote) et la diminution des concentrations plasmatiques de
vasopressine secondaire a un épuisement du stock au sein de la neurohypophyse. De ce fait,
I’administration de vasopressine au cours du choc hémorragique non controlé permet
expérimentalement de restaurer les paramétres hémodynamiques (Morales et al., 1999,
Stadlbauer et al., 2003).
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4.3. Ladysfonction hémostatique

L’hémorragie induit une diminution des facteurs de la coagulation et des plaquettes
accompagnée de stigmates biologiques témoins d’une activation de la coagulation et de la
fibrinolyse. Les principales causes de la coagulopathie observées lors du choc hémorragique
sont 1’activation de la fibrinolyse, I’hypothermie, la baisse de 1’hématocrite, la transfusion
massive, 1’acidose et les désordres hydroélectrolytiques majeurs (Lynn et al., 2002). La
fibrinolyse est activée par la libération de quantité importante de facteur tissulaire, de
thromboplastine, et d’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA). L’hypothermie ralentit les
réactions enzymatiques de la cascade de la coagulation, réduit la synthese de facteurs de
coagulation, augmente la fibrinolyse, et diminue le décompte et la fonction plaquettaire. Ces
anomalies sont cliniquement significatives dés 35°C. La perfusion d’un volume important de
cristalloides et de colloides peut induire une coagulopathie de dilution. Le fibrinogéne est le
facteur dont la concentration plasmatique chute le plus précocement. Les modifications de
concentrations des autres facteurs de la coagulation sont beaucoup plus variables et
imprévisibles. La baisse de 1’hématocrite induit également des troubles de I’hémostase

puisque les globules rouges participent a 1’activation de 1’agrégation plaquettaire.

Lorsque I’hypovolémie devient trop importante, les troubles microcirculatoires au
niveau glomérulaire provoquent une vasoconstriction de 1’artériole afférente au détriment de
I’artériole efférente, entrainant une chute du débit de filtration glomérulaire (Legrand et al.,
2010). De plus, la réabsorption tubulaire est insuffisante et ne permet pas d’améliorer la
volémie. En clinique, ces phénomenes provoquent une insuffisance rénale aigué qualifiée de

fonctionnelle, car rapidement régressive apres restauration d'une hémodynamique correcte.
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I11. CASPARTICULIERS : LA CIRRHOSE

1. Définition et Epidémiologie

La cirrhose a été définie par I’OMS en 1977 comme une fibrose mutilante, caractérisée
par une transformation de I'architecture normale du foie conduisant a des nodules de structure
anormale (nodules de régéneération hépatocytaire). En France, la prévalence de la cirrhose
environ de 1500 a 2500 cas par million d’habitants, le nombre de décés est environ a 15000
déces par an (Héléne 2006). Son évolution peut étre divisée en deux périodes : une période ou
elle est non compliquée (ou asymptomatique ou compensée) et une période ou elle se

complique.

Selon I’¢étiologie, on peut distinguer plusieurs formes de cirrhose (Balian 2005):

La cirrhose alcoolique présente des aspects varié¢s, fonction de 1’évolution et de
I’importance de 1’intoxication alcoolique, et d’éventuels phénoménes inflammatoires

vasculaires ou généraux surajoutes.

La cirrhose post-hépatique virale est souvent de type macronodulaire. Il peut persister
une partie des connexions entre les nodules et leurs axes vasculaires. La fibrose est
irréguliere et peut étre assez inflammatoire, en rapport avec une infiltration

lymphocytaire.

La cirrhose post-hémochromatosique génétique causée par une anomalie congénitale
et héréditaire du métabolisme du fer responsable d’une augmentation de la

concentration du fer intra-hépatique.

La cirrhose biliaire primitive est une hépatopathie auto-immune chronique qui affecte
avec une grande fréquence les femmes (90%). Le diagnostic repose sur la présence
d'anticorps anti-mitochondries, une augmentation des IgM et sur I'histologie hépatique

qui permet de distinguer 4 stades de gravité croissante.

La cirrhose biliaire secondaire dérive d’une cholestase extra-hépatique majeure
secondaire a une cirrhose du foie. Elle est associée a une large fibrose portale parfois
oedemateuse, soutenant une prolifération cholangiolaire marquée et un infiltrat

inflammatoire a polynucléaires neutrophiles.
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2. Etiologie et facteurs de risque

Une agression hépatobilaire et/ou une inflammation peuvent conduire a une fibrose
hépatique et déclencher un désordre hémodynamique et splanchnique majeur aboutissant a
plusieurs maladies cardio-vasculaires. Le taux de progression de la fibrose dépend de
plusieurs facteurs de risque qui différent selon 1’étiologie et qui déterminent la sévérité de
I’inflammation et de 1’agression hépatique (Poynard et al., 1997). En France, les principales
causes des maladies du foie sont I’intoxication alcoolique, les hépatites virales chroniques B
et C, les non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) et 1I’hémochromatose génétique
(Sawadogo et al., 2007). La consommation excessive d’alcool est le facteur prédominant dans
la progression de la fibrose hépatique avant I’hyperglycémie et 1’obésité. Par contre, les
facteurs de risque de progression de la fibrose hépatique dans le cas de I’hépatite C sont
multiples et on trouve principalement; 1’age, une co-infection virale B, une
immunosuppression, le sexe masculin, une surcharge ferrique (Friedman et al., 2003). Les
facteurs de risques associés a la progression de la fibrose hépatique suite a un NAFLD sont le

diabéte de type 2, I’hyperglycémie, 1’age et I’obésité (Farrell et al., 2006).

L’¢tat de fibrose hépatique peut s’aggraver pour donner naissance a une cirrhose du
foie. La certitude de 1’évolution d’une fibrose hépatique a une cirrhose chez un patient est
difficile a évaluer. Néanmoins, la progression vers la cirrhose intervient dans un délai de 15 a

20 ans chez la majorité des patients (Bataller et al., 2005).

3. Modifications histologiques : Fibrose hépatique

3.1. Amplification de la matrice extracellulaire

Bien que les causes d’une agression chronique du foie soient multiples, le
comportement du tissu hépatique en cas de lésion est semblable quelle que soit leur cause. Le
tissu hépatique normal est constitué par les hépatocytes et les cellules biliaires au niveau
épithélial et au niveau endothélial, les cellules endothéliales constituent la sinusoide hépatique
associées aux cellules de Kuppfer (macrophages tissulaires) (cf. Figure 11). L’espace entre les
hépatocytes et les cellules endotheéliales, appelé espace de Disse ou périsinusoidal, contient

également les cellules étoilées ou cellules de Ito (cellules périvasculaires mésenchymateuses)
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et la matrice extracellulaire (MEC) (cf. Figure 11). La MEC provient de I’assemblage de

plusieurs macromolécules appartenant a différents familles :

- Les collagenes fibrillaires I et III sont responsables de la résistance et 1’étirement, ils
représentent respectivement 60 et 30% des collagenes vasculaires (Jacob, 2003). Le
déséquilibre entre la synthese et la dégradation des collagénes conduit a des anomalies
qualitatives et/ou quantitatives qui se traduisent par des modifications histologiques et
structurales des tissus comme dans le cas d’une fibrose hépatique. D’autres collagenes
existent sous forme non fibrillaire (IV, VIII) et s’associent en réseaux pour assurer
I’¢lasticité du tissu ou pour participer a la formation des lames basales (Van der Rest,
1991).

- Les glycoprotéines de structure, principalement la fibronectine et la laminine.

- Les lames ¢lastiques sont formées par I’assemblage des molécules d’élastines tres
hydrophobes et qui ont la propriété élastique (Foster et al., 1990). Les élastases sont
les protéases spécifiques pour la dégradation de 1’¢lastine. Egalement, on trouve
certaines métalloprotéases (MMP) matricielles responsable de la dégradation de
I’élastine ; la matrilysine (Murphy et al., 1991), la gélatinase A et B (Murphy et al.,
1991 ; Senior et al., 1991) et la métalloélastase.

- Les protéoglycanes (PGs) sont des macromolécules formées par des longues chaines
polysaccharidiques, dénommées glycosaminoglycanes (GAGs), liées de facon
covalente a une protéine centrale. Les PGs sont dégradés par un certain nombre de
protéases incluant la stromélysine, la matrilysine, les gélatines A et B, la plasmine, les
cathepsines et les élastases (Birkedal-Hansen et al., 1993, Werb 1989).

- les glycosaminoglycanes (acide hyaluronique).
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Figure 11: Les cellules de la sinusoide hépatique.
(Unanue et al., 2007)

Les cellules de Ito ou étoilées sont situés dans I'espace de Disse, qui est séparée de la
lumiére par I'endothélium fenestré. Les cellules de Kupffer face a la lumiere

La MEC est une composante qui fait fonction de membrane basale et joue un role
important dans le fonctionnement du tissu hépatique. Le réle de la MEC comprend différents
mécanismes qui sont impliqués dans la communication intercellulaire, I’adhésion des cellules,
leur migration, leur différentiation, leur croissance et la régulation de leurs génes. Une
modification qualitative et quantitative de la composition de cette MEC entraine un désordre
tissulaire et conduit a une fibrose hépatique. En réponse a une agression hépatique excessive,
la fibrogenése dépasse la fibrolyse et provoque un désequilibre entre la synthése, le dépot et la
dégradation des constituants de la MEC. Ce déséquilibre produit une augmentation des
constituants de la MEC et aboutit a une désorganisation de 1’architecture hépatique a la fois
sur le plan anatomique et fonctionnel pour conduire, a la fin, a une fibrose pathologique. Les
métalloprotéinases matricielles (MMP) constituent une famille d’endopeptidases calcium et
zinc-dépendantes, capable de dégrader les différents composants de la MEC et des lames
basales. Dans le tissu hépatique, les MMP sont synthétisées et sécrétées principalement par les
cellules périvasculaires mésenchymateuses (Parks et al., 2001). Un équilibre entre les MMP et
leurs inhibiteurs tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) maintient le remodelage de la
MEC. Suite a une hépatopathie chronique chez 1’homme, les cellules étoilées du foie
diminuent la synthese des métalloprotéinases et des collagénases associees a un défaut de
leurs activations provoquées par les TIMP. Il en résulte une diminution de la dégradation du

collagene interstitiel.
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Plusieurs proteines jouent un rdle important dans la modification de la MEC.
Principalement, on trouve le collagene qui, suite a I’activation des cellules étoilées, devient de
type IV et VI dans la fibrose (il est de type I et Il dans la MEC normale). Au cours de ce
processus, la quantite totale de collagéne se multiplie 3 a 10 fois induisant une modification et
une augmentation globale de la MEC par la formation des fibrilles. En réponse a une atteinte
toxique, les cellules endothéliales produisent la fibronectine, qui est une protéine de surface
responsable de 1’attachement des fibrilles de collagéne aux hépatocytes. En plus, les cellules
étoilées, a coté des cellules endothéliales, produisent la lamine qui est une glycoprotéine
intervenant dans la formation d’une membrane basale autour des hépatocytes atteints. En plus
de ’épaississement de la MEC, I’endothélium perd ses fenestrations, suite a un changement
phénotypique des cellules endothéliales, ce qui aboutit a une diminution des échanges entre le

sang et les hépatocytes.

3.2. Activation des cellules étoilées

Le r6le physiologique des cellules étoilées est de stocker la vitamine A. Elles
contribuent aussi au phénoméne de fibrogenese hépatique dans les états pathologiques. La
fibrogenése hépatique est un processus dynamique avec une balance entre la synthése de
collagéne et des autres composants, et la dégradation de la MEC. Les Iésions hépatocytaires
permettraient 1’activation des cellules de Kupffer et des cellules biliaires et la libération des
cytokines et des facteurs de croissance qui vont provoquer 1’activation des cellules étoilées et
induire leur prolifération et leur transformation en myofibroblastes contractiles (Friedman
2003).

Les cellules étoilées activées proliférent et produisent du collagéne fibrillaire et des

enzymes protéolytiques (Bataller et al., 2005). Cette activation a lieu en deux phases :

- La phase d’initiation englobe les changements induits dans I’expression génique et
phénotypique qui rendent les cellules réceptrices aux stimuli des cytokines et autres
facteurs (Friedman 2003). Les cytokines et le transforming-growth factor b (TGF-b)
libérés par les cellules de Kupffer activées induisent la transformation et la

prolifération de cellules étoilées activées.

- La phase de perpétuation ; englobe les événements résultant d’une stimulation autocrine

et paracrine, qui amplifient 1’activation phénotypique par une augmentation de
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I’expression de facteurs de croissance et de la réponse a ces facteurs (Friedman 2003).
Cette phase consiste en une prolifération des cellules étoilées activées qui est
principalement due a la stimulation par le Platelet-derived growth factor (PDGF)

sécrete par les plaquettes (cf. Figure 12).

Les cytokines pro-inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-6), libérées par les leucocytes recrutés
dans le foie lors de phénomeénes inflammatoires, dirigent par chémotactisme les cellules
¢toilées vers les zones d’inflammation active. Les myofibroblastes expriment un phénotype de
cellules contractiles contenant I’alpha-actine qui est un phénoméne majeur a I’origine de

I’augmentation de la pression portale

Les cellules étoilées sont une source importante des MMP qui dégradent le collagene de
type IV, que I’on trouve dans la MEC normale, ainsi que d’inhibiteurs de MMP provoquant

finalement la déposition d’un tissu fibrotique pathologique.

60




Central vein

Central vein

Stellate cell

Sinusoid :
] __,o Endothelial cell Endothelial cell
Balanced Imbalance
vasoconstrictors in vasoconstrictors
and dilators Normal ) and dilators Abnomnal
Endothelial cell sinusoids L oy sinusoids

Stellate cell Endothelial
cell fenestrae

Increased:
PDGF — HSC migration
Endothelin — Vasoconstriction,
HSC activation and
contractibility
TGFB — HSC activation, fibrogenesis
VEGF — Angiogenesis permeability

Decreased
NO — Vasoconstriction,
HSC activation

Figure 12: Activation des cellules étoilées en réponse d’une agression hépatique.
(lwakiri et al., 2014)

(A) représente une version simplifiée d'un tissu portail (a gauche), la veine centrale (a droite), et les différents
types cellulaires du sinusoide hépatique. (B) montre la sinusoide en réponse a une lésion hépatique ; le
panneau supérieur montre une image en coupe transversale, tandis que le panneau du bas montre une vue en 3
dimensions. A I'état normal (a gauche), les cellules endothéliales sinusoidales produisent NO pour maintenir
un état de faible résistance. En réponse a une Iésion du foie, des changements importants se produisent dans la
sinusoide. Des Iésions hépatiques (a droite) conduit a des anomalies morphologiques et moléculaires dans les
cellules endotheliales sinusoidales et les cellules étoilées. Par exemple, les cellules endothéliales en perdant
leurs fenestrations, développent un défaut dans la production de NO, et en méme temps d'augmenter la
production d'autres protéines telles que la fibronectine et de I'endothéline qui peuvent contribuer a I'activation
des cellules étoilées. Lors de leur activation, les cellules étoilées développent un phénotype contractile accrue
et induit la multiplication de la matrice extracellulaire. Un certain nombre des interactions paracrine et
autocrine se produisent entre les cellules endothéliales sinusoidales et cellules étoilées avec la production des
certaines des molécules (boite grise). HSC : hepatic stellate cells; LSEC, liver sinusoidal endothelial cell.
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3.3.  Complications de la fibrose hépatique

Le processus de fibrogenése, par accumulation de collagéne aboutit a une condensation
et multiplication de la MEC et favorise une distorsion architecturale et fonctionnelle favorisés
par la formation des nodules de régénération (Shibayama et al., 1985). La condensation de la
MEC et la perte de fenestration des cellules endothéliales entrainent une rigidification des
sinusoides (Rockey et al., 1993) et un dépot de collageéne dans 1’espace de Disse (Orrego et
al., 1979). Ces modifications anatomiques réduisent les échanges entre le sang et les
hépatocytes ce qui entraine une augmentation des résistances intrahépatiques. Ainsi, le
développement excessif de la fibrose a pour conséquences :

- une diminution de la perméabilité sinusoidale
- une diminution de la perfusion hépatocytaire due au développement d’une circulation
collatérale

- une hypertension portale (HTP) par augmentation des résistances intrahépatiques.

4. Modifications splanchniques : Hypertension Portale

Au cours de la cirrhose, I’HTP résulte de la combinaison d’une augmentation des

résistances intra hépatiques et du débit sanguin portal.

4.1. L’augmentation des résistances intra hépatiques

L’augmentation des résistances intra-hépatiques est le résultat de deux composantes :

- Composante mécanique dépend du remaniement de I’architecture hépatique et du

développement de la fibrose. Le processus de fibrogenese aboutit a la condensation de la
MEC, la perte de fenestrations des cellules endothéliales et un dépot de collagéne dans
I’espace de Disse (Orrego et al., 1979) entrainant la diminution du volume sinusoidal, sa
regidification et sa capillarisation (Rockey et al., 1993). Ces modifications anatomiques
réduisent les échanges entre le sang et les hepatocytes ce qui entraine une augmentation des

résistances intrahépatiques.
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- Composante dynamiqgue due a des phénoménes vasoactifs. La microcirculation intra-
hépatique est altérée de facon significative dans la cirrhose, secondaire a des modifications
d'architecture (déclenchés par des phénoménes humoraux) et des phénoménes vasoactifs. Ces
deux mécanismes entrainent une augmentation de la sécrétion des molécules vaso-actives,
telles que lI'angiotensine 11, I'endothéline 1, et cysteinylleukotrienes associés a une diminution
de la production de NO intra-hépatique par les cellules endothéliales (cf. Figure 13). (Gupta et
al., 1998, Shah et al., 1999), Le déficit de NO est due a une diminution de P’activité de
monoxyde d’azote synthase (NOS), et une hyperproduction d’endothéline (un peptide

vasoconstricteur) (Pinzani et al., 1996).

Les myofibroblastes, situées dans les sinusoides, expriment des récepteurs
membranaires aux vasoconstricteurs et aux vasodilatateurs. Ces cellules contractiles, a c6té
des cellules musculaires lisses vasculaires, se contractent en réponse a un déséquilibre entre
les substances vasodilatatrices et vasoconstrictrices. Ceci favorise une vasoconstriction
secondaire des vaisseaux intra-hépatiques en contribuant a majorer les résistances intra-

hépatiques et donc la pression porte.

La diminution de I’activité¢ de la NOS endothéliale (NOSe) pourrait étre expliquée par
I’interaction des différentes mécanismes. L’hyper-expression de la cavéoline au cours de la
cirrhose inhibe la phosphorylation de NOSe et ainsi 1’activation de L-arginine par
I’augmentation des liaisons cavéoline-NOSe (Shah et al., 1999). Un autre facteur, I’inhibition
de la phosphorylation de la protéine kinase B (Akt), induit I’inactivité de la NOSe, par
I’hyper-expression de la kinase couplée aux récepteurs de la protéine G (G-protein-coupled
receptor kinase-2 [GRK2]) dans les cellules endothéliales des foies cirrhotiques (Liu et al.,
2005). Un troisiéme facteur, I’hyper-production de la diméthylargine (ADMA), un inhibiteur
endogene de NOS, diminue I’activité de NOSe en interagissant avec la L-arginine (Laleman
et al., 2005).
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Figure 13: Vasoconstriction intrahépatique par diminution de NO
(Langer et al., 2005)

La signalisation du NO intrahépatique est altérée au cours de I'hypertension portale. La biodisponibilité du NO
est diminuée dans les sinusoides du foie. La production de NO par les cellules endothéliales sinusoidales est
diminuée par plusieurs mécanismes. Le taux de eNOS est inchangés, mais l'activité est inhibée en raison de
I'interaction avec la cavéoline, une diminution de la phosphorylation de Akt et diminution de la liaison de la
calmoduline. En outre les HSC subissent une réponse de relaxation a NO qui peut étre, en partie, due a une

diminution de la voie de signalisation de GMPc et de protéines nitrosation. eNOS, endothelial nitric oxide
synthase; sGC, soluble guanylate cyclase; PKG, protein kinase G.

4.2. L’augmentation du débit sanguin portal

L’augmentation du débit sanguin dans le territoire porte dépend en partie du débit dans
la circulation collatérale porto-cave. Les vaisseaux collatéraux porto-systémiques, ou shunts,
sont des vaisseaux anormaux qui permettent au sang de court circuiter le foie. Le sang n’est
donc plus filtré par le foie. Ces veines sont développées a partir du processus d’angiogenése
(Iwakiri et al., 2014) dans une réponse a I’augmentation de la pression porte. Le changement
de la pression porte est ressenti, dans un premier ordre, par la microcirculation intestinale
ensuite par les artéres de la circulation splanchnique (Abraldes et al., 2006). Ces vaisseaux en
réponse, produisent différents facteurs angiogeniques, principalement VEGF (Huang et al.,
2012, Geerts et al., 2006) et placenta growth factor (PIGF) (Van Steenkiste et al., 2009), qui

stimulent I’angiogenése et favorisent la formation du shunt porto-systemique.

Le but de la circulation portocave est la décompression du systeme veineux splénique,
mésentérique supérieur et portal, conséquence de I’hypertension portale, en créant une
communication entre un circuit a basse résistance : le systéme veineux hépatique, et un
systéeme a haute résistance : le systeme porte. Cependant, la pression portale reste élevee a

cause de 1’augmentation du débit sanguin splanchnique conséquence de la vasodilatation

64



splanchnique. Les anastomoses portocaves sont de plus responsables des principales
complications de la cirrhose. Elles sont la cause directe de I’hémorragie par rupture de varices
cesophagiennes ou gastriques et elles contribuent au développement de I’ascite, de

I’encéphalopathie hépatique et des complications pleuropulmonaires (Iwakiri et al., 2006).

5. Modifications systémiques : hypercinésie circulatoire

La circulation porto-systémique pourrait étre indirectement responsable de
I’hypercinésie circulatoire, associé¢ a une vasodilatation artérielle splanchnique et systémique,
par une surproduction de NO (cf. Figure 14). En effet, I’élévation de la pression dans la veine
porte induit une augmentation du retour veineux sanguin par les anastomoses portocaves et
favorise 1’augmentation du débit cardiaque. La force de cisaillement résultante stimule la
production de NO par le NOSe. De plus, I’endotoxémie provoque la production de plusieurs
cytokines, comme TNF-q, en réagissant au transfert des endotoxines a travers la membrane
intestinale dans la circulation systémique (Bode et al., 1987, Garcia-Tsao et al., 2001). Ceci
est consideré comme lié a l'altération de la perméabilité de la muqueuse intestinale chez les
patients atteints de cirrhose, d'ou le transfert des endotoxines différentes a travers la
membrane intestinale dans la circulation systémique. Les cytokines libérées participent a la
production de NO par le NOS inductible (Odeh et al., 2004, Lopez-Talavera et al., 1996). La
surproduction de NO dans la circulation systémique conduit a une vasodilatation systémique

et splanchnique majorée.

/ Hypertension Portale
Shunts Porto-Systémiques
¥ ySIEmatet v

4 Cytokines 4Débit Cardiaque
ALPS 4Forces Mécaniques

NO Synthase NO Synthase
Inductible Constitutive

»
tNO

Vasodilatation et
fDébit Sanguin Splanchnique

Figure 14: Role de la circulation porto-systémique dans la vasodilatation
splanchnique
(Lebrec et al., 2009).
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La production de NO par le NOSe dans la circulation systémique est en partie liée a
I’activation du systéme rénine angiotensine (SRA). L’angiotensine II est un vasoconstricteur
produit par I’action enzymatique de Angiotensin-converting enzym (ACE). L’Ang II est clivée
par ACE2 pour géneérer un peptide actif : Ang (1-7). Ang (1-7) est un vasodilatateur qui se lie
a la G-protein coupled recepter Mas (MasR) (Santos et al., 2003) et induit 1’activation de

NOSe et la production de NO par les cellules endothéliales (Heitsch et al., 2001).

La surproduction de NO dans la circulation systémique est associée a des effets
hémodynamiques marqués. Ces changements consistent en une résistance vasculaire
systémique diminuée, une chute de la pression artérielle systémique et, enfin, une
augmentation de 1’index cardiaque (Henriksen et al., 2009, Moller et al., 2001). Cette chute
des résistances vasculaires conduit a une situation d'hypotension et une hypovolémie
effective, les récepteurs volémiques vont ainsi étre stimulés. L’existence de cette
vasodilatation entraine une redistribution anormale des volumes sanguins, une réduction du
volume sanguin central avec une suractivation des systemes Rénine-Angiotensine-
Aldostérone et du Systeme Nerveux Sympathique (RAA et SNS). Ceci joue un rble
prépondérant dans la physiopathologie de I'ascite et dans le dysfonctionnement rénal lors de
maladies chroniques du foie. Cette vasodilatation participe aussi a 1’augmentation du débit
sanguin systémique et splanchnique, lui-méme responsable d’une augmentation de
I’hypertension portale (cf. Figure 15). Les modifications hémodynamiques hépatiques,
splanchniques et systémiques chez les patients souffrant de cirrhose avancées sont résumées

dans le Tableau 2.
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Figure 15: Schéma de la relation entre la vasodilatation splanchnique, le syndrome d’hypercinésie
circulatoire, et I’hypertension portale dans la cirrhose hépatique.
(Bolognesi et al., 2014)

NO: Nitric oxide; PGI2: Prostacyclin; CO: Carbon monoxide; ECs: Endogenous cannabinoids; EDHF: Endothelium
derived hyperpolarizing factor.

Les dérivés de la vasopressine (terlipressine [TP]) et la noradrénaline (NE) sont les
seuls traitements pharmacologiques dont 1’efficacité soit démontrée au cours du syndrome
hépatorénal. Dans 50% des cas, les malades ont une réponse objective a la terlipressine avec
une augmentation de la diurése et une diminution de la creatininémie. Toutefois, dans la
majorité des cas, I’effet bénéfique de la terlipressine est essentiellement transitoire. La

transplantation hépatique est le seul traitement durable efficace.
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Circulation hépatique

Resistance architecturale accrue
Dysfonction endothéliale

Circulation splanchnique

Pression augmentée dans le territoire veineux porte
Vasodilatation artérielle splanchnigque

Débit veineux porte augmenté

Formation de collatérales veineuses porto-systémiques

Circulation systémique

Réduction du volume effectif artériel

Augmentation du débit cardiaque, ouverture de shunt artério-veineux
Réduction des résistances systémiques et pression artérielle réduite
Hyperactivité des systtmes RAA et SNS

Tableau 2: Modifications hémodynamiques hépatiques, splanchniques et systémiques chez le patient
cirrhotique
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OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif de ce travail est I’étude des conséquences hémodynamiques in Vivo et ex vivo
des trois cas de dysfonction vasculaire ; choc septique, choc hémorragique et cirrhose aux
niveaux systémique, splanchnique et de 1’organe, ainsi que les effets des molécules
vasoactives (H2S, TP et NE) dans ces situations pathologiques sur 1’hémodynamique, les
réponses inflammatoires, la fonction rénale et la réactivité vasculaire dans des modéles
expérimentaux de choc induisant une ischémie/reperfusion et de cirrhose induisant une

hypertension portale.

Ce travail s’inscrit dans la suite des études réalisées dans le laboratoire et vise plus
particulierement a préciser les mécanismes mis en jeu sur le plan hémodynamique. Au cours
de ces trois années, j’ai participé a la mise au point de différents modéles expérimentaux in
vivo (tels que le choc hémorragique, le choc septique, 1’ischémie/reperfusion d’organes et la
cirrhose) pour parfaire mes connaissances sur cette approche thérapeutique et mécanistique.
L’exploration de la réactivité vasculaire in vivo repose sur les techniques hémodynamiques
standards (pression artérielle moyenne, fréquence cardiaque, débit cardiaque et débits
régionaux) alors que 1’évolution microcirculatoire est mesurée par vidéomicroscopie par
lumiére polarisée (technique SDF - Sidestream Dark Field). L’exploration de la réponse
inflammatoire est réalisée par technique d’immunohistochimie (IHC) et la réactivité

vasculaire in vitro est mesurée par la technique de myographie.

Dans une premiére partie (Etude 1), nous avons évalué les perturbations
hémodynamiques rénales aux niveaux macro- et microcirculatoire au cours d’un modéle

expérimental de choc septique dans le but de :

- Deécrire les variations hémodynamiques dans les territoires capillaires péritubulaires
lors des variations de pression dans 1’arteére rénale.

- Evaluer les effets thérapeutiques de la noradrénaline (NE) dans le méme modéle.
Dans une deuxiéme partie (Etude 2), nous avons choisi, dans la poursuite des études

précédentes effectuées dans notre laboratoire, d'évaluer I'effet de NaHS, donneur de HzS, et de

PAG, inhibiteur endogéne de HzS, sur la fonction et I'hémodynamique rénale en reprenant le
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modele de choc hémorragique mis au point au laboratoire. Pour s’approcher des
recommandations européennes de prise en charge des états de choc hémorragique, nous avons
contréle notre modéle expérimental par un remplissage vasculaire. Notre analyse a été centrée
plus précisément sur l'exploration de la fonction rénale ainsi que sur la macro- et la
microcirculation rénale puisque nous disposons de la technique SDF. Ce modele a été adapté
afin d'évaluer l'effet d'H.S sur la fonction rénale en s'affranchissant de I'effet hémodynamique

propre, puisque les animaux ont tous été réanimés avec un objectif de PAM similaire.

La derniére partie de ce travail (Etude 3) vise a comparer les effets vasoconstricteurs de
la terlipressine et de la noradrénaline sur 1’hypertension portale induite par une cirrhose
biliaire secondaire chez le rat dans un modéle expérimental par section du canal cholédoque
(BDL). Dans cette partie, nous avons étudié les effets de ces deux molécules sur les
perturbations hémodynamiques systémiqgue et splanchnique in vivo ainsi que sur la réactivité

vasculaire in vitro avant et aprés la cirrhose.

Ces travaux ont donné suite a des publications (acceptées, soumises et en cours de

soumission) dans des revues scientifiques.

70



ETUDE 1:

Etude de ’hémodynamique et de ’autorégulation rénale dans un
modele d’ischémie/reperfusion chez le rat. Influence du sepsis.

71




1. FONCTION RENALE ET CHOC SEPTIQUE

1.1.  Anatomie génerale du rein

Les reins sont deux organes rétro-péritonéaux et para-vertébraux, représentant 0,5 %
du poids corporel. Ils recoivent a eux seuls 20 a 25 % du débit cardiaque et utilisent 10 % de
la consommation d’oxygene (VO.) totale de I'organisme (Leblanc et al. 1997). Toutes ces
caractéristiques  reflétent 1’importance en terme de métabolisme des reins.
Macroscopiquement, se distinguent dans le rein deux zones concentriques : une zone
superficielle appelée cortex ou zone glomérulaire, qui contient jusqu’a un million de
glomérules par rein, plus en profondeur on observe la zone médullaire, constituée des
pyramides de Malpighi. Ces derniéres sont formées par une multitude de tubes collecteurs qui
s’ouvrent sur le bassinet, zone ou est collectée I’urine. Cet aspect anatomique est le résultat
d’une disposition différente des segments néphroniques entre ces différentes couches. Le
néphron est 1’unité fonctionnelle excrétrice du rein (cf. Figure 16). Il est responsable de la
filtration du sang et de sa purification. Chaque néphron est constitué¢ d’un glomérule et d’un
tubule rénal (Gougoux et al. 2005). La formation de I’urine se fait par des étapes successives
au sein de cette unité fonctionnelle présente preés d’un million de fois au niveau du rein. Le
glomérule de Malpighi est délimité par la capsule de Bowman et assure la filtration
plasmatique a I’origine de 1’urine primitive (cf. Figure 17). Il assure la réabsorption de 75%
de I’eau et des électrolytes issus de I’ultrafiltrat glomérulaire. La partie droite du tube
proximal plonge dans la médullaire et se poursuit par I’anse de Henlé, dont la principale
fonction est la concentration des urines. L’anse de Henlé posséde toujours un segment gréle
descendant et un segment large ascendant qui remonte dans le cortex. Cette portion du tube
effectue une boucle dans la medullaire et reprend un trajet ascendant pour donner naissance
au tube contourné distal qui va rejoindre le tube collecteur (Mimura et al. 2010). Ce systéeme
est a ’origine des échanges ioniques et de molécules entre I’interstitium et le secteur urinaire

permettant la formation de I’urine définitive.

De part son role important dans la filtration sanguine le rein posséde un systéeme
vasculaire complexe. La vascularisation rénale (Martin et al. 2006) est assurée par les deux
artéres rénales qui naissent de 1’aorte abdominale, en dessous de I’artere mésentérique

supérieure et du tronc cceliaque. Au niveau des nephrons externes, les systemes
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microcirculatoires glomérulaires et tubulaires (tubes contournés proximaux et distaux) sont
situés dans le cortex, la zone la plus superficielle (Ichai et al. 2005). Ce systéeme
microcirculatoire débute par I’artériole afférente qui pénétre dans la capsule de Bowman ou
elle se ramifie pour donner le glomérule. La microcirculation rénale continue par I’artére
efférente post-glomérulaire qui est suivie par un capillaire péri-tubulaire entourant les tubes
contournés distal et proximal (Martin et al. 2006), lieu d’échange des solutés, de 1’0z et d’eau
entre tubule et capillaire (Brezis et al.1994). Cette situation unique rencontrée en physiologie
reflete le lien étroit entre la microcirculation tubulaire qui est la continuité de la
microcirculation glomérulaire pour former tout un réseau microcirculatoire. Toute
perturbation induite au niveau microcirculatoire, suite a des situations pathologiques qui
alterent la physiologie rénale, a des conséquences néfastes sur 1’équilibre hémodynamique.
Ainsi une perturbation au niveau de I’artériole afférente ou efférente est susceptible d’avoir
des conséquences sur la microcirculation péritubulaire qui se comporte alors comme une

"victime".
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Figure 16: Anatomie du rein, disposition des néphrons et organisation de la vascularisation rénale
(Mimura et al., 2010)
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Figure 17: Organisation du glomérule
(Colombat et al. 2008)

(A). Schéma d’un glomérule normal montrant I’espace urinaire et sanguin séparés par la membrane basale
glomérulaire (MBG). 1 : macula densa ; 2 : artériole efférente ; 3 : capsule de Bowman ; 4 : podocytes ; 5 :
tube contourne” proximal ; 6 : artériole afférente ; 7 : mésangium ; 8 : capillaires glomérulaires ; 9 : cellules
endothéliales ; 10 : MBG ; 11 : pédicelles ; 12 : chambre urinaire. (B). Coloration argentique soulignant bien la
MBG. (C). Barriére de filtration glomérulaire en microscopie électronique. LU : lumiére capillaire ; E : cellule
endothéliale ; F : fenétre endothéliale ; P : pédicelle ; U : chambre urinaire.
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1.2.  Principe de I’autorégulation rénale

L’autorégulation rénale est le phénomeéne qui vise a maintenir le débit sanguin rénal
(DSR) et le débit de filtration glomérulaire (DFG) malgré les variations de pression
systémique. Pour cela, le DSR est finement régulé pour s’adapter aux fluctuations
hémodynamiques et métaboliques de I’organisme. On observe donc un mécanisme de
régulation commun au DSR et DFG qui dépend essentiellement des résistances vasculaires
pré-glomerulaires mais aussi d’un certain nombre d’hormones. Deux mécanismes de
régulation sont principalement observés: un mécanisme myogénique couplé a un

rétrocontrdle tubuloglomérulaire.

e Réflexe myogénique

En cas de variation de la pression de perfusion rénale, on peut observer un réflexe
myogénique au niveau de l'artériole afférente adaptant ainsi la pression artérielle rénale et les
résistances permettant une régulation du débit. En effet, le maintien du DFG se fait grace au
maintien d’un débit sanguin constant en réponse aux variations de pression du sang par le
biais des ajustements des résistances rénales, tout particulierement au niveau des artérioles
pré- (afférentes) et post-glomérulaires (efférentes). Ce réflexe fait intervenir de nombreux
médiateurs comme le monoxyde d'azote (NO) et les prostaglandines (PG) qui sont plutot
vasodilatateurs ou des vasoconstricteurs comme 1’angiotensine II (AT II), la noradrénaline
(NE) et I’endothéline (Ichai et al. 2005). Ainsi un équilibre entre tous ces médiateurs permet

une fine régulation de la circulation rénale en fonction des variations de pression systémique.

En réponse a une hypotension artérielle systémique, une vasodilatation de 1’artériole
afférente entraine une diminution des résistances et est associée a une vasoconstriction de
I’artériole efférente par I’AT II, qui aboutit au maintien d’une pression du capillaire
glomérulaire constante. En cas d’hypertension artérielle systémique, les phénomenes de tonus
musculaire sont inverses entre les arteres afférentes et efférentes et les résistances augmentent.
Cette association antagoniste des mouvements myogeniques entre l'artériole afférente et
efférente permet de conserver un débit suffisant au niveau du glomérule et ainsi d'assurer la

filtration glomérulaire.

Il a longtemps ¢été admis que I’autorégulation rénale n’existait qu’au niveau de la

circulation corticale (Mattson et al. 1993). Mais, des études expérimentales plus récentes
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montrent qu’il existe une autorégulation de la circulation médullaire rénale (Majid et al.
1999). Eppel et al. (Eppel et al. 2003) ont compare les effets de modifications de pression de
I’artére rénale sur les débits rénaux cortical et médullaire mesurés par débitmétrie laser-
doppler chez des lapins anesthésiés. Cette régulation du flux sanguin médullaire serait
particulierement impliquée dans le contrdle de la pression artérielle et de la réabsorption

tubulaire de sodium (Persson et al. 2002).

e Rétrocontrdle tubuloglomérulaire (cf. Figure 18)

L’appareil juxta- glomérulaire constitue la base anatomo-fonctionnelle du
rétrocontrole tubuloglomérulaire (Kiil et al. 2002). Cela signifie qu’il représente la zone de
contact étroite entre le tubule rénal et le pole vasculaire glomérulaire du méme néphron. Cette
zone est constituée des cellules de la macula densa, situées a la partie terminale de la portion
fine ascendante de 1’anse de Henlé. Ces cellules détectent la concentration en NaCl dans le
tube distal et agissent sur la boucle de rétrocontrdle tubuloglomérulaire (Lameire et al. 2007).
Ainsi, lorsque la pression de perfusion du rein croit, il en résulte une augmentation du DFG,
De plus, le flux et la charge en électrolytes (concentration en NaCl) des fluides arrivant au
niveau de la partie distale du néphron augmentent. Les cellules de la macula densa répondent
de maniéere paracrine a ces variations. Ce phénomeéne induit alors des modifications du tonus
de I’artériole afférente et de la sécrétion de rénine par les cellules granulaires (Singh et al.
2010) et ainsi permettre le retour aux valeurs normales de DFG. Ce rétrocontrdle permet un
maintien des valeurs du DFG et du DSR a des valeurs proches du point d’équilibre (Guénard
et al. 2001, Loutzenhiser et al. 2006). On constate que des relations complexes entre les
cellules de la macula densa et la microvascularisation glomérulaire permettent le maintien de

I’autorégulation rénale. (Lameire et al. 2003).

Lors de situations pathologiques d’I/R telles que le choc septique et/ou hémorragique,
I’autorégulation rénale n’est plus capable d’assurer convenablement son role. Une altération
de D’autorégulation rénale est fréquemment citée dans ces conditions, avec une perte du

maintien du DSR lors des variations de la pression artérielle moyenne (PAM).
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Figure 18: Mécanisme du rétrocontréle tubuloglomérulaire
(Vallon et al. 2006)

e Médiateurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs

De nombreux médiateurs sont impliqués dans les mécanismes de régulation de
I’hémodynamique rénale (Insho et al. 2008). Certains médiateurs sont plut6t vasoconstricteurs
comme [’angiotensine II, la noradrénaline ou I’endothéline et d’autres sont plutot
vasodilatateurs comme les prostaglandines renales, les quinines et le NO. En situation
physiologique, il existe un équilibre entre tous ces meédiateurs, qui permettent de moduler
cette régulation hémodynamique rénale. Le NO semble jouer un rdle fondamental dans cet
équilibre, en se positionnant a la fois comme un médiateur direct et indirect (Dautzenberg et
al. 2011).

Les deux systemes neuro-hormonaux que sont le systéme rénine angiotensine et le
systéeme nerveux sympathigque ont de puissants effets vasoconstricteurs sur le tonus vasculaire

rénal: une baisse de pression de perfusion systémique stimule le systéme nerveux
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sympathique et la sécrétion de rénine, conduisant a une élévation des résistances vasculaires
rénales.

Au niveau du systeme rénine angiotensine, la sécrétion intrarénale de rénine et
d’angiotensine II est réservée dans D’appareil juxtaglomérulaire (Baer et al. 1980).
L’angiotensine II est un puissant vasoconstricteur des arteres afférente et efférente. Ces effets
hémodynamiques rénaux corticaux et medullaires passent par ’activation de récepteurs
specifiques qui sont localises sur les vaisseaux rénaux. Cette activation induit une libération
locale de médiateurs vasodilatateurs sur I’artére afférente tels que le NO et les prostaglandines
(Sarkis et al. 2002). La vasodilatation de 1’artére afférente et la vasoconstriction de I’artére
efférente permet ainsi de maintenir constant le debit de filtration glomérulaire, malgré une

diminution du débit sanguin rénal.

Au niveau du systeme nerveux sympathique, la stimulation des fibres nerveuses
intrarénales, qui sont principalement des fibres adrénergiques, entraine la libération
d’adrénaline ou de noradrénaline (NE) qui conduisent a une vasoconstriction rénale corticale
via I’activation des récepteurs a-adrénergiques intrarénaux corticaux (Malpas et al. 1998). La
sensibilité aux stimuli nerveux est bien moindre dans la vascularisation médullaire rénale que
celle de la corticale. Les modifications du flux médullaire pourraient prendre de 1’importance
dans certaines situations pathologiques (insuffisance cardiaque, hypertension artérielle, choc

hémorragique (Malpas et al. 1998).

Dans le cas d’un apport sodé exogene normal, le NO endogene est capable de prévenir
la vasoconstriction engendrée par 1’inhibition de la COX-2 et donc des prostaglandines
vasodilatatrices (Lopez et al. 2003), modulateurs du DSR. Ces prostaglandines ont d’étroites
interrelations avec les hormones vasoconstrictrices (noradrénaline, angiotensine I1) et sont

plus particulierement impliquées dans les mécanismes de regulation a long terme.

1.3. Conséquences rénales avec un €pisode d’ischémie/reperfusion

L’atteinte ischémique est la cause majeure de I’insuffisance rénale aigu€ (IRA). Elle est
fréguemment associée aux états de chocs et est généralement liée a un mauvais pronostic.
L’IRA représente une situation clinique fréquente, associée a un fort taux de moralité en

particulier lorsqu’elle est associée a une defaillance multi —viscerale (Brivet et al. 1996).
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Sur le plan fonctionnel, c’est principalement durant la phase de reperfusion
qu’apparaissent les 1ésions structurelles et biochimiques de I’'I/R. Les 1ésions structurelles
touchent I’endothélium, mais aussi les cellules épithéliales tubulaires, conduisant a une
hyporéactivité vasculaire. La destruction partielle de 1’épithélium rénal est due a la nécrose et
a I’apoptose, a 1’obstruction des tubules due a la desquamation des cellules dans la lumiére du
tube, a une perte des bordures en brosse du tubule proximal, & une perte de polarité des
cellules, & une congestion des cellules endothéliales ainsi qu’a des thrombi vasculaires
(Lerolle et al., 2010). L’ensemble des phénomeénes au niveau de I’endothélium et de
I’épithélium provoque un état inflammatoire responsable d’une aggravation de la pathologie
et probablement de sa persistance (Bonventre et al. 1998). L’activation du processus non
spécifique de I’inflammation et 1’altération des systémes d’autorégulation provoquent un
déséquilibre entre les médiateurs vasoactifs en faveur d’une vasoconstriction persistante,
probablement liée a une réactivité accrue aux agents vasoconstricteurs et une faible réactivité
aux agents vasodilatateurs (Bonventre et al. 2003) conduisant a une réduction de la filtration
glomérulaire. L’induction de la NO synthase inductible (iNOS), source d’une production
intense de NO a été¢ impliquée dans la perte d’autorégulation. La production modeste de NO
par la NO synthase endothéliale (eNOS) participe a 1’autorégulation physiologique
(Dautzenberg et al. 2011).

Enfin, 'impact de cette ¢ventuelle altération de ’autorégulation sur les variations
relatives des vitesses de circulations capillaires glomérulaires et péritubulaires est inconnu. La
pertinence de cette derniere question dans le cadre de 1’agression rénale apreés un choc
hémorragique ou un sepsis est illustrée par les différences d’intensité des 1ésions histologiques
entre les glomérules et les tubules : les lésions sont essentiellement tubulaires et trés peu
glomérulaires. L’absence de concordances Iésionnelles entre ces deux compartiments pourrait,

entre autre, s’expliquer par des différences de vascularisation.

2. NORADRENALINE ET CHOC SEPTIQUE

2.1. Généralités

La noradrénaline (NE) est un neuromédiateur du systeme sympathique. Comme la

dopamine et 1’adrénaline, elle appartient au groupe des catécholamines. C’est d’ailleurs la
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catécholamine la plus utilisée dans les services de réanimation pour la correction des troubles
hémodynamiques lors du choc septique (Lejus et al. 1991). Important vasopresseur, la NE
possede des effets veinoconstricteurs et vasoconstricteurs artériels majeurs surtout a des doses
élevées et des effets inotropes non négligeables (Myburgh et al. 2006). De part ces effets
vasoconstricteurs, la NE est responsable d’une augmentation de la pression artérielle moyenne
(MAP) avec de faibles modifications de la fréquence cardiaque (HR) et du débit cardiaque
(Garnier et al. 2005). Le rétablissement d’une pression de perfusion satisfaisante a 1’aide
d’une perfusion de NE permet, dans la majorité des cas, d’améliorer les fonctions rénales et la

diurése.

2.2.  Pharmacodynamie

La NE est un ligand des récepteurs a-adrénergique et f-adrénergique, et selon la dose
utilisée, I’affinité de la NE sera plus marquée pour un type de récepteur ou ’autre. A forte
dose, l’effet sur les récepteurs o est prédominant et est connu pour induire une
vasoconstriction rénale intense et une réduction de la filtration glomérulaire chez 1’animal
normal (Leblanc et al. 1997). Tandis qu’a faible dose, ’effet B prédomine d’ou une
augmentation du débit cardiaque. (Leone et al. 2006). De plus, les récepteurs a-adrénergique
et B-adrénergique sont divisés en sous groupes. La NE a plus de sensibilité pour les récepteurs
al qu’a2, qui activent la protéine Gq ce qui augmente la production de calcium intracellulaire

par I’intermédiaire de la phospholipase C. Il en résulte une contraction musculaire (Leone et
al. 2006).

La pharmacodynamie de la NE est totalement imprévisible : les effets hémodynamiques
observés pour un régime d’administration identique montrent une variabilité interindividuelle
extréme (Beloeil et al. 2005). Ces données, associées a la pharmacocinétique rapide, imposent
une utilisation de la NA en titration en fonction de 1’effet recherché, en administration

continue, puis un sevrage progressif (Kipnis et al. 2010).
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2.3. Pharmacocinétique

Comme toutes les catécholamines, la NE est rapidement dégradée dans le sang par la
monoamine oxydase ou recaptée au niveau présynaptique. La dégradation tres rapide explique

une demi-vie de I’ordre de la minute a quelques minutes (Kipnis et al. 2010).

2.4. Utilisation au cours du choc septique

La NE est la catécholamine de premiére intention dans les consensus nationaux et
internationaux sur la prise en charge du choc septique (Dellinger et al. 2008). Ce choix
prédominant de la NE fait suite aux études comparant 1’utilisation de cette catécholamine
versus la dopamine. La NE est responsable du rétablissement d’une pression artérielle
moyenne minimale rapide et sans effets secondaires (Martin et al. 1993). Plusieurs études ont
montré les effets bénéfiques de la NE sur la fonction rénale au cours du choc
septique (Albanése et al. 2004) ainsi que sur I’hémodynamique rénale. En plus de ses effets
vasoconstricteurs, la NE augmente la perfusion splanchnique et rénale (Martin et al. 1993). La
normalisation de la résistance vasculaire rénale par la NE pourrait effectivement rétablir le
débit urinaire (Martin et al. 1993). La NE est aussi associée a une diminution du taux de

mortalité par rapport a la dopamine au cours des états du choc septique (Vasu et al. 2011).

3. METHODE D’ANALYSE DE LA MICROCIRCULATION RENALE

L’exploration de la microcirculation rénale devient indispensable afin de mieux
comprendre la physiopathologie des différentes altérations possibles de 1’autorégulation
rénale. Jusqu’a maintenant les techniques basées sur 1’étude de la microcirculation étaient tres
limitées. La technique SDF (Sidestream Dark Field) est une nouvelle technique permettant de
visualiser le flux sanguin in vivo a I’échelle du capillaire. Cette technique a prouve son
efficacité dans I’exploration de la microcirculation du pli cutané dorsal chez le hamster
compare a la vidéo-microscopie a fluorescence (Groner et al. 1999). Cette technique ouvre
probablement sur de nouvelles perspectives pour une meilleure compréhension de la

microcirculation rénale.
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3.1. Principe de I’imagerie SDF

Plusieurs mesures de la microcirculation en temps réel ont été réalisees pendant les
expérimentations. Ces mesures sont effectuées de fagon non invasive grace a un dispositif
dédie : le MicroScan® (MicroVision Medical). Le MicroScan® utilise une évolution de la
technologie d’imagerie par Spectroscopie Orthogonale Polarisée (OPS), appelée Sidestream
Dark Field (SDF). L’OPS et le SDF font appel a un petit microscope portable qui est appliqué
sur un tissu couvert d’'une fine couche épithéliale. La différence principale entre ces deux
techniques réside dans la maniére dont les tissus sont illuminés. Dans la technique SDF,
I’optique est centrale et des diodes électroluminescentes (LED) sont placées sur le pourtour de
son extrémité au contact du tissu (cf. Figure 19). Ces capteurs lumineux émettent une lumiére
verte de longueur d’onde 530 nm correspondant a I1’absorption de 1’hémoglobine
érythrocytaire (cf. Figure 20). La lumiere réfléchie par les couches superficielles ne peut
atteindre 1’optique et ne vient donc pas altérer I’image. La lumicre reflétée par les couches
profondes est également absorbée par 1’hémoglobine permettant la visualisation des
capillaires et veinules des couches superficielles. Les érythrocytes sont visualisés sous la
forme de cellules sombres en mouvement (cf. Figure 21). Par conséquent, les globules rouges
sont utilisés comme agent de contraste afin de visualiser le flux sanguin dans les
microvaisseaux indépendamment de 1’état d’oxygénation. L’utilisation d’une lumiére
stroboscopique permet d’obtenir des images plus nettes. La validation a été faite par

comparaison avec des mesures obtenues par OPS.
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Figure 19: Schéma présentant les composants de I’imagerie SDF
(Elbers et al. 2006).

Fleches descendantes (claires): la lumiére émise (polarisée), Fleches ascendantes

(foncées): la lumiére diffusée (dépolarisée).
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Figure 20: Schéma présentant le principe de I’'imagerie SDF
(Goedhart et al. 2007)

(a) Le dispositif d’imagerie SDF est équipé d’une lentille avec un objectif X5 contenant une sonde. L’imagerie
observant la microcirculation tissulaire utilise des diodes électroluminescentes dont la lumiere est représentée par
I’éclairage vert. Les images sont enregistrées, visualisées a ’aide d’un ordinateur. Apres pénétration dans le tissu,

la lumiére subit des évenements de diffusion (indiquées par les fléches) et peut étre absorbée par I’hémoglobine
des érythrocytes (indiquées par des points). Le systéme de lentilles est optiquement isolé de I’éclairage a LED afin

qu’il n’y ait pas de contamination des images microcirculatoires par les réflexions de surface. (b) Dans le
dispositif, la puce CCD peut étre translatée axialement par rapport au systéme de lentille fixé dans la pointe de la
sonde SDF pour affiner la profondeur de champ.

Artere capsulaire

Vaisseau péritubulaire

Tubule rénal

Figure 21: Exemple d’acquisition de microcirculation en imagerie SDF
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Figure 22: MicroScan® SDF, appareil d’acquisition

(\ananar NMicrn\/icinnMedical rom)

Ce dispositif autonome comprend une source lumineuse coaxiale avec un objectif de
diamétre fin protégé par un embout plastique stérile a usage unique en contact avec la
muqueuse. Les acquisitions sont réalisées a la surface du rein. La stabilité du MicroScan® est
renforcée grace a une bague métallique multiperforée et stérilisable qui s’adapte a I’extrémité
du cache stérile de la sonde d’acquisition (cf. Figure 22) et par laquelle on exerce une
aspiration calibrée qui maintient 1’objectif au contact direct du rein (Lindert et al. 2002).
Grace a ce dispositif, il est possible de maintenir 1’objectif immobile au contact de la
muqueuse pendant plus de 60 secondes de fagon totalement atraumatique et sans incidence sur
les résultats obtenus. L’absence de conséquence de [D’aspiration sur les données
microcirculatoires a été rapportée pour une dépression de 100 mmHg (Ince et al. 1993). Les
images de microcirculation sont recueillies sous forme de vidéos numériques a la fréquence
de 25 images par seconde, enregistrées en temps réel sur un ordinateur portable au format
AVI afin d’éviter les pertes de qualité engendrées par une compression informatique. Cing

séquences de 10 a 20 secondes sont enregistrées. Les cinq séquences d’une étape donnée sont

84



enregistrées sur des zones distinctes prises au hasard sur I’ensemble du revétement rénal. Le
choix délibéré de ne pas se focaliser sur la méme région d’intérét aux différentes étapes est

motivé par des impératifs techniques et des arguments physiopathologiques :

v' la région d’intérét visualisée par le MicroScan® lors d’une acquisition a des
dimensions de 1’ordre de la centaine de micrometres rendant illusoire toute tentative
de « retrouver » une région d’intérét apres la mobilisation du patient,

v I’hétérogénéité de la microcirculation est un paramétre important de 1’évaluation
qualitative et quantitative (Boerma et al. 2005). Il parait nécessaire d’étudier plusieurs

sites.

3.2. Description des conditions de recueil des parametres

L’interprétation des vidéos était réalisée en aveugle vis-a-vis des autres données
recueillies. Le recueil des données statistiques a partir des signaux lumineux enregistrés par la
caméra SDF est réalisé avec le logiciel AVA® 3.0 (Automated Vascular Analysis,
MicroVision Medical) qui est développé par 1’Academic Medical Center de 1’Université
d’Amsterdam (Pays-Bas). Ce logiciel permet une reconnaissance semi-automatique des
contours vasculaires et le calcul de paramétres considérés comme pertinents dans les derniers
consensus sur 1’étude de la microcirculation (De Backer et al. 2007) : diametre des vaisseaux,

densité capillaire, vitesse de circulation et autres critéres liés a la régularité du flux sanguin.
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Figure 23: Analyse des séquences vidéo obtenues avec le logiciel AVA® 3.0 : cartographie des vaisseaux

1- L’opérateur commence par optimiser la vidéo étudiée. Cette etape comprend une
correction automatique de 1’arriére-plan et du contraste de 1’image afin d’optimiser
I’histogramme des niveaux de gris et de faciliter 1’analyse automatisée. Le logiciel
adapte 1’échelle de niveaux de gris afin d’obtenir une répartition gaussienne de ces

niveaux.

2- On sélectionne ensuite parmi les 30 secondes de vidéo une série de 250 images
consécutives, soit 10 secondes de vidéo, a priori la plus stable, afin d’en effectuer une
stabilisation informatique. La stabilisation de la vidéo permet de compenser les
éventuelles vibrations et secousses de la vidéo. Elle écréte les bords des images, mais
conserve une échelle inchangée. Seule cette portion stabilisée de 10 secondes est
utilisée dans la suite de ’analyse. Le rapport entre les surfaces des images avant et
apres stabilisation définit un critere-qualité de la stabilité de 1’acquisition de la vidéo.

L’observateur obtient donc une image moyenne, résultante des 100 images stabilisées.
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3- La reconnaissance automatique des capillaires est alors effectuée par le logiciel suite a
une cartographie des vaisseaux constituant la vidéo. Cette cartographie permet une
reconnaissance optimale des contours des capillaires obtenue grace a un moyennage
des images. A I’issue de cette étape, le logiciel est capable de fournir : la longueur
totale des vaisseaux, la surface de I’image, la densité capillaire fonctionnelle et la

vitesse de circulation (cf. Figure 23).

4- Dans les régions ou un flux sanguin est visible, I’observateur choisit 5 vaisseaux dont
il mesure la vitesse de circulation. Seule 1’étude des petits vaisseaux est pertinente
pour une analyse comparative de la microcirculation selon les données de la littérature
(De Backer et al. 2007).

La vitesse du sang est mesurée quantitativement a I’aide d’un diagramme espace-temps.
Dans cette méthode, des profils d’intensité le long de la ligne médiane incurvée sont dessinés
comme une ligne droite verticale (axe spatial) a c6t¢ de 1’autre pour chaque trame dans le
segment vidéo sélectionné (axe du temps). La figure ci-dessous montre un exemple de
diagramme espace-temps a la suite de cette procédure (cf. Figure 24). Le logiciel compense la
courbure du vaisseau lors de I’affichage du diagramme espace-temps. Si le débit sanguin
semble interrompu, par exemple, en raison de la présence de lacunes de plasma et de globules
blancs, il en résulte des lignes lumineuses sur le diagramme espace-temps. La description est
la méme pour les lignes sombres, qui sont créés par les globules rouges qui absorbent la
lumiére fortement par rapport a ’arriére-plan. La vitesse du sang est calculée a partir de la
pente de la ligne : v = As/At= tana, avec As la longueur, At I’intervalle de temps et o la
pente. En effet, le logiciel choisit de représenter le vecteur vitesse par I’hypoténuse d’un
triangle rectangle dont les deux autres cotés caractérisent le mouvement du globule rouge a

savoir la distance parcourue (longueur) et la durée (temps) (cf. Figure 24 et 25).

7 400 frames ~ 16 s
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Figure 24: Diagramme espace-temps avec le logiciel AVA® 3.0.

Il a été obtenu en tragant les pixels a la verticale d’un axe du vaisseau. La dimension temps (horizontal) est
obtenue en répétant ce processus pour une série d’enregistrements vidéo.
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Figure 25: Analyse des séquences vidéo obtenues avec le logiciel AVA® 3.0 : diagramme espace-temps

Pour deux images successives d’un objet en mouvement de la vidéo, il est impossible de
dire avec une certitude absolue si ’objet de la seconde image est bien celui détecté¢ a la
premiére image. Si nous observons plus de deux images successives et que 1’objet bouge avec
un déplacement plutdt constant entre les images, il est probable que nous observons le méme
objet. Il a donc été choisi trois images pour déterminer la vitesse. Le logiciel calcule la vitesse

a partir de trois images successives et donc sur une durée égale a 3T.

Pour mesurer la vitesse a l'aide d'un diagramme d'espace-temps, il faut des images vidéo
suffisantes pour une analyse adéquate. Les fragments vidéo sont sélectionnés aussi grands que
possible en faisant glisser la sélection fragment poignées blanches dans la fenétre d'analyse.
Le programme affiche la vitesse limite physique et les paramétres dont il déepend étant la
longueur du vaisseau (L en mm) et la fréquence des défilements des images (f) (Europe: 25

Hz,). La limite de la vitesse physique (Vmax), tel qu'il est utilisé par AVA, est définie :

#
Ve =L ()
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Dans le cas d’une altération de la microcirculation, la répartition non uniforme des globules
rouges aux différents embranchements asymétriques, est enregistrée sous forme d’un
ralentissement de la circulation dans les capillaires prise par caméra SDF. Ce ralentissement

est calculé par une diminution de la vitesse microcirculatoire.

L’altération de la microcirculation dans le sepsis a ét¢ montrée dans divers modéles
expérimentaux (Drazenovic et al. 1992). L’administration d’endotoxine, tout comme la
péritonite, induisent une diminution de la densité de perfusion capillaire, une augmentation du
nombre de vaisseaux non perfusés ainsi qu’une hétérogénéité de la distribution spatiale et
temporelle de la perfusion capillaire (Madorin et al. 1999). La visualisation directe des
capillaires sublinguaux par vidéomicroscopie (OPS et SDF) ont permis de mieux caractériser
ces altérations. La densité capillaire est diminuée et touche principalement les petits
capillaires (< 20 mm) ou le flux est soit absent, soit intermittent (De Backer et al. 2002). La
répartition des capillaires perfusés est hétérogene, et associée a des zones de perfusion
maintenue voire augmentée (shunt unit), a des régions ou le flux est absent ou intermittent

(weak unit).

4. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Lorsque le rein est agressé, apres un choc hémorragique ou en cas de sepsis notamment,
une modification de la réponse rénale aux stimuli vasoconstricteurs et vasodilatateurs a été
observée. Une altération de 1’autorégulation rénale est freqguemment citée dans ces conditions,
avec une perte du maintien du débit sanguin rénal lors des variations de pression artérielle.
Différentes études expérimentales ont pu clairement évaluer ’autorégulation rénale en
situation physiologique, il n’en est rien au cours des états de choc et en particulier lors de la
phase de reperfusion des états de choc, lorsque la réponse inflammatoire est maximale. Cette
étude est réalisée sur un modele animal qui traduit 1’état septique observé chez ’Homme afin
de mieux comprendre le phénomene de ’altération de 1’autorégulation rénale au cours de
cette pathologie. Notre étude entre donc dans le cadre d’un projet stratégique transversal
(expérimental) qui vise a évaluer les perturbations hémodynamiques rénales aux niveaux

macrocirculatoire et microcirculatoire dans le but de :
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v Décrire, pour la premiére fois, les variations hémodynamiques dans les territoires

capillaires péritubulaires lors des variations de pression dans 1’artére rénale.
v Décrire les modifications entrainées par une agression rénale (choc hémorragique et
sepsis) sur les réponses microvasculaires capillaires glomérulaires et péritubulaires

face aux variations de pression dans I’artére rénale.

v’ Evaluer les effets thérapeutiques de la noradrénaline dans le méme modele.
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Abstract

Introduction: The relationships between systemic hemodynamics and renal blood flow and renal microcirculation
are poorly known in sepsis. Norepinephrine (ME) infusion may add another level of complexity.

Methods: Ventilated and anesthetized rats were submitted to various mean arterial pressure (MAP) steps by blood
removal, in presence and absence of sepsis and/or NE. Renal blood flow (RBF) and blood velodty (Vm) in renal
cortical capillaries (using Sidestream Dark Field Imaging) were measured. Data were analyzed using linear mixed
madels enabling us to display the effects of both the considered explanatory variables and their interactions.

Results: Positive correlations were found between MAP and RBF. Sepsis had no independent impact on RBF
whereas norepinephrine decreased RBF, regardless of the presence of sepsis. The relationship between MAP and
RBF was weaker above a MAP of 100 mmHg as opposed to below 100 mmHg, with RBF displaying a relative
“plateau” above this threshold. Sepsis and NE impacted carotid blood flow (CBF) differently compared to RBF,
demonstrating organ specificity. A positive relationship was observed between MAP and Vim. Sepsis increased Vim
while nMNE decreased Vm irrespective of MAF. Sepsis was associated with an increase in serum creatinine
determined at the end of the experiments, which was prevented by NE infusion.

Conclusion: In our model, sepsis at an early phase did not impact RBF over a large range of MAP. NE elicited a
renal vasoconstrictive effect. Autoregulation of RBF appeared conserved in sepsis. Conversely, sepsis was associated
with "hypervelodty” of bloed flow in cortical peritubular capillaries reversed by MNE infusion.

Keywords: Sepsis, animal, acute renal failure, hemodynamic, experimental, norepinephrine

Introduction

Acute kidney injury (AKI) is a major complication of
sepsis and is associated with increased mortality [1].
Renal vascular dysfunction has emerged as a major com-
ponent of AKI [2-4]. First, on a ‘macrovascular’ level,
renal response to vasoconstrictor or vasodilator sub-
stances at the arterial and arteriolar level is altered in
the presence of sepsis toward an increased vasopressive
response [5]. Second, on a ‘microvascular’ level, several
recent lines of evidence have shown that abnormalities
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() BioMed Central

in cortical peritubular capillary flow oceur very early in
sepsis [6-8].

In animal models of sepsis, renal blood flow (RBF) is
preserved provided that cardiac output is maintained with
vascular fluid loading [2]. Nonetheless, the abovemen-
tioned alterations in vasoreactivity may render the kidneys
unable to protect themselves against additional ischemic
insults during changes in systemic perfusion pressure: for
instance, mean arterial pressure (MAP) variations may
result in a rapid drop in RBF and/or glomerular filtration
rate (GFR). Indeed, suboptimal perfusion pressure is com-
mon in patients with septic shock and has been shown to
be associated with renal dysfunction [9]. Most animal stu-
dies on RBF in sepsis have used either no fluid loading
leading to profound hemodynamic abnormalities or

@ 2013 Burban et al; licersee BioMed Central Ltd_ This is an open acces atide distributed under the terms of the Creative Commaons
Attribution License fhitp/¥aeativecommons.org/licenses/y/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly dted
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massive fluid resuscitation leading to ‘overcorrection’ of
cardiac output and arterial pressure, such that the impact
of variation of blood pressure over a range relevant to the
human setting remains unknown [2].

Aside from RBF, the relationship between systemic
hemodynamics and microcirculation remains a matter
of debate. In experiments performed in various organs,
the link between systemic hemodynamics and microcir-
culation has been relatively vague although the latter
was found to be affected by cardiac output and arterial
pressure when these were critically altered [10]. Most
observations in kidneys, showing a microcirculatory
defect in sepsis conditions, have been conducted in non-
resuscitated animals such that cardiac output, and hence
RBF, may have been substantially diminished [7,8].

As a result, the manner in which frequent MAP varia-
tions in sepsis impact both RBF and microcirculation is
unknown. Moreover, septic shock patients require vaso-
constrictor infusion, mostly norepinephrine (NE), in
addition to fluid loading, to maintain blood pressure
which may add another level of complexity to the vascu-
lar abnormalities observed in sepsis [11].

Thus, in order to explore the relationships between
variations in MAP over a clinically relevant range and
renal macro- and cortical microcirculations, we con-
ducted a study on a rat model of sepsis with and without
NE infusion. Renal cortical peritubular capillary blood
flow was monitored using Sidestream Dark Field (SDF)
imaging [12]. Our main objectives were: (1) to assess the
existence of an autoregulation phenomenon between
MAP and REF in sepsis and whether it is impacted by
NE; and (2) to evaluate if changes in MAP impact cortical
microcirculation in a manner similar to RBF in septic
condition, in presence/absence of NE.

Materials and methods

Animal preparation

Adult male Wistar rats, weighing 250 + 20 g (aged
approximately 8 weeks), were housed under 12-h light/
dark cycles in the animal facility of the University of
Angers (France). All experiments were performed in
compliance with the European legislation on the use of
laboratory animals and have been approved by the
Comité Régional d’Ethique pour I'Expérimentation Ani-
male (Regional Animal Ethics Committee) of Nantes,
France (approval number: 2011.19).

The rats were anesthetized with intraperitoneal pento-
barbital (50 mg/kg, Trapanal®, Nycomed, Germany)
associated with local anesthesia for each incision (Lido-
caine®1% Astra Zenecca) and placed on a homeothermic
blanket system to maintain rectal temperature between
36.8°C and 37.8°C. A tracheotomy was performed and
animals were mechanically ventilated (Harvard Rodent
683 ventilator, Harvard Instruments, South Natick, MA,
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USA) with supplemental oxygen in order to maintain
Pa0, around 100 mmHg and PCO, at 35-45 mmHg. The
left carotid artery and renal artery were exposed, and
2.0 mm transit-time ultrasound flow probes (Transonic
Systems Inc., Ithaca, NY, USA) were placed to continu-
ously measure carotid blood flow (CBF) and RBF. The
left femoral artery was cannulated and connected to a
transducer (Edwards LifesciencesTM, Irvine, CA, USA)
allowing continuous measurements of MAP and heart
rate (HR). The homolateral femoral vein was cannulated
and maintenance of fluid was performed with a perfusion
of 1.2 mL/h of 0.9% NaCl. Arterial blood gases (Blood
gas analyzer, Osmetech Opti™ CCA, Pantin, France)
were performed after animal preparation in order to
adjust for mechanical ventilation. The left kidney was
exposed and a SDF imaging camera (MicroScan™;
MicroVisionMedical, Amsterdam, The Netherlands) was
positioned on the surface. Special attention was paid to
apply the lowest pressure on the kidney surface with the
camera.

Experimental protocol
This prospective experimental study randomly allocated
rats into four groups (1 = 10 per group):

- In the CT (control) group, after a baseline step (at a
typical MAP of 130 mmHg in Wistar rats), MAP was low-
ered by blood removal via the arterial catheter to reach
three successive predefined MAP steps lasting 10 min
each: 100 mmHg, 70 mmHg, and 40 mmHg. Shed blood
(stored in a syringe containing heparin 200 Ul) was then
reinfused. During the MAP steps, small amounts of blood
were occasionally withdrawn or reinfused to maintain
MAP at the predefined levels.

- In the Sepsis group, cecal ligation and puncture was
performed immediately after animal preparation. In brief,
under aseptic conditions, a 3-cm midline laparotomy was
performed. The cecum was partially ligated and perforated
with an 18-gauge needle and gently squeezed to extrude a
small amount of feces. The cecum was then returned to
the peritoneal cavity and the laparotomy was closed with
4.0 silk sutures. MAP was then allowed to decrease spon-
taneously to 90 mmHg at which point gelatin (Gelofusine
4%, B. Braun Medical, Boulogne, France) was perfused to
restore a MAP of 130 mmHg, which was considered as
the baseline step in this group. The experimental protocol
described for the CT group was then applied.

- In the CT+NE (control+NE) group, continuous
intravenous administration of NE was titrated after ani-
mal preparation to obtain a MAP of 160 mmHg (base-
line step). The experimental protocol described for the
CT group was then performed with a first step at MAP
130 mmHg.

- In the Sepsis+NE group, the protocol described for
the Sepsis group was applied, NE being started to obtain
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a MAP step of 160 mmHg (baseline step). This was per-
formed immediately after gelatin infusion, which had
enabled to restore a MAP of 130 mmHg after the initial
MAP drop. The experimental protocol was then applied
as above.

At each step (including baseline), three sets of simul-
taneous measurements were performed for MAP, HR,
CBF, RBF, and cortical microcirculatory velocities (Vm,
see below). At the end of the experiments, animals were
sacrificed with a lethal dose of pentobarbital and blood
was drawn for creatinine measurements (Creatininase-
Peroxydase, C16000 Abbott, IL, USA).

Microcirculation imaging and peritubular blood velocity
measurements

Video sequences of 10-s duration were obtained with a
SDF camera for every set of measurements. The camera
was slightly displaced between each sequence to allow
observation of different regions in the superficial area of
the cortex. Digital sequences were stored and analyzed
off-line with specifically-designed software (AVA 3.0,
MicroVisionMedical, Amsterdam, The Netherlands).
Video analyses were performed blinded to both group and
step. After image stabilization and averaging, displace-
ments of blood cells in cortical peritubular capillaries were
observed (see Additional file 1, Video 51). White blood
cell displacement through the capillaries creates an obser-
vable artifact among red blood cells; the velocity of this
artifact can be measured using time-frame analysis, as pre-
viously reported. In capillaries (blood vessel diameter <10
um), blood cell velocity can be considered as blood velo-
city [13]. For each video sequence, blood velocities were
measured in five to 10 different blood vessels and aver-
aged. In a pre-study, intra-observer reproducibility testing
for blood velocity measurements over a video sequence
displayed good reliability of measurements (inter-class cor-
relation 94%; 95% CI 92-99%). Inter-observer reproducibil-
ity testing also displayed good agreement between
operators (inter-class correlation 90%; 95% CI 88-97%).

Statistical analyses
Data are presented as mean + standard deviation, and
n (%) as appropriate. Quantitative data were compared
with the Kruskall-Wallis test or Wilcoxon test as appro-
priate, and qualitative data with the Fisher exact test.
Different measurements carried out on a same rat are
necessarily correlated, whether made for the same blood
pressure level or not As standard statistical models (such
as linear models) are based on the observations indepen-
dence assumption, their use was deemed inappropriate.
Mixed models are particularly suitable for repeated
measures and for modeling correlations between measure-
ments and were thus used herein [14]. In a first model, we
assessed the determinants of RBF among MAP, Sepsis, NE
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infusion and tested whether the relationship between
MAP and RBF was different above and below a MAP of
100 mmHg, by testing the interaction between MAP and
this threshold (hereafter referred as T100 mmHg). In a
second model, we assessed the determinants of CBF
among the same parameters as above (MAP, Sepsis, NE
infusion, and interaction between MAP and T100 mmHg).
In a third model, we assessed the determinants of Vm
among MAP, Sepsis, and NE infusion. These models
allowed to display the effects of both the considered expla-
natory variables and their interactions (considered as fixed
effects) while simultaneously modeling random effects.
Random effects describe the difference between actual
values of the studied parameters as measured during the
experiments and theoretical values predicted by the model
when entering the fixed effects. The random effects were
broken down into inter-animal variability (describing how
different animals respond differently to the same stimuli),
and intra-animal variability (describing how a same animal
responds differently to the same stimuli, as estimated from
the three measurements at each MAP step). Intra-animal
variabilities were estimated depending on the septic and
NE status of the animals. The models were constructed by
minimizing Akaike criteria. Only significant interactions
between variables were retained and presented. The mod-
els presented were validated by verifying the normality
and homoscedasticity assumptions of the residuals. The
significance of covariates was tested by the use of Wald
tests. All tests were performed with a type I error set at
0.05. Analyses were performed using Stata 11.0 (StataCorp
LP, TX, USA).

Results

Hemodynamic measurements: MAP steps, heart rate,

NE infusion

The MAP targets were achieved successfully in all four
experimental groups (Figure 1). The volume of Gelofusine
required to obtain a MAP baseline step of 130 mmHg in
septic animals was 4.2 = 4 mL in the Septic group and
3.6 + 2 mL in the Sepsis+NE group (before NE was
initiated). After reperfusion of shed blood, MAP was
significanty lower in comparison to baseline in all groups
except CT (CT 127 + 26 vs. 129 £ 5, P = 0.8; Sepsis 100 +
35 vs.130 £ 4, P = 0.002; CT+NE 109 + 41 vs. 161 £ 7,
P = 0.01; Sepsis+NE 119 + 30 vs. 160 + 8 mmHg,
P = 0.004). MAP had no significant effect on HR whereas
sepsis and NE infusion were associated with a significant
increase in HR (data of the linear mixed model not shown;
for example, HR at baseline: CT 324 + 63; Sepsis 427 + 51;
CT+NE 342 + 45; Sepsis+NE 371 + 66 bpm). The NE
infusion rate required to obtain a MAP of 160 mmHg at
baseline was 6.2 + 3.8 pg/kg/min in CT+NE animals and
2405 + 5.9 pg/kg/min in Sepsis+NE animals (P = 0.0002).
Duration of the experiment from end of preparation to
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Figure 1 Graphical representation of mean arterial pressure (MAP) across the different experimental groups. Baseline (see materials and
methods) measurements were considered as time = Q. CT: control; L level; NE: norepinephrine.

.

reperfusion was approximately 70 min in CT and 90 min
in CT+NE. This duration increased to 300 + 69 min and
359 + 97 min (P = 0.005) in Sepsis and Sepsis+NE, respec-
tively. Animal weight did not differ between the various
groups (CT 260 + 30 g, Sepsis 246 + 20 g, CT+NE 247 +
23 g Sepsis+NE 266 + 20 g, P = 045).

Macrocirculatory impact of MAP steps: renal and carotid
blood flow

RBF and CBF values according to measured MAP are
shown in Figure 2, while numerical data are presented

in Additional file 2 (Table S1). Results of the mixed lin-
ear regression models disclosing the effect of MAP, sep-
sis, and NE on RBF and on CBF are shown in Table 1.
Coefficients presented here apply to a first order equa-
tion: for example, the variation in RBF when MAP
increases by 1 mmHg is 1 % 0.05 mL/min. Identically, for
NE infusion, RBF variation in presence/absence of NE is
-0.9 x (1 in presence of NE, 0 in absence of NE) mL/min.
Thus, regarding RBF, the model shows that MAP signif-
icantly increased RBF, regardless of NE infusion and
septic status (no significant interaction between MAP
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and NE or between MAP and Sepsis detected by the
model). The MAP-dependent increase in RBF varied
according to the 100 mmHg MAP threshold: when
MAP was >100 mmHg, the increase in RBF in response

to a rise in MAP was lower than that observed when
MAP was <100 mmHg: when MAP was >100 mmHg,
increasing blood pressure by 1 mmHg increased RBF by
0.04 mL/min (0.05 minus 0.01: effect of MAP plus effect

Table 1 Linear mixed models for renal blood flow (RBF) and cerebral blood flow (CBF).

RBF Coefficient 95% confidence interval P
Fived effects
MAP (mmHg) Q05 0; 015 <000
NE infusion 090 -1.24; -0.57 <000
Sepsis 026 07202 a3
Interaction MAPXT100 mmHg® -0 -0.01; -0.001 000
Random effects
Interindividual standard deviation 078 061;088
Intraindividual standard dewviation

Control 145 127,17 <00001°

Sepsis 09 [T

NE infusion 053 0.46; 06

MNE+5Sepsis 039 0.35; 044
CBF Coefficient 95% confidence interval P
Fixed effects
MAP (mmHg) 002 002,003 <000
NE infusion 183 1.24; 2.40 <000
Sepsis 076 015,137 am
Interaction MAP x NE® 002 -0.02; -0 <000
Interaction MAPXT100 mmHg® ams3 00; 0002 =000
Random effects
Interindividual standard deviation 099 077,127
Intraindividual standard deviation

Control 101 0.88;1.16 00017

Sepsis 09 08103

NE infusion 038 033;043

MNE+Sepsis 062 055;07

“Interaction MAP x threshold 100 mmHg.

“For between-groups comparison.

“Interaction MAP x NE infusion.

MAP: mean arterial pressure; ME: norepinephrine.
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of interaction between MAP and 100 mmHg threshold
on RBF), whereas when MAP was <100 mmHG,
increasing blood pressure by 1 mmHg increased RBF by
0.05 mL/min (single effect of arterial pressure on RBF;
the effect of interaction is by design equal to zero as
MAP >100). Of note, this threshold was chosen a priori
as it is considered as the usual ‘autoregulation’ threshold
of the relationship between MAP and RBF in rats [15].
NE infusion significantly decreased RBF, irrespective of
septic status and MAP measurement (no interaction
between NE and MAP and between NE and Sepsis was
detected). Sepsis had no significant impact on RBF.
Intra-animal RBF variability differed significantly among
the different groups. Sepsis and NE decreased variability,
which was lowest in Sepsis+NE animals. In other words,
in the presence of NE and sepsis, the change in RBF in
a given animal was more predictable using the fixed
effects included in the model (particularly the MAP var-
iation) than in the absence of these events.

Regarding CBF, MAP significantly increased CBF,
regardless of septic status. The MAP-dependent increase
in CBF varied according to the 100 mmHg MAP thresh-
old and NE infusion. When MAP was >100 mmHg, the
increase in CBF was greater (as opposed to that observed
for RBF) in response to a rise in MAP than when MAP
was <100 mmHg (positive interaction between the MAP
effect and the 100 mmHg threshold effect). The increase
in CBF in response to an increase in MAP was lower
than when rats were perfused with NE (negative interac-
tion between the MAP effect and the NE infusion effect).
However, when rats were perfused with NE, CBF was
increased regardless of septic status and MAP measure-
ment. CBF was also increased in presence of sepsis,
regardless of NE infusion status and MAP measurement.
Intra-animal CBF variability was reduced in the presence
of NE and to a lower extent in Sepsis+NE animals.

Beyond the analysis of the interaction between the
100 mmHg threshold and MAP, we compared the varia-
tions in RBF and CBF when MAP was decreased from
130 mmHg to 100 mmHg among the different groups
(Table 2). No significant difference in RBF variations was
observed between control, Sepsis, NE, and Sepsis+NE

Table 2 Variation in renal and carotid blood flow for a
130-to-100 mmHg mean arterial pressure drop.

A Renal blood flow A Carotid blood flow

Value (mL/min) P Value P
{mL/min)
Control 065 +135 092 153120 <00
Sepsls 059 +093 -8+ 135
NE infusion 045 £ 070 054 £038
MNE+5epsis 070 £ 055 .68 + 052

NE norepinephrine.
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groups when MAP was lowered to this level. This obser-
vation could indicate that the slope of the MAP/RBF
relationship may be similar across all groups in this range
of MAP. In contrast, CBF variations seemingly differed
among the various groups in that the decrease in CBF
appeared to be lower in the presence of NE infusion.

Renal cortical peritubular microcirculation

Figure 3 shows Vm profiles according to measured MAP
(numerical data provided in Additional file 2, Table S1)
while Table 3 summarizes the linear mixed model for
Vm. A significant positive relationship was observed
between MAP and Vm. Moreover, NE infusion decreased
blood velocity whereas sepsis enhanced this parameter.
No interaction was detected between these different
effects, that is, the effects described above were observed
regardless of the other tested parameters. Intra-animal
variability for Vm was significantly different between
groups, being lower in Sepsis. Of note, when RBF was
considered in lieu of MAP in a linear mixed model, simi-
lar fixed and random effects were observed (data not
shown) such that for a given RBF, Vm was reduced by
NE while enhanced by sepsis.

Renal function

Serum creatinine measurements performed at the end of
the experiments were significantly different among the
different groups, notably sepsis induced an increase in
serum creatinine, which was prevented in the presence
of NE (CT 37 + 2, CT+NE 40 * 6, Sepsis 68 £ 12, Sep-
sis+NE 41 + 4 pmol/L, P = 0.0001).

Discussion

The present animal study was aimed at delineating the
‘macro’ and ‘micro” hemodynamic changes over a broad
range of mean arterial pressures in septic condition with
or without NE infusion. The original design of our study
with controlled variations in MAP allowed entering
MAP, NE and sepsis as independent variables and assess
RBF or CBFand cortical peritubular capillary blood velo-
city as dependent variables. Mixed models are particu-
larly suitable for repeated measures and for modeling
correlations between measurements and were hence used
in the present setting. As sepsis is characterized by
altered variability of clinical and biological signals, asses-
sing variability of measurements was considered [16,17].
Consequently, we paid special attention to display all col-
lected data in figures.

As expected, positive correlations were found between
MAP and REF as well as between MAP and CBF:
namely, the higher the MAP, the higher the blood flow
in these vessels. Sepsis did not appear to have an inde-
pendent impact on RBF; conversely, NE decreased RBF.
Indeed, in the present model, for any given MAP, RBF
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remained similar in the presence or absence of sepsis,
but was lower in the presence of NE, thus providing evi-
dence that NE displays a renal vasoconstrictive effect in
this rat model. Of further importance, the relationship
between MAP and RBF was weaker at MAP levels >100
mmHg in comparison to <100 mmHg. This is in accor-
dance with an autoregulation phenomenon, although we
did not observe a true RBF ‘plateau’. More specifically,
the variation in RBF when MAP varied from 100 to 130
mmHg did not differ in the presence or absence of sep-

sis or of NE, which may argue for the existence of this

Table 3 Linear mixed model for microcirculatory velocity
(Vm) in peritubular cortical capillaries.

Vm Coefficient 95% confidence P
interval
Fived effects
MAP (mmHg) 108 094;1.23 <0001
NE infusion -773 -966;-58 <000
Presence of sepss 481 224,737 <0001
Random effects
Interindividual standard 399 301; 528
deviation
Intraindivid ual standard
deviation
Control 575 494; 669 <0001°
Sepsis 498 434; 572
NE infusion 539 473,614
NE+Sepsis 597 529,674

*For between groups companison.
MAP: mean arterial pressure; NE: norepinephrine

autoregulation phenomenon irrespective of the presence
of sepsis or NE. Some of the observations pertaining to
the kidney were organ specific since sepsis, NE and the
MAP 100 mmHg threshold impacted CBF differently:
both sepsis and NE increased CBF while the relationship
between MAP and CBF was increased above 100
mmHg. Finally, a positive relationship was observed
between MAP and renal cortical peritubular blood velo-
city (Vm) in that the higher the MAP, the higher the
Vm. For a given MAP, sepsis increased Vm while NE
decreased this velocity, such that NE tended to ‘antago-
nize’ the effect of sepsis on Vm. Finally, sepsis was asso-
ciated with an increase in serum creatinine, which was
prevented by NE.

RBF in sepsis has long been a subject of debate given
that some models displayed decreased RBF while others
showed either normal or elevated RBF. Langenberg et al.
reconciled these conflicting data by demonstrating that
the main parameter that predicted RBF in the various
published animal models was the maintenance of car-
diac output through fluid loading [2]. Herein, we con-
firm these findings, as previously observed, after
restoring normal MAP through fluid loading, RBF did
not differ in the presence/absence of sepsis. Further-
more, we extend these data by showing that the rela-
tionship between MAP and RBF is not altered and that
the relative RBF ‘plateau’ observed above a MAP of 100
mmHg, usually referred to as ‘autoregulation’ phenom-
enon, appeared to be preserved in sepsis or in the case
of NE infusion [15]. This last observation deserves to be
emphasized since ‘autoregulation’ alteration is frequently
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cited as a contributing factor to renal failure [18]. The
ability of the kidney to maintain RBF when MAP varies
over a certain range is enabled both by the myogenic
reflex and the tubuloglomerular feedback and is
impacted by neuroendocrine kidney vasomotor regula-
tion [19]. These effectors are dependent upon the integ-
rity of several renal structures (that is, vascular, tubular)
working in cooperation. It should be acknowledged that
we only assessed the ensuing few hours after induction
of sepsis, likely before renal damage may have suffi-
ciently evolved to alter these structures. Indeed, several
experimental data have shown that renal hemodynamics
may be totally different at the initiation, maintenance,
and recovery phases of AKI [16,20].

Cardiac output was not monitored in the present
study. Inserting a Doppler probe around the thoracic
aorta is very invasive in rats and we felt it would have
added an unwanted form of insult to our rat model.
Indeed, our model is very complex and sensitive to any
supplemental form of aggression, especially in septic
animals, and thus we had to carefully put into balance
the relevance of any additional procedure and the risk
that such procedure may destabilize the entire model. It
should also be emphasized that the present study was
essentially ‘kidney centered’” with the main objective to
assess the existence or not of an autoregulation phe-
nomenon, which is evaluated by the relationship
between MAP and RBF. Thus, we chose to monitor RBF
at ‘controlled’ levels of MAP, and not cardiac output, in
order to provide a direct evaluation of this relationship.
We believe that not measuring cardiac output could
have been a problem in interpreting RBF had we
observed a reduced RBF. Conversely, the absence of
impact of sepsis on RBF indirectly indicates that cardiac
output was not compromised, at least significantly, in
our resuscitated model. In fact, absence of cardiac out-
put measurements prevented us from determining
whether renal and/or systemic resistances varied in a
similar manner or not, that is, whether renal behavior is
different from other vascular beds. A partial response to
this answer was to monitor carotid blood flow, which is
easy to access. Indeed, we observed that RBF and CBF
did not vary identically.

Deciphering the direct renal effect of NE infusion has
been especially difficult as this drug also impacts sys-
temic hemodynamics, which in turn modifies renal cir-
culation [18]. Indeed, most models showed that NE
infusion was associated with an increased RBF together
with an increased MAP and cardiac output [21]. The
particular design of our study allowed to ‘offset’ the sys-
temic effect of NE and to observe a direct vasoconstric-
tive effect of NE on renal vasculature. Influence of
sepsis on the effect of NE on RBF adds another level of
complexity to the already discrepant results reported in
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the literature. Some authors evidenced that the increase
in RBF after NE infusion in septic animals was not com-
pletely explained by an increase in perfusion pressure
indicating that, in this condition, NE may actually
decrease renal vascular resistance [22]. Other studies
showed a preservation of the pressor response to nore-
pinephrine in the kidney, albeit with a diminished
response in other vascular beds [5]. In the present
study, we did not observe any meodification of the renal
response to NE incurred by sepsis. However, we should
acknowledge the limitation of our model due to sample
size, such that a small impact of sepsis on the effect of
NE on renal vasculature cannot be ruled out.

Few data have been published to date on renal micro-
circulation changes in sepsis. To our knowledge, no
report has used SDF imaging to assess kidney microcir-
culation until now. We observed that this technique
allows an easy and direct observation of blood cell velo-
cities in peritubular capillaries. In capillaries (blood ves-
sel diameter <10 pm), blood cell velocity can be
considered as blood velocity, such that we believe the
parameter measured herein is a relevant index of renal
cortical microperfusion [13]. It was observed that sepsis
induces cortical peritubular blood cell hypervelocity,
which was corrected by NE. Also noteworthy is that
sepsis seems to impact cortical peritubular microcircula-
tion and RBF differently in sepsis. Studies using intravi-
tal microscopy have previously been conducted on non-
reanimated mice and rats by the group of Mayeux et al.
[7.8,23]. These experiments showed a rapid decrease in
the proportion of peritubular capillaries with continuous
flow after induction of sepsis, which we did not observe
in this study (data not shown). However, absence of
fluid loading following sepsis induction in these particu-
lar experiments is likely to have resulted in a drastic
drop in MAP, cardiac output, and RBF. Several publica-
tions have described the variation in cortical and sub-
cortical oxygenation in septic condition in reanimated
small animals using dual-wavelength oxygen phosphori-
metry [6,24,25]. In these models, cortical oxygenation
parameters were altered in septic animals and were only
partially corrected by volume expansion allowing the
normalization of RBF [24]. However, using oxygenation
as a proxy for microcirculation may be debatable.
Indeed, a recent study reported normal kidney oxygena-
tion measured by blood oxygen level-dependent MRI in
LPS-treated mice despite diminished RBF [26]. In this
latter study, the authors evidenced profound mitochon-
drial alterations in the septic kidney, which could result
in impaired oxygen utilization, such that oxygen tension
may not be a good indicator of microvascular perfusion
in sepsis.

Unfortunately, our findings do not allow to pinpoint
the precise implications regarding acute kidney injury of
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peritubular capillary hypervelocity induced by sepsis and
its correction by NE. Endothelial microvascular lesions
have emerged as a component of kidney injury in sev-
eral models, including sepsis or ischemia-reperfusion
[4,27,28]. Peritubular capillary alterations have been the
parameter most closely associated with renal failure
among all vascular abnormalities described [28]. Peritub-
ular capillaries immediately follow glomerular circula-
tion, which determines the filtration capacity of the
kidney. One hypothesis could be that sepsis elicits a
diminished vascular tone of the glomerulus efferent
artery resulting in both a hypervelocity in the ensuing
capillaries and a drop in glomerular filtration pressure.
NE may correct this vascular tone thus restoring normal
capillary velocity and filtration pressure. To date, how-
ever, exploring glomerular circulation to confirm this
hypothesis in vivo has been beyond the reach of current
technical capabilities. Of note, whether velocity of blood
cells is an accurate index of blood flow is difficult to
establish. In addition to velocity, the diameter of blood
vessels and the number of blood vessels perfused should
be taken into account. Although we did not observe var-
iations in capillary sizes (that is, no vascular ectasia) or
the appearance of non-perfused vessels (data not
shown), the precision of these latter observations do not
allow us to extrapolate accurate blood flow measure-
ments from our dataset. Only cortical peritubular capil-
laries were evaluated, while deep cortical and medullary
circulations were not assessed. Given the complexity of
the renal architecture corresponding to different vascu-
lar organizations, it should be acknowledged that our
experiments only target a very limited spectrum of the
entire span of renal capillaries. Finally, variabilities in
RBF and Vm measurements were lowered by sepsis,
such as the model better predicted individual values for
a given MAP. This is in keeping with previous observa-
tions of a loss of spontaneous heart rate variability in
patients with multiple organ dysfunction or sepsis [17].
A blunted autonomic function has been hypothesized in
sepsis to explain these data, however the relevance of
this altered variability for organ dysfunction remains
unknown.

Several limitations of our study have already been dis-
cussed above. Notably, in this ‘kidney-centered’ study,
parameters (including cardiac output, renal venous pres-
sure, renal interstitial pressure, inflammation para-
meters, and so on) with potential interest in deciphering
the relationship observed between MAP and RBF could
not be measured. However, this study is nonetheless
relevant with regard to one of the more prevailing ques-
tions in clinical practice for patients in shock conditions,
namely the MAP target that should be reached through
fluid loading and NE. We were not able to measure
renal filtration during our MAP steps due to limited

Page 9 of 10

time spent at each step. Our evaluation of renal function
with serum creatinine at the end of the experiments
represents the sum of all insults that occurred to the
kidney throughout each experiment. It is thus impossi-
ble to discriminate precisely at which time point
changes in glomerular filtration occurred and eventually
became permanent, which limits what can be inferred
from creatinine measurements. At least, the observation
that sepsis led to increased serum creatinine confirms
the relevance of our model.

Conclusions

Our resuscitated rat model adds to the knowledge on
renal macro-hemodynamics in sepsis in that the ability
of the kidney to protect itself by maintaining RBF when
MAP varies above a certain MAP threshold does not
appear to be altered by the presence of sepsis or NE
infusion. Notwithstanding, a direct vasoconstrictive
effect of NE was evidenced. In contrast with the absence
of any observable effect of sepsis on the relationship
between MAP and RBF in resuscitated animals, from a
microcirculatory standpoint, sepsis is very rapidly asso-
ciated with ‘hypervelocity’ of blood flow in cortical peri-
tubular capillaries, which is reversed by NE infusion.
The mechanisms and consequences of this discrepant
effect of sepsis on renal macro and microcirculations
may be of great importance in understanding the failure
of glomerular function in sepsis.

Key messages
« In a rat model, early sepsis does not modify the
relationship between renal blood flow and mean
arterial pressure.
« Conversely, a vasoconstrictive effect of norepi-
nephrine was observed.
« Sidestream Dark Field imaging enabled to observe
blood hypervelocity in cortical peritubular capillaries
in sepsis, which was improved by norepinephrine
» Thus, sepsis appears to differently impact kidney
macro- and microcirculations

Additional material

Additional file 1: Video 51 (online). Video sequences of the kidney
surface obtained with a Sidestream Dark Field (SDF) camera. After
image stabilization and averaging, displacement of blood cells in cortical
peritubular capillaries can be observed. Artifacts created by displacement
of white blood cells among red blood cells can be readily observed and
measured.

Additional file 2:

Abbreviations
AKI: acute kidney injury; CBF: carotid blood flow; CT group: control group; CT
+MNE group: control + norepinephrine group; GFR: glomerular filtration rate;
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HR: heart rate; MAP: mean arterial pressure; NE: norepinephrine; RBF: renal
blood flow; Sepsis+NE group: sepsis + norepinephrine group; SDF:
Sidestream Dark Field; Vm : cortical microcirculatory velocity.
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6. CONCLUSION

Notre modele montre que, d’un point de vue hémodynamique macrocirculatoire, lors de
la phase précoce, le sepsis n’a pas d’impact particulier sur le rein comme le montre le débit
artériel rénal qui varie en réponse aux variations de pression artérielle moyenne, incluant le
phénomene « d’autorégulation ». L’effet vasoconstricteur de la noradrénaline ne semble pas
avoir d’impact sur la fonction rénale, du moins sur le court terme. Néanmoins, d’un point de
vue microcirculatoire, le sepsis est associé trés rapidement a une « hypervitesse » du flux
sanguin dans les capillaires corticaux péritubulaires et une dysfonction rénale limitée par la
perfusion de noradrénaline. Dans notre modeéle, I’administration de NE chez les rats septiques
a normalisé la vitesse de circulation dans la microcirculation et a aussi pu améliorer le shunt
microcirculatoire (cf. Figure 26). Ce phénomene de shunt au niveau microcirculatoire par un
"Off loading™ de I’hémoglobine pourrait expliquer en partie les mécanismes de 1’insuffisance
rénale qui survient chez les patients septiques en dépit d’une réanimation hémodynamique
adéquate.

Dans cette ¢étude, I’adaptation naturelle du rein par le phénoméne « d’autorégulation » a
permis a cet organe de résister en partie a ’effet d’I/R di au choc septique. Dans un autre cas
d’I/R par choc hémorragique, I’H2S, une molécule endogéne produite dans le rein, pourrait
contribuer a la défense naturelle de l’organe contre les perturbations hémodynamiques

induites comme dans le cas de I’autorégulation rénale.
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Figure 26: Mécanisme microcirculatoire de I’affection du transport d’oxygéne : le shunt fonctionnel

(Ince et al., 1999).

101



ETUDE 2:

Etude des effets du sulfure d’hydrogéne sur I’hémodynamique et la

fonction renale au cours du choc hémorragique réanime chez les rats.
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1. L’HYDROGENE SULFURE

1.1. Définition et Historique

L’hydrogéne sulfuré ou sulfure d’hydrogéne (H2S) est le troisieme gazotransmetteur
décrit apreés le monoxyde d’azote (NO) et le monoxyde de carbone (CO). H2S est un gaz
incolore, inflammable, avec une odeur caractéristique « d’ceuf pourri ». Il est soluble dans
I’eau et dans certains solvants organiques (Clavel et al., 1997). L’hydrogéne sulfuré a
longtemps été considéré comme une substance toxique. Pour des teneurs élevées, I’inhalation
de ce gaz est susceptible de provoquer des intoxications aigués qui peuvent étre graves, voire
mortelles avec les plus fortes concentrations. H2S est notamment présent dans le charbon, le
pétrole et le gaz naturel et se forme par fermentation anaérobie de substances organiques
diverses (plantes, algues, égouts, silos...) (Yalamanchili et al. 2008). Il peut également étre
émis lors de réactions chimiques sur des composés soufrés comme 1’hydrosulfure de sodium
(NaHS). 1l existe également une production endogéne d’HzS, liée au catabolisme de la
cystéine et de la méthionine (Szabo, 2007) (cf. Figure 27). Les fonctions physiologiques
d’H>S endogéne ne sont pas bien connues. Plusieurs études experimentales se sont focalisées
sur les effets des donneurs et des inhibiteurs de H>S dans différents modeles animaux (choc
hémorragique, ischémie/reperfusion, endotoxémie et sepsis d’origine bactérienne) afin de
préciser le mode d’action de H>S qui est maintenant classé parmi les neuromessagers

atypiques (Baranano et al. 2001).

1.2.  Synthése, regulation et Catabolisme

La production biologique de H>S a été d’abord étudiée chez les bactéries et les algues,
mais ce n’est que depuis 1989 que sa production endogene chez ’homme et les mammiferes a
été mise en évidence, en particulier dans les structures cérébrales (Warenycia et al. 1989). La
biosynthese endogéne de I’H>S dans les tissus des mammiféres, notamment dans le cerveau,
le foie et les reins, implique des voies enzymatiques et non enzymatiques. La voie de synthese
enzymatique via les enzymes spécifiques au métabolisme de H-S, la cystathionine B-synthase
(CBS) et la cystathionine y-lyase (CSE), constitue la principale voie dans les différents tissus
(cf. Figure 27). L’expression de CBS et CSE est spécifique de certains tissus. CBS est
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I’enzyme de génération de I’H»S prédominant au niveau du cerveau, du systeme nerveux, du
foie et des reins, alors que CSE est davantage exprimée au niveau du foie et des cellules
musculaires lisses péri-vasculaires (Doeller et al. 2005). Au niveau du cytosol, CBS catalyse
la production de cystathionine par condensation de 1’homocystéine, produit intermédiaire de
démeéthylation de la méthionine, avec une molécule de sérine. La cystathionine est ensuite
convertie en cystéine par 1’action de la CSE. La cystéine, qui pourrait aussi étre libérée a
partir des protéines endogenes, est ensuite convertie en ammonium, pyruvate et H.S via
I’action de I’une des deux enzymes CBS ou CSE. Récemment, une autre voie enzymatique de
biosynthese de HzS au niveau du cerveau et de 1’endothélium vasculaire de 1’aorte thoracique
a été décrite par 1’équipe de Kimura (Shibuya et al. 2009a ; Shibuya et al. 2009b). Dans cette
voie, I’aspartate aminotransférase (AAT) catalyse la formation de 3-mercaptopyruvate a partir
de la cystéine, a la fois au niveau cytosolique et mitochondrial. Ensuite le 3-mercaptopyruvate
via I’action de la 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (MPST ou MST), conduit a la
libération de H>S (Kajimura et al. 2010). Une synthése non enzymatique est également
possible, mais celle-ci reste relativement peu importante (Gadalla et al. 2010, Wang et al.
2002). Cette production de H>S dans les cellules peut étre modulée par les gazotransmetteurs.
Zhao et al. ont montré sur des cellules isolées de muscles lisses de rat, une augmentation de
I’expression de ’activité de CSE en présence de donneur de NO et par conséquence une
augmentation de la production de H.S (Zhao et al. 2001). Paradoxalement, le NO semble
induire une diminution de I’activité de I’enzyme CBS (Miles et al. 2004). Le CO peut
¢galement induire une inhibition de 1’activité enzymatique de CBS en formant des liaisons
avec cette enzyme d’une affinité plus forte que celle du NO (Taoka and Banerjee, 2001). En
outre, 1’activité enzymatique de CBS et CSE semble étre contrdlée négativement par le H2S

lui-méme.

Entre autres formes, H»S peut étre obtenu a partir de NaHS, I'hydrosulfure de sodium. I
s'agit de la forme utilisée dans notre étude. A partir d'une forme anhydre et de soluté salé
isotonique, nous avons reconstitué NaHS. Le sulfure d’hydrogéne, H>S est donc généré par
dissociation spontanée d’un donneur de H.S (Koenitzer et al. 2007), dans une solution
aqueuse selon les équations suivantes:

NaHS — Na"+ HS"
2HS <> H,S + S*
HS + H" «»H>S
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Figure 27: Production endogéne et métabolisme de H2S
(Szabo, 2007)

Dérivée des sources alimentaires, la méthionine est convertie en S-adenosylmethionine par la methionine adenosyltransferase
(MAT). La S-adenosylmethionine est ensuite hydrolysée en homocysteine par la glycine N-methyltransferase (GNMT). La
Cystathionine-[-synthase (CBS) catalyse la production de cystathionine en transformant la molécule d’homocystéine. La

Cystathionine-y-lyase (CSE) convertit la cystathionine en cystéine (Cys). L’hydrogéne sulfuré (H2S) est ensuite former par la
CSE ou la CBS. Dans la mitochondrie, la cystéine pourrait étre convertie en 3-mercaptopyruvate par I’aspartate aminotransferase
(AAT), puis va étre convertie en H2S par la 3-mercaptopyruvate sulphurtransferase (MPST).

Une voie de métabolisme de la cystéine implique son oxydation en cystéine sulphinate par la cystéine désoxygénasse (CDO), qui
va étre convertie en hypotaurine par la cystéine sulphinate décarboxylase (CSD), et finalement en taurine par une réaction non
enzymatique ou par I’hypotaurine déshydrogénase (HDH).

Le Sulphide, via des réactions non enzymatiques, est métabolisé en thiosulphate, qui va étre ensuite converti en sulphite par la
thiosulphate reductase (TSR), dans les tissus hépatique, rénal ou cérébral, ou par la thiosulphate sulphurtransferase (TSST), qui
est majoritairement exprimée dans le foie. Le sulphite est aussi produit a partir de la cystéine sulphinate par I’AAT. Le Sulphite
est ensuite oxydé en sulfate par la sulphite oxydase (SO) par un processus glutathion (GSH)-dépendent.
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Comme les autres gasotransmetteurs, HoS traverse librement les membranes cellulaires,
sans transporteur spécifique. Dans ’organisme, sa demi-vie est trés courte, de I’ordre de 15
minutes. Il existe trois voies de dégradation d’HoS: la principale voie est 1’oxydation
mitochondriale. L’H>S est rapidement oxydé en thiosulfate. Une thiosulfate cyanide sulfure-
transférase catalyse la conversion du thiosulfate en sulfite et/ou sulfate. La deuxiéme voie est
la méthylation cytosolique. L’H>S peut également étre méthylé en méthanethiol et diméthyl
sulfure par la thiol-S-méthyltransférase dans le cytosol, puis I’élimination hépatique. La
troisiéme voie est responsable en partie de sa toxicité puisqu’H2S est capable de se fixer aux
protéines et notamment a 1’hémoglobine et former la sulfhémoglobine (Caliendo et al. 2010).
Ses cibles d’action et ses effets sont trés varies (cf. Figure 28). En effet, H>S a de nombreuses
propriétés (Lowicka et al. 2007, Szabo 2007) dans des champs d’action assez diversifiés, plus

généralement au niveau cellulaire dans 1’inflammation et I’apoptose (Baskar et al. 2006).
1.3. Effets physiologiques de H,S

L’utilisation d’inhibiteurs endogénes de H2S tels que I’hydroxylamine (HA), un
inhibiteur de la CBS ou le DL-propargylglycine (PAG), un inhibiteur de la CSE, ou encore

I’application de précurseurs ou de donneurs de H»S tel que le NaHS, ont permis de découvrir
de nombreux effets biologiques cellulaire et tissulaires de H>S.
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Figure 28: Effets de H2S dans I’inflammation, le stress oxydant, ’apoptose et les fonctions
cardiovasculaires
(Boisramé-Helms et al. 2012)

(CK: cytokine ; CMLYV : cellule musculaire lisse vasculaire ; eNOS : NO synthase endothéliale ; ERK :
extracellular signal-regulated kinases ; GSH : glutathion réduit ; H,O; : peroxyde d’hydrogéne ; HoS :
hydrogene sulfuré ; iINOS : NO synthase inductible ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; mPTP :
mitochondrial permeability transition pore ; NF-kB : nuclear factor kappa B ; ONOO™ : peroxynitrite ; PI3K :
phospho-inositol 3 kinase ; RISK : reperfusion injury salvage kinase).

1.3.1. ROle de H2S dans I’hypométabolisme induit

Parmi ses nombreuses propriétés, H.S entraine une inhibition réversible de la
phosphorylation oxydative au niveau du complexe IV (cytochrome ¢ oxydase) de la chaine
mitochondriale, entrainant une diminution de la production énergétique (Mayes 1989, Nouette
et al., 2007). L’inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale par H.S entraine la
réduction de la consommation cellulaire d’oxygene et participe a la diminution de la taille de
la zone infarcie par diminution des ROS et augmentation de l'activité du complexe | et du
complexe 1l de la chaine respiratoire. Les effets réversibles d’HoS sur la chaine
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mitochondriale chez le rat ont été démontrés in vivo et in vitro chez le rat par 1’équipe de
Khan en 1990 (Khan et al., 1990). En effet, en inhibant de fagon réversible le cytochrome C
oxydase du complexe IV, H2S bloque la chaine respiratoire et la production d’ATP (Dorman
et al. 2002, Khan et al. 1990). Par cette voie, H2S induit un hypométabolisme cellulaire et
peut provoquer, selon les concentrations, un ¢état d’hibernation réversible. L’état
d’hypométabolisme se manifeste par une hypothermie suite a une diminution de la
consommation énergétique. Au cours des etats de choc, cette diminution de métabolisme
permet de réduire le déséquilibre entre 1’apport et la consommation d’oxygene et ainsi de
préserver les tissus des lésions hypoxiques (Polderman et al. 2008). Initialement, cette effet a
été mis en évidence chez les espéres inférieures, notamment chez les nématodes (Padilla et al.
2001, Nystul et al. 2004). La diminution de la consommation et de la production d’énergie
associee a cet état, permettrait également a des especes non hibernantes de survivre a des
contraintes extrémes comme les changements de température ou de la privation d’oxygene.
Ensuite, 1’état d’hypométabolisme (suspended animation) induit par H.S a été démontré chez
les souris associé a une dépression respiratoire, une bradycardie, une hypothermie et une
baisse de la consommation d’oxygéne sans baisse de la pression artérielle et du débit
cardiaque (Blackstone et al. 2005). Ces effets de H>S inhalé ont été observés a des faibles
doses ce qui montre un effet concentration-dépendante. L'effet est parfaitement réversible en
quelques minutes a l'arrét de I'administration du gaz et les souris ne présentent pas de troubles

fonctionnels ou comportementaux a court et moyen termes.

Une étude complémentaire de 1’équipe de Volpato du Massachusetts General Hospital, &
Boston, a été présentée au Congres de la Société Américaine de Physiologie en octobre 2006 :
ils ont ¢étudié dans des conditions similaires a celles de 1’équipe de Blackstone, la fréquence
cardiaque, la fréquence respiratoire, la température centrale du rat, et son niveau d’activité.
Tous les paramétres étudiés chutent de facon certaine et spectaculaire. lls ont toutefois
constaté qu’il n’y avait pas de chute de la pression artérielle associée, comme on aurait pu
I’attendre. Cet état est réversible rapidement aprés 1’arrét de I’administration d’H»S.
L’expérience a été répétée avec une température ambiante plus élevée (35°C vs 27°C),
permettant d’objectiver une augmentation de la pression artérielle moyenne (PAM), en
rapport avec une diminution du débit cardiaque mais avec un maintien du volume d’éjection

systolique (VES), ceci grace a des mesures échocardiographiques.

Récemment, une nouvelle étude de I’équipe de Blackstone (Blackstone et al., 2007)

suggere, chez la souris, qu’une exposition préalable de 20 minutes a H>S réduit la demande en
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oxygéne, permettant de survivre a des FiO, extrémement basses pendant quelques heures. H2S
pourrait alors étre utile pour prévenir les dégats causés par I’hypoxémie (Blackstone et al.
2007). Une partie des effets protecteurs d’H2S pourrait étre liée a I’hypothermie induite, celle-
ci conférant en effet une résistance a 1’hypoxie chez les souris (Minard et al. 1982).
Cependant, cet effet métabolique n'est pas retrouvé chez les mammiferes de taille supérieure.
L’effet bénéfique d’H2S en tant qu’inducteur d’hypothermie et d’hypométabolisme est
actuellement remis en question. Haouzi et al. (Haouzi et al. 2011) critiquent le modéle murin
d’hypothermie/hypométabolisme de Blackstone et al. (Blackstone et al. 2007, 2005) qui est
comparé au plus gros mammifere, I’homme. En réponse a 1’hypoxie, les petits mammiféres
sont capables d’abaisser leur métabolisme basal, sans aucune intervention pharmacologique.
Les souris ont un métabolisme 15 a 20 fois supérieur au métabolisme basal de I’homme, en
raison d’une importante production d’énergie par la thermogénése non-induite par les frissons
(nonshivering thermogenesis) liée a 1’activité des protéines découplantes. Ce mécanisme est
nécessaire au maintien de 1’homéothermie chez le petit mammifére, mais est absent chez les
plus gros animaux ou chez I’homme adulte. L’H>S pourrait avoir un effet métabolique direct

chez le gros mammifere (Dewall et al. 2011, Wagner et al. 2011).

1.3.2. Réle de H5S dans I’inflammation

H>S exercerait a la fois des effets pro-inflammatoires (Collin et al. 2005 ; Zhang et al.
2007 ; Zhang et al. 2008) et anti-inflammatoires (Ganster et al. 2010, Sivarajah et al. 2009,
Elrod et al. 2007).
Parmi les études qui se sont intéressees aux effets pro-inflammatoires de H.S, citons celles qui
ont utilisé le PAG comme inhibiteur endogéne de 1’H2S, mettent en évidence : une atténuation
des lésions d’organes, une inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires et des
chimiokines, une diminution de ’activité des myélopéroxydases dans le poumon et le foie et
I’inhibition de I’activation des leucocytes dans les modeles d’endotoxinémie induite par le
LPS (Li et al. 2008, Collin et al. 2005) ou de choc septique par péritonite bactérienne (Zhang
et al. 2008 [01] et [02], 2007, 2006). En accord avec ces resultats, dans des modeéles de sepsis
similaires chez la souris, I'administration de donneurs d'HzS, le NaHS, semble aggraver les
Iésions tissulaires d'origine inflammatoire (Zhang et al. 2006, Li et al. 2005). Cet effet pro-
inflammatoire est 1ié principalement a I’augmentation de la dégradation du facteur IxB-a et a

I’activation de NF-kB (Zhang et al. 2006 ; Zhi et al. 2007). Zhi et al ont rapporté une
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activation de la voie NF-kB dans les cellules monocytaires humaines U937 suite a un
traitement par NaHS aux concentrations de 0,01 ; 0,1 et 1 mM pendant 10 & 120 min (Zhi et
al. 2007). Ces résultats sont contradictoires avec les résultats observés dans les modéles
d'ischémie/reperfusion et dans d'autres modeles d'inflammation. En effet, NaHS inhibe la
dégradation du facteur IkB-a et la translocation nucléaire du NF-xB dans des cellules
endothéliales humaines en présence de TNFa (tumor necrosis factor «) et au niveau rénal
dans des situations d’I/R chez le rat (Li et al. 2011). La conséquence fonctionnelle de la
réduction de 1’activation de NF-kB dans les cellules inflammatoires est la diminution de
I’expression des genes pro-inflammatoires impliquant principalement les génes codant pour la
INOS (inductible nitric oxidase synthase) et la COX-2 (cyclooxygenase-2) mais également
les génes de D’expression des cytokines/chimiokines de I’inflammation et les génes
d’expression des molécules d’adhésion (Li et al. 2011). Pour confirmer les effets protecteurs
anti-inflammatoires de H.S, I’étude de Zanardo et de ses collaborateurs a rapporté une
réduction de 'infiltration leucocytaire et la formation d’cedéme chez des rats injectés par des
donneurs de H.S, NaHS et Na,S (Zanardo et al. 2006). Dans un modele de lésions
pulmonaires chez des rongeurs, le NaHS diminue I’influx des neutrophiles au niveau
pulmonaire et la production de cytokines pro-inflammatoires (Faller et al. 2010). En outre,
chez la souris ayant une lésion pulmonaire aigué par inhalation de fumée, le traitement par
H2S diminue la concentration tissulaire d’IL-1B et augmente celle d’IL-10, diminue

I’oxydation des protéines dans le poumon et augmente la survie des souris (Li et al. 2008).

Dans un modele de choc septique par péritonite bactérienne chez la souris, Spiller et al.
ont montré que H»S restaure la capacité de migration des neutrophiles vers le site infectieux et
augmente la survie dans le sepsis sévere par un mécanisme dépendant des canaux potassiques
ATP-dépendants (Spiller et al. 2010).
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Figure 29: Représentation schématique des mécanismes potentiels des effets protecteurs de H2S
(Szabo et al. 2007)

H2S module le processus inflammatoire a I’interface leucocytes-endothélium. Sous conditions normales, H.S est

synthétisé dans les vaisseaux sanguins par la CSE qui est exprimée dans les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses. HzS inhibe 1’adhérence des leucocytes via ’activation des canaux Karp sur les leucocytes et
I’endothélium. Lorsque la synthése endogéne d’H>S est inhibée (par exemple avec la B-cyanoalanine, BCA), le

roulement des leucocytes (« leukocytes rolling ») et 1’adhésion a I’endothélium vasculaire sont augmentés,

probablement du en partie a une expression élevée des molécules d’adhésion sur les leucocytes (CD11/CD18) et

les cellules endothéliales (P-sélectine). L’augmentation marquée de la perméabilité endothéliale résultant de la
formation d’cedéme se produit également lorsque la synthése d’H,S est supprimée.

Cependant, la diversité des modeles et la grande variation des concentrations d'H.S
utilisees rendent ces résultats difficilement comparables. Ces disparités entre les résultats
observés sont probablement dues a des différences méthodologiques selon les modéles

animaux utilisés mais aussi selon les modes, les doses et la période d’administration d’H2S
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(Wagner et al. 2009). Par conséquent, I’H2S peut soit inhiber soit activer le systeme

inflammatoire de fagon tres dépendante dans chaque protocole (cf. Figure 29).

1.3.3. Réle de H,S dans I’apoptose

Plusieurs études rapportent un effet de H2S en tant que perturbation d’équilibre entre
prolifération et apoptose cellulaire. Ces études montrent que les effets hétérogenes de 1’HzS,
entre ’induction de I’apoptose et la protection cellulaire, pourrait dépendre en grande partie
de la dose, de la durée d’exposition et du modele cellulaire étudié (Christl et al. 1996 ;
Deplancke et al. 2003 ; Ramasamy et al. 2006 ; Reiffenstein et al. 1992).

Ainsi, I’H2S exogene de facon dose-dépendante induit I’apoptose via 1’activation de la
voie des MAPK-ERK (mitogen activated protein kinase, extracellular signal-regulated
kinases) (cf. Figure 30) (Yang et al. 2004) alors que I’activation d’ERK est généralement
associee a un signal prolifératif et anti-apoptotique. L’utilisation d’un donneur d’H>S, le
NaHS dans le traitement de fibroblastes pulmonaires humains provoque des Iésions de I’ADN
dose-dépendantes et un arrét du cycle cellulaire (phase G1) initié par la stabilisation de la
protéine p53, facteur de transcription impliqué notamment dans les processus d’apoptose
(Baskar et al. 2007). L’H2S endogéne a également des effets pro-apoptotiques au niveau des

cellules musculaires lisses surexprimant la CSE (Yang et al. 2006).

Certaines éetudes sont en désaccord avec ces résultats : I’H2S pourrait étre neuroprotecteur en
limitant les processus d’apoptose impliquant le stress oxydant (Kimura et al. 2006). En effet,
grace a son groupement -SH permettant la réduction des ponts disulfures et I'épuration des
radicaux libres, a des concentrations micromolaires, H.S a également des propriétés anti-

oxydantes (Ganster et al. 2010).
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Figure 30: Schéma des voies de transduction des signaux qui sous-entend les changements induits par H2S
sur la croissance cellulaire
(Yang et al. 2006)
Le préfixe « p » indique une forme phosphorylée.

1.3.4. Role de H,S dans I’endothélium (la motricité)

La plupart des effets biologiques de I’H2S rapportés dans la littérature semblent étre
médiés totalement ou en partic par 1’activation des canaux ioniques Katp dépendants et
I’hyperpolarisation de la membrane des cellules musculaires lisses. Ainsi, chez des animaux
qui regoivent un bloqueur des canaux K* ATP-dépendants, I'effet cardioprotecteur d'H.S est
atténué (Sivarajah et al. 2009). L’ouverture de ces canaux intervient dans les effets bénéfiques
observés lors du préconditionnement a I’I/R (Fiorucci et al. 2005 ; Zhang et al. 2007) et de la
cardiomyoprotection (Zhong et al. 2010). Cette voie est impliquee aussi dans la vasodilatation
en réponse a une stimulation par le H,S au niveau des muscles vasculaires lisses (Cheng et al.
2004 ; Hosoki et al. 1997 ; Zhao et al. 2001).
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H>S est également un facteur vasorelaxant endogene observe par 1’effet stimulation du
NO et I’inhibition de I’enzyme de conversion de I’angiotensine. Toutefois, l'interaction avec
le NO reste mal comprise. D'un coté, il semblerait qu'a faible concentration, H.S favorise
I'inactivation du NO par captation (Ali et al. 2006). De l'autre c6té, H»S serait un inducteur

enzymatique de la NO synthase (iNOS) (Laggner et al. 2007).

L’injection intraveineuse d’H2S provoque une diminution de la pression artérielle chez
le rat sans modification de la fréquence cardiaque et agirait spécifiquement au niveau du
muscle lisse vasculaire (Zhao et al. 2001). Cependant, certaines études attribuent a H>S un
role vasoconstricteur. Ali et al. ont montré qu’a faible concentration (10 a 100 uM) H2S
exerce un effet vasoconstricteur (Ali et al. 2006). H2S peut étre responsable d’une
vasodilatation ou d’une vasoconstriction, selon les espéces et les organes considérés
(Dombkowski et al. 2005). De plus, I’effet dépend de la concentration en oxygene : Koenitzer
et al. montrent qu”H2S entraine une contraction artérielle en présence d’une concentration en
oxygene élevée et une relaxation a des concentrations en oxygéne plus faibles. A des
concentrations d’H2S et d’oxygeéne physiologiques, H>S aurait un effet vasorelaxant
(Koenitzer et al. 2007).

Avec ses effets sur la contractilité endothéliale, I’H>S pourrait donc jouer un réle dans la
physiopathologie du choc. Des données contradictoires sont retrouvées dans la littérature en
ce qui concerne la nature du role joué par H»S dans les états de choc. Mok et al. rapportent
que les rats traités par des bloqueurs de la synthése d’HoS augmentent la pression artérielle
moyenne, de maniére temps-dépendant, dans un modeéle de choc hémorragique non retranfusé
chez le rat (Mok et al. 2004) suggérant que H.S a un réle dans le choc hémorragique. Alors
que dans I’étude de Ganster, sur un modé¢le de choc hémorragique avec reperfusion, il est
montré que I’ajout de H2S exogéne améliore la PAM et a des effets bénéfiques sur I’ischémie

(Ganster et al. 2010).

1.3.5. Réle de H,S dans I’ischémie rénale

Les effets protecteurs d'H2S exogeéne et endogene ont été mis en évidence dans plusieurs
modeles d’I/R rénales (Tripatara et al. 2008, Lobb et al. 2014, Simon et al. 2010, Xia et al.
2009, Xu et al. 2009, Hunter et al. 2012, Bos et al. 2009, Bos et al. 2013). L’inhibition ou la
stimulation de la production enzymatique de H»S étaient la principale voie pour les études des

effets biologiques de cette molécule sur le rein. Ces études ont montré que non seulement H.S
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aurait des effets bénéfiques au cours de I’ischémie rénale mais aussi ses enzymes de
productions pourraient étre impliquées dans ce phénomeéne. Xia et al montrent que la
production de H>S dans le rein est effectuée par CBS et CSE ensemble et que I’inhibition
seule de CBS ou de CSE pourrait étre compensée par ’activité de I’autre enzyme dans la
production de H2S (Xia et al. 2009). Par contre 1’équipe de Bos montre que le CSE est
I’enzyme essentielle pour la production de H>S dans le rein et que chez la souris présentant
une déficience de CSE (CSE™), la production de H»S est diminuée & plus de 90% (Bos et al.
2013). Dans le méme mode¢le, Bos et al montrent que CSE protége contre les 1ésions de I'l/R
rénale par la production de H.S et ses propriétés anti-oxydantes. Le r6le de CBS dans
I’ischémie rénale a été étudi¢ par 1’équipe de Xu indiquant une diminution de la production de
H2S au cours de I’ischémie suite a la perturbation de 1’activité de CBS et résultant en une
dysfonction rénale (Xu et al. 2009). En outre, I’inhibition de CBS induit une accumulation de
Hcy provoquant une aggravation des conséquences de I’I/R rénale (Prathapasinghe et al.
2007).

Au cours d'épreuves de clampage de I'artére rénale chez le rat, Tripatara et al. ont étudié
les effets de H>S endogéne et exogene dans I/R rénale. Ils ont traité les rats avec du PAG (1
ml/kg, ip) 1h avant l'ischémie pour inhiber CSE, et ils ont constaté que les animaux
présentaient des niveaux de créatine sérique élevés signifiant une diminution de la fonction
rénale. Dans la méme expérience, l'effet néphroprotecteur d'un donneur d'HzS, le NaHS,
administré 15 minutes avant le clampage bilatéral des arteres rénales a été mis évidence 6
heures apres la reperfusion. L'effet bénéfique est observé aussi bien au niveau de la fonction
rénale qu'au niveau histologique ou les lésions de nécrose tubulaire aigué sont moins
importantes (Tripatara et al. 2008). Les effets protecteurs de I’H2S sur le rein ont été
expliqués selon Bos et al principalement par son effet hypométabolique dans un modele d’I/R
bilatérale rénale par clampage des arteres renales pendant 30 minutes chez la souris. L'effet
néphroprotecteur d'H.S a egalement été mis en évidence dans un modéle d’I/R rénale par
clampage chez le porc (Simon et al. 2010). Cette étude montre que H2S diminue la
dysfonction d’organe et I’histologie glomérulaire par réduction de 1’inflammation, diminution
de la formation de NO et réduction du stress oxydatif. Dans une étude récente d’I/R rénale
chez le rat, il a été montré que 1’amélioration de la fonction rénale par H»S est associé a une
augmentation de 1I’expression des molécules de pro-survie, une diminution de I’expression des
marqueurs pro-inflammatoires et pro-apoptotiques et diminution de [infiltration des

macrophages (Lobb et al. 2014).
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Ces modeéles sont principalement fondés sur des épreuves de clampage de l'artére rénale et ne
refletent que partiellement la complexité de la réponse inflammatoire systémiques et la réalité
du choc hémorragique. L'effet d'H2S et ses mécanismes d'action sur le rein dans le choc
hémorragique ont tres peu éte étudiés. En 2011, Chai et al. ont étudié I'effet de H>S administré
juste avant la reperfusion sur un modele murin de choc hémorragique contr6lé (Chai et al.,
2011). Les auteurs ont rapporté un effet bénéfique d'H.S aussi bien sur I'némodynamique
globale gue sur la fonction rénale. Cependant, le niveau de PAM apres la reperfusion n'étant
pas équivalent dans les deux groupes, il est difficile d'établir si I'effet sur la fonction rénale est

attribué aux propriétés propres d'HzS, ou a I'amélioration de la perfusion rénale.

2. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Différents travaux mettent en évidence un effet hémodynamique positif et anti-
inflammatoire de H.S dans un modele d'I/R (Zhao et al. 2001, Lowicka et al. 2007). Nous
avons confirmé ces observations dans un mod¢le d’I/R par choc hémorragique contr6lé-
reperfusé et retransfusé sans remplissage complémentaire chez le rat. La pression artérielle
moyenne, la fréquence et le débit carotidien sont améliorés dans le choc hémorragique apres
I’adjonction d’un donneur d’H>S, le NaHS. Ce dernier se comporte comme un modulateur de
I’inflammation et du stress oxydant dans les lésions d’I/R (Ganster et al. 2010). Dans la
continuité¢ de ces travaux dans notre laboratoire et pour s’approcher des recommandations
européennes de prise en charge des états de choc hémorragique (contréler le saignement, le
remplissage vasculaire et / ou une transfusion sanguine) (Rossaint R, 2010), nous avons testé
les effets hémodynamiques de H>S dans un modele de choc hémorragique (CH) réanimé et

contr6lé par un remplissage vasculaire.

Apres la synthese des différents travaux qui se sont intéressés aux effets de H»S dans un
modele réanimé (Bracht et al., 2012, Chai et al., 2012, Drabek et al., 2011), nous avons
observé que les donneurs de H»S pourraient avoir des effets protecteurs (Bracht et al., 2012,
Chai et al., 2012) ou neutres (Drabek et al., 2011) sur ’hémodynamique et la fonction rénale
chez le proc ou le rat. Ainsi, la discordance dans la littérature entre les effets bénéfiques
potentiels d’H>S (Ganster et al. 2010) et les effets bénéfiques de son inhibition (Mok et al.
2004), dans differents modeéles de CH retransfusé ou non retransfusé ont conduit a notre

hypothése qui est basée sur ces mécanismes d’action. H.S administré au moment de la
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reperfusion aurait un effet bénéfique sur I’hémodynamique et la fonction rénale et ces effets
bénéfiques sont médiés par les changements microcirculatoires. Pour ce faire, nous avons
utilisé un modele de choc hémorragique chez le rat. Il s’agit d’un choc hémorragique contrdlé,
selon le modele classique de Wiggers (Wiggers 1942) et réanimé par des remplissages
vasculaires. Puis nous avons étudié les effets d’un donneur exogeéne d’HoS (NaHS) et d’un
inhibiteur de sa synthése (PAG) administrés en bolus par voie intraveineuse, sur

I’hémodynamique (macro- et microcirculatoire), la fonction et I’histologie rénale.

Apres réalisation d’une série préliminaire pour mettre au point le modele de choc
hémorragique avec des remplissages vasculaires, quatre groupes de rats sont anesthésiés,
ventilés et différents paramétres hémodynamiques macro- et microcirculatoires en
normothermie sont analysés a 1’aide d’un monitorage. Nous avons décidé, afin de nous
inscrire dans les études expérimentales récentes en matiére de choc hémorragique, d’abaisser
la PAM a 40 mmHg en 10 minutes puis de la maintenir ainsi pendant une durée de 50
minutes. Dans les groupes choc hémorragique (CH), aprés 50 minutes de choc,
I’administration du produit (NaCl, NaHS ou PAG) en bolus intraveineux est réalisée. La
reperfusion est ensuite effectuée dans les trois groupes et les rats sont surveillés jusqu’a 170
minutes aprés la reperfusion. Divers parametres hémodynamiques sont enregistrés toutes les
10 minutes (pression artérielle moyenne, fréquence cardiaque, débit carotidien, débit artériel
rénal et vitesses de microcirculation rénale) afin d’étayer nos hypothéses et de mettre en
évidence :

- Les effets de I’inhibition de H2S endogéne ou I’administration du Ho>S exogene sur les
vitesses microcirculatoires péritubulaires rénales et sur la fonction rénale.
- Etude de la relation entre les variations hémodynamiques macro et microcirculatoires
induites par H»S.
Comprendre le role de la principale enzyme de production de H»S, la CSE, dans le rein.
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3. ARTICLE: “Effects of hydrogen sulfide on hemodynamic and renal

function during resuscitated hemorrhagic shock in rats”

Effects of hydrogen sulfide on hemodynamic and renal function

during resuscitated hemorrhagic shock in rats

Abstract:

Introduction: Ischemia reperfusion injuries consecutive to haemorrhagic shock (HS) leads to
cardiovascular failure and organ injury. Hydrogen sulphide (H2S) is among the molecules that
were proposed for the treatment of HS. Herein, we compared the effects of D,L
propargylglycine (PAG), an inhibitor of H>S production, as well as sodium hydrosulphide
(NaHS), an H2S donor, on haemodynamics, renal macro and microcirculation and renal
function in a rat model of I/R established with reanimated and controlled HS.

Methods: Forty-five rats were mechanically ventilated and instrumented to measure mean
arterial pressure (MAP), carotid blood flow (CBF), heart rate (HR), renal blood flow (RBF)
and cortical microcirculatory velocities (Vm). Animals were bled during 60 minutes in order
to maintain MAP at 40 £ 2 mmHg. Ten minutes prior to retransfusion, rats randomly received
either an intravenous bolus of NaHS (0.2 mg/kg) or vehicle (0.9% NaCl) or PAG (50 mg/kg).
At the end of experiment (T = 240 minutes) blood were harvested for creatinine and urea
analysis and kidneys are taken to assess the markers of vascularity in glomerular lesions by
Immunohistochemistry.

Results: PAG-pretreatment animals showed a real renal dysfunction demonstrated by a

significant decrease in creatinine clearance and associated with a decrease in cortical
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microcirculatory velocities. Hemodynamically, PAG administrated 10 min prior to
retransfusion caused a capillary leak syndrome characterized by a large amount of gelatine
perfused and confirmed by decreased VEGF and angiopoietin-1 (Ang-1) expression in
kidney. Exogenous H>S administration neither ameliorate renal function nor renal
hemodynamic in our reanimated and controlled I/R model. Expression of H>S-producing
enzymes was measured in kidney; this was associated with marked downregulation of CBS

and CSE by NaHS treatment.

Conclusion: The inhibition of endogenous H.S by PAG degrades renal function, alters its
microcirculatory velocities and contribute to loss of glomerular capillaries, however, the
addition of HzS via NaHS does not improve renal hemodynamic and function.

Keywords: hydrogen sulphide, hemorrhagic shock, renal microcirculatory, capillary loss,

VEGF, Ang-1, cystathionine-p-synthase, cystathionine-y-lyase.
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Introduction:

According to the pathophysiology of hemorrhagic shock (HS), vasoconstriction state turns
into vasodilatory shock. This phenomenon is related to tissue hypoxia as well as to a
proinflammatory immune response (Landry DW et al 2001). In addition, during the
reperfusion phase, cellular injuries induced by ischemia are enhanced, and are associated with
excessive production of radical oxygen species (ROS), leading to a further systemic
inflammatory response (Collard CD et al. 2001).

These systemics disturbances resulting from resuscitated HS may occur inducing further
damages to organs and may lead ultimately to death (Gutierrez et al. 2004). In fact,
endothelial dysfunction generated by HS leads to capillary leakage by increasing endothelial
permeability. This leakage causes the formation of capillaries oedema causing an oxygen
diffusion disorders and leads to tissue hypoxia. Kidney appears among victims. Therefore,
developments of protective treatments against multiple organ failure are mandatory in order to
expect improvement of HS outcome.

Endogenous hydrogen sulfide (H2S) has been recently identified as a player in HS. In
mammals, H.S is synthesized through desulphhydration of cysteine by either cystathionine-f-
synthase (CBS) or cystathionine-y-lyase (CSE), both are pyridoxal-5’-phosphate-dependent
enzymes (Wagner F et al. 2009, Tripatara P et al. 2008). The production of H>S is tissue-
specific; CBS is the predominant enzyme in the nervous system and CSE in the
cardiovascular system (Wang R 2002, Zhao W et al. 2003). Both CBS and CSE have been
reported to be present in the kidney (Stipanuk M.H et al. 2003, House J.D et al. 1997), mainly
in renal proximal tubules (House J.D et al 1997, Ishii I et al. 2004, Li N et al. 2006). H.S was
shown to be associated with anti-inflammatory (Simon F et al 2010, Lowicka et al. 2007), anti
apoptotic (Minamishima S et al 2009, Elrod JW et al 2007) anti oxidative (Sivarajah A et al

2009, Ganster F et al 2010) properties.
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For instance, many experimental studies have demonstrated the beneficial effects of H»S
modulation in hemorrhagic shock (Issa K et al 2013, Van de Louw A et al 2012, Ganster F et
al 2010, Mok YY et al 2008, Morrison ML et al 2008, Mok Y'Y et al 2004). However, these
models are based on non fluid as well as non transfused hemorrhagic shock and are far from
the European guidelines (i.e. bleeding control, fluid replacement and/or blood transfusion)
(Rossaint R Crit Care 2010) except for three experimental studies who reported both
protective (Bracht CCM 2012, Chai Surg research 2012) or neutral (Drabek Shock 2011)
effects of H2S donors, on kidney function in a retransfused models of hemorrhagic shock in
pigs or rats. However in these studies the authors did not assess the effects of H.S on
microcirculation as well as the effects of endogenous H,S. Therefore, in order to assess the
renal hemodynamics (macro and micro-circulations) and function of H.S modulation either
with a H2S donor (sodium hydrosulfide: NaHS) or inhibitor (dl-propargylglycine: PAG) in a
clinical relevant model of HS, we designed an experimental study, in blood and fluid

resuscitated rat model of HS.
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Materials and methods:

The animal protocol was approved by the regional animal ethics committee (CREEA-Nantes,
France). The experiments were performed in compliance with the European legislation on the

use of laboratory animals.

Animals:

Adult female Wistar rats, weighing 260 + 20 g, were housed with 12-hours light/dark

cycles in the animal facility of the University of Angers (France).

Surgical procedure:

Animals were anesthetized with intraperitoneal pentobarbital (50 mg/kg of body weight)
and placed on a homeothermic blanket system to maintain rectal temperature between 36.8°C
and 37.8°C throughout the experiment. After a local anesthesia with lidocaine 1%
(Lidocaine® 1 % Astra Zenecca), a tracheotomy was performed. Animals were mechanically
ventilated (Harvard Rodent 683 ventilator, Harvard Instruments, South Natick, MA) and
oxygen was added in order to maintain a PaO2 above 100 mmHg. The left carotid artery was
exposed, and a transit-time ultrasound flow probe of 2.0 mm (Transonic Systems Inc., Ithaca,
NY) was attached to continuously measure carotid blood flow (CBF). A second transit-time

ultrasound flow probe was attached to renal artery to measure the renal blood flow (RBF).

After a local anesthesia, the femoral artery was canulated both to measure mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) and for the induction of HS. The homolateral
femoral vein was canulated for retransfusion of shed blood, for fluid maintenance and for

bolus infusion (vehicle, NaHS or PAG).
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Group randomization:

This prospective experimental study randomly allocated rats in 4 groups: Control (No
Shock, n=5) and three HS groups: Sham (HS-NaCl, n=15), H.S donor (HS-NaHS n=15) or

with H.S inhibitor (HS-PAG, n=10).

Induction of hemorrhagic shock and experimental model (Figure 1):

After an initial 20 minutes stabilization, controlled haemorrhage (Wiggers C 1942) was
induced by withdrawing blood in 10 minutes until mean arterial pressure (MAP) decreased to
40 + 2 mmHg. Blood was stored in heparinized syringe (200 Ul). MAP was maintained at 40
+ 2 mmHg for 60 minutes. A MAP drop below 38 mmHg led to blood reinjection; conversely,
an additional exsanguination was achieved when MAP overcome 42 mmHg. NaHS (single
intravenous bolus 0.2 mg/kg body weight), vehicle (saline NaCl 0.9%) or PAG (50mg/kg)
were administrated 10 minutes before retransfusion time.

After 60 minutes of hypotension, shed blood was retranfused within 10 minutes. Rats
were continuously monitored for heart rate (HR), MAP, carotid blood flow (CBF), renal
blood flow (RBF) and cortical microcirculatory velocities (Vm, see below) during 180
minutes. Maintenance of fluid was performed with a perfusion of 1.2mL of 0.9% NaCl per

hour in all groups. In HS groups, after the retransfusion MAP was maintained higher than 90
mmHg with gelatine infusion (Gelofusine® 4%, B. Braun Medical, Boulogne, France) with a

rate of 0.2 mL every 10 minutes. Rats were considered refractory to fluid infusion when MAP
did not increase above 90 mm Hg with 0.2 mL of gelatin and they where sacrificed
immediately in order to avoid the influence of hypotension on kidney function. The amount of

gelatin was recorded.
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At the end of the experiments, animals were sacrificed with a lethal dose of pentobarbital and
blood was drawn for creatinine measurements (CreatininasePeroxydase, C16000 Abbott,

Illinois, USA).

Microcirculation imaging and peritubular blood velocity measurements

Video sequences of 10-sec duration were obtained with a SDF camera for every set of
measurements. The camera was slightly displaced between each sequence to allow
observation of different cortical regions. Digital sequences were stored and analyzed off-line
with specifically designed software (AVA 3.0, MicroVisionMedical, Amsterdam, The
Netherlands). Video analyses were performed blinded to both group and steps. After image
stabilization and averaging, displacements of blood cells in cortical peritubular capillaries
were observed. White blood cell displacement through the capillaries creates an observable
artifact among red blood cells; the velocity of this artifact can be measured using timeframe
analysis, as previously reported. In capillaries (blood vessel diameter < 10 um), blood cell
velocity can be considered as blood velocity (Goedhart P et al. 2007). For each video
sequence, blood velocities were measured in 5 different blood vessels and averaged. In a pre-
study, intra-observer reproducibility testing for blood velocity measurements over a video
sequence displayed good reliability of measurements (inter-class correlation 94%; 95% CI
92-99%). Inter-observer reproducibility testing also displayed good agreement between

operators (inter-class correlation 90%; 95% CI 88-97%).

Monitoring and measurements:

Arterial blood gases were controlled after the stabilization period in order to set
mechanical ventilation. Blood gases, acid-base status and blood glucose were recorded at

baseline (t=0 min), the end of retransfusion (=70 min) and at the end of the experiment
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(t=240 min). MAP, HR, CBF, RBF SDF-videos and temperature were recorded at

stabilization (baseline) period and every 10 minutes during the observation period.

Hydrogen sulfide donor preparation:

The deshydrated donor of H.S, NaHS (sodium hydrogen sulfide, Alpha Aesar GmbH
& Co, UK), was dissolved in isotonic saline (40 mM) divided into aliquots single 2 mL, and
packed under argon gas bubbling. To avoid side effect such as airway irritation, intravenous

bolus of NaHS (0.2 mg/kg) was preferred to inhalation.

In vitro study: Immunohistochemistry

5ug frozen renal sections were rehydrated in Tris-buffered saline (TBS), pH 8.0 for
20min. Then blocked for 30 min at room temperature (RT) with 10% (see below): normal
donkey serum, for albumin and angiopoietin-1 antibodies, or normal goat serum for CSE,
CBS and VEGF antibodies. Sections were washed 1 time in TBS before being incubated with
primary antibody (see below) for 1 hour at RT. After rinsing 3 times in TBS, sections were
incubated with secondary antibody (see below) for 30 minutes at RT, washed 3 times in TBS
and exposed to substrate colometric reaction: Dako REAL AP Substrate kit (Dako) for 15min
at RT. Then slides were immersed in a bath of Mayer’s hematoxylin for 1 min after rinsing 3
times. Finally coverslip was washed and slides were evaluated using Zeiss Axio Imager Al
and Axio Vision Software at a magnification of 10X, multiple fields of 800.000 um? area

were measured.

The following antibodies were used:

Primary antibodies and their correspondent serum:

Blocking for goat 1gG was 10% normal donkey serum:
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Albumin ALB (Santa Cruz) polyclonal goat IgG 1:60 dilution

Angiopoietin-1 (R&D) polyclonal goat 1gG 1:50 dilution
Blocking for rabbit 1IgG was 10% normal goat serum:

CSE (proteintech) polyclonal rabbit 1gG 1:100 dilution

CBS (Santa Cruz) polyclonal rabbit 1gG 1:100 dilution

VEGF (abcam) polyclonal rabbit 1gG 1:300 dilution

Secondary antibodies:
Anti Rabbit 1IgG Alkaline Phosphatase (Jackson ImmunoResearch) 1:25

Anti Goat 1gG Alkaline Phosphatase (Jackson ImmunoResearch) 1:25

Statistical Analysis:

Data were analysed in GraphPad Prism 4.0 Software. For repeated measurements,
one-way analysis of variance was used to evaluate within-group differences. Difference
between groups was tested using a two-way analysis of variance (repeated time measurements
and treatments as independent variables). When the relevant F values were significant at the
5% level, further pairwise comparisons were performed using the Dunnett’s test for the effect
of time and with Bonferroni’s correction for the effects of treatment at specific times. The
Quantitative data were compared with the Kruskall-Wallis test or Wilcoxon test as
appropriate for inter-group comparisons. All values are presented as mean + SD for n
experiments (n representing the number of animals). An associated probability (p value) of

less than 5% was considered significant.
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Results
All hemorrhagic groups were similarly bled (4.4 + 1.2 mL, 45+ 1.1 mL and 4.4 + 1 mL for

HS-NaHS, HS-NaCl and HS-PAG groups, respectively).

HR, MAP and CBF remained stable throughout the experiment in the control group (Table 1).
Compared to baseline, blood withdrawal from rats subjected to haemorrhagic shock and
retransfusion, significantly decreased MAP, HR, CBF, RBF (Fig.1) as well as renal cortical
microcirculation without intergroup differences.

During the post transfusion period, MAP was maintained above 90 mm Hg by design with
gelatine fluid resuscitation without any significant difference between the three hemorrhagic

groups. HR, CBF, and RBF were similar in these three groups. As we can see from Fig.2,
gelofusin® reperfusion data demonstrate that the HS-PAG group required significantly more

fluid resuscitation with gelatine in comparison to HS-NaCl and HS-NaHS groups in order to
obtain the same systemic hemodynamics.

By Immunohistochemistry (IHC) we evaluated the markers for vascular permeability in
kidney samples, results are given in Fig.3. HS-PAG group decrease significantly the
expression of VEGF and Ang-1 proteins in comparison to HS-NaCl group. Renal albumin
expression is also decreased with PAG treatment in comparison with CT group. H2S
enzymatic production in kidney was evaluated by IHC. HS-PAG group as well as HS-NaHS
group decrease significantly the kidney expression of CSE compared to CT and HS-NaCl
groups as illustrated by Fig.4.

The analysis of the renal cortical microcirculation shows that compared to HS-NaCl and HS-
NaHS, hemorrhagic rats treated with PAG (HS-PAG) had significantly lower blood flow
during the post hemorrhagic period (Fig.5).

At the end of the experiment, serum creatinine and urea measurements were performed to

quantify the renal function loss associated with renal I/R. According to Fig 6, the cumulative
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urine output was similar in the three hemorrhagic groups however compared to HS-NaCl and
HS-NaHS, creatinine clearance decreased significantly in hemorrhagic rats treated with PAG
(HS-PAG).

Throughout the experiment, rat’s body temperature was continuously maintained at 37.8 +
2°C by rectal thermometer similarly in all groups.

All HS-NaCl and HS-NaHS-treated animals were hemodynamically controlled with gelatine
infusion of 0.2 mL every 10 minutes whereas, 6 animals out of 10 in the HS-PAG group met
the criteria of refractoriness to fluid within four hours of experimentation and considered as
refractory hypotension. The mean survival time after retransfusion in the HS-PAG group was

149 + 33 minutes and 180 minutes for the other groups.
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Discussion

Our aim was to describe the respective effects of H.S on renal cortical microcirculatory blood
flow as well as on kidney function. For this purpose we focused both on a strict control of the
systemic hemodynamics with fluid resuscitation and we assessed the effects of H.S
modulation by infusing H>S donors or inhibitors. Our main results are the followings: for the
same systemic hemodynamics (i.e. MAP and RBF), addition of exogenous H.S did alter
neither renal cortical microcirculatory blood flow nor kidney function. Conversely inhibition
of endogenous H»S synthesis with PAG induced a decrease in renal cortical microcirculatory
blood flow, worsened renal function and increased fluid resuscitation requirements in order to

maintain the same systemic hemodynamics.

H>S is reported to have many effects such as suspended animation (Blackstone E et al. 2005),
beneficial (Ganster F et al. 2010) or detrimental (Mok YY et al 2004) hemodynamic effects,
pro- (Collin M et al 2005) or anti-inflammatory (Simon F et al 2010), anti-apoptotic
(Minamishima S et al 2009,) or pro-apoptotic (Mariggio MA et al 1998) and/or anti oxidative
(Sivarajah A et al 2009, Ganster F et al 2010) as well as stress oxidant features. In our study,
we paid attention to maintain constant body temperature in order to rule out the putative

effects of down metabolism on the kidneys.

Previous studies that have focused on hemodynamics after HS reported conflicting results.
Mok et al reported beneficial effect on hemodynamics as well as anti-inflammatory response
of endogenous H>S inhibition with PAG (pre and post treatment) in a non-resuscitated rat
model of hemorrhagic shock (Mok Y'Y et al 2004, Mok YY et al 2008). Conversely our group
(Ganster F et al 2010) and others (Chai W et al 2012, Bracht H et al 2012, Khodor 1 et al
2013, MorrissonML 2008, Gao C et al 2012) have reported beneficial hemodynamic effects

associated with anti-inflammatory response and increased survival rate in various
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experimental models of hemorrhagic shock treated with H>S donors. Whether retransfusion
and or fluid resuscitation after shock period have influenced the results is unknown. Therefore
in order to avoid the influence of post resuscitation hypotension induced by the hemorrhagic
shock we aimed at comparing H2S modulation on systemic and renal hemodynamics. For this
purpose, we adjusted the fluid resuscitation on MAP in all hemorrhagic groups (sham, H2S
donor and inhibitor) in order to avoid the interference of the systemic hemodynamics on the
microcirculatory cortical renal blood flow. One of the main results of our study is that
inhibition of endogenous H>S synthesis induced increased requirements of fluid to reach the
same systemic hemodynamic goal, suggesting an increased capillary leak in rats treated by
PAG. Our results support those of Issa et al who reported in a transfused but not fluid
resuscitated model of hemorrhagic shock a detrimental effect on endothelial function and pro-
inflammatory as well as pro oxidant stress responses when endogenous H>S synthesis was
inhibited by PAG. The endothelial dysfunction generated by the hemorrhagic shock and
aggravated by the endogenous H>S inhibition, leads to capillary leakage by increasing
endothelial permeability. This leakage causes the formation of capillaries oedema causing an
oxygen diffusion disorders and leads to tissue hypoxia. VEGF is a hypoxia induced
angiogenic factor (Lin et al 2011). VEGF and Ang-1 control the endothelial permeability, but
in the opposite way: VEGF (whose first name was vascular permeability factor) increases the
plasma leakage, whereas angiopoietin-1 it opposes as shown in Yancopoulos group (Ang-1
completely protects the animal from the VEGF entailed capillary leak.) (Thurston et al. 2000).
To measure the capillary leakage in kidney we have used the immuno-histochemistry method
for Albumin, VEGF (vascular endothelial growth factor) and angiopoietin-1 (Ang-1) dosages.
Our results demonstrate that endogenous H»S inhibition by PAG promotes hypoalbuminemia,
which reflect the renal leak state, and increase the capillary leak risks by reduction in Ang-1

protein. Ang-1 reduction by PAG induces loss of glomerular capillaries during HS. The
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decrease in renal Ang-1 protein was associated with marked reduction of VEGF protein in
kidney. As can be explained by Yuan et al, in a mouse model of anti-glomerular basement
membrane, the loss of glomerular capillaries is associated with decrease in endothelial
survival molecules VEGF and Ang-1, and up-regulation of Ang-2, an antagonist of Ang-1
(Yuan et al 2002). Therefore, we suppose that endogenous H>S may be essential to prevent
the kidney against loss of glomerular capillaries. However, NaHS treatments showed also a
significant reduction in renal VEGF expression after HS. Si et al explained the concomitant
reduction of vitreous VEGF content and gene expression following treatment with exogenous
H>S by a reduction in vascular permeability in retinas of STZ-induced diabetic rats (Si et al
2013). The reduction in renal VEGF protein after NaHS treatment in HS rats could be
associated with vessel regression and tends to be anti-angiogenic, so it could enhance
endothelial apoptosis. In our experimental model, PAG treatment is associated with
hypoalbuminemia, increased capillary permeability and especially decreased creatinine
clearance reflecting the impairment of renal function. Tripatara et al. reported, also, that the
irreversible inhibition of H>S by PAG increased the renal dysfunction caused by an
experimental model of IRI induced by bilateral renal occlusion by clamping the renal pedicles

in rats.

To the best of our knowledge no study reported the effects of H>S modulation on the
microcirculatory blood flow in HS. In our in vivo model, we controlled very strictly systemic
hemodynamics to avoid the consequences of systemic hemodynamic changes on renal cortical
microcirculatory blood flow. Compared to sham and H>S donors, inhibition of endogenous
H>S synthesis was associated to a decrease in renal microcirculatory blood flow and
worsening of renal function as well. HzS is an agonist of potassium-dependent ATP channels
and induces potassium efflux from the vascular smooth cells and in turn hyper-polarization

and vasodilation. One can speculate that inhibition of endogenous H>S with PAG (Khador | et
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al 2013, Zhao W et al 2001) may have limited the post ischemic vasodilation (by increasing
renal vascular resistances). Various findings support this concept (Szabo C et al 2007,
Lowicka E et al 2007, Pryor WA et al 2006): potassium-dependent ATP channel blockers
(sulfonylurea derivates — for example, glibenclamide) attenuated the H»>S-induced

vasodilation both in vivo and in vitro (Tang G et al 2005, Zhao W et al 2001).

The microcirculatory effects of H2S were reported both in liver (lipopolyssachride challenge
Norris et al 2013) and kidney (Zhu et al 2012) in rat with a vasoconstrictive effect on liver
sinusoidal microcirculation and vasodilation in peritubular cortical renal capillaries. Whether

the organ or the model influenced the results remains speculative.

Expression of H.S-producing enzymes was measured in kidney; this was associated with
marked reduction of CSE but not CBS expression after PAG treatment in HS. These results
confirm the normal effect of PAG such as CSE inhibitor and indicate that the deleterious
effect shown with PAG treatment on renal function most likely through the inhibition of CSE.
According to Bos et al., CSE is the most essential H.S-producing enzyme in the kidney, and
renal H>S-production was reduced by more than 90% in CSE-deficient mice (Bos et al.,
2013). However, Xu et al., reported that administration of PAG markedly reduced CSE
activity in the kidney, but did not affect renal H.S level (Xu et al., 2009). This result is
compatible with those shown by Xia et al., who conclude that both CBS and CSE were
functioning to produce H>S in the kidney and that the inhibition of CBS or CSE alone could
be compensated by the increase of the activity of the other enzyme in the H>S production (Xia
et al., 2009). In the other hand, treatment with exogenous H>S reduced CBS and CSE
expression in kidney of hemorrhagic shock rats. Our result indicated that H»S itself could
regulate expression of H.S-producing enzymes and there might be a negative feedback

regulation between circulating exogenous H>S and CSE/CBS genes expression. Ma et al in
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atherosclerotic-like lesions study in rabbits suggested that NaHS treatment decreased CSE
MRNA expression in femoral arteries by a negative feedback control of CSE activity (Ma et
al. 2012). Also, a negative feedback regulation in CBS/H»S pathway of NaHS treatment was
reported by Si et al. in both plasma and retinas of STZ-induced diabetic rats (Si et al 2013).
This negative control of H2S production could be the reason for the lack of effect of NaHS
shown in our study. Indeed, in our short term study (3 hours), additional infusion of NaHS
neither altered systemic hemodynamics and renal microcirculation nor renal function.
Exogenous H>S has no effect, also, on vascular permeability. This lack of effect on
hemodyanmics might also be explained in part by our study design (tight control of MAP
with fluid resuscitation with subsequent similar arterial renal blood flow). In a controlled HS
followed by retransfusion and fluid resuscitation in a long term model in pig Bracht et al
reported decrease in creatinine in animals treated with H.S donor (Na.S) and Drabek et al
reported an increase in creatinine in pigs treated with NaHS (Bracht et al 2012, Drabek et al

2011).

Finally, the HS-PAG group also presented with altered survival, this could be explained by
the renal microcirculation disturbance and renal dysfunction. In our model, the renal injury
resulting from hemorrhagic and reperfusion state, turn to a decompensate phase after
endogenous H»S inhibition and lead to animal hymodynamic death speculated by a
spontaneous decrease of MAP under 90 mm Hg despite fluid resuscitation. Issa et al have
been demonstrated also that PAG-treated from hemorrhagic shock rats had a MAP < 40 mm
Hg at the end of experiment and considered as equivalent to death. However, consequently to
our short term study, we are unable to show a survival improvement after exogenous H>S

administration in comparison of sham group.
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Study limitations

The present study has several limitations. By design, in order to mimic a realistic emergency
clinical situation, we used a single i.v. dose of NaHS. Indeed, given the potential harmful
effects of H2S on cytochrome ¢ and the lack of data pertaining to the ideal target dose in the
literature, we chose to infuse a single bolus dose of H>S as we already did in our previous
experimental study where we demonstrated beneficial effects of a single dose of 0.2 mg/Kg
just before retransfusion. Since a dose-response study was not performed, it is possible that
we may have missed toxic or beneficial potential effects of the hydrogen sulfide donor. In
addition, our model of HS should be considered as a short model, this may also influence the
development of renal failure, which could also be influenced by the fluid resuscitation.
Finally, and by design it was not possible to depict whether the microcirculatory changes were

related or not to the inflammatory response induced by HS.

Conclusion:

In a rat model of controlled hemorrhagic shock resuscitated with blood transfusion and
intravenous fluids to maintain MAP and RBF constant, inhibition of endogenous HzS by PAG
reduces renal cortical peritubular microcirculatory blood flow and is associated with renal
dysfunction and increased capillary leak syndrome by Ang-1 inhibition. Administration of
exogenous H>S donor has no influence on the renal cortical microcirculatory blood flow as

well as renal function.
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Tables:

Table 1 Hemodynamic measurements

MAP (mmHg)

HR (bat/min)

CBF (mL/min)

Groups
Time
CT (n=5)
NaCl (n=15)
NaHS (n=15)
PAG (n=10)
CT (n=5)
NaCl (n=15)
NaHS (n=15)
PAG (n=10)
CT (n=5)
NaCl (n=15)
NaHS (n=15)
PAG (n=10)

Before Shock Shock Reperfusion After Reperfusion
0’ 50’ 70° 150’ 240’
137 +8 136 + 12* 134 + 10* 126 + 5* 118 + 7*
120 +11 40+1 110+ 19 987 91+3
126 +13 40+2 121 +11 97 £ 10 95+7
139 +12 40+1 116 + 23 989 101 + 16
390 + 36.74 402 + 34.21* 402 £+ 34.21* 420 £ 21.21* 420 £ 36.74*
320 +47.66 264 + 47.03 298 +47.39 368 + 46.01 340 £ 59.64
328 + 40.04 270 + 46.75 302 + 46.01 354 + 39.61 350 + 44.88
363 + 43.47 321 +49.09 342 +75.10 390 + 63.25 360 + 64.81
28+1.97 2.04 £0.65 2.54+1.28 1.38 +£0.79 1.78 +1.03
1.87+1,24 0.39£0.23 1.51+0.75 1.43+0.67 2.14+1.39
1.99 + 0,92 0.37 £0.24 1.97 +1.27 1.25 +0.53 1.92+1.08
1.54 + 0.58 0.39£0.23 2.3+1.59 1.47 £ 0.59 1.675+0.89

Parameters: MAP, mean arterial pressure; HR, heart rate; CBF, carotid blood flow. Groups:

control group (CT), hemorrhagic shock-saline group (HS-NaCl), hemorrhagic shock-NaHS
group (HS-NaHS) and hemorrhagic shock-PAG group (HS-PAG).
*P <0.05, significantly different from CT group.
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Figure legends:

Figure 1: Renal blood flow (RBF). In control group (black circle), hemorrhagic shock (HS)-
saline group (white circle), hemorrhagic shock-NaHS group (black square) and hemorrhagic
shock-PAG group (white square) rats recorded during 240 minutes monitoring period. Data
are expressed as mean + SD of n =5 rats for CT group, n = 15 rats for HS-NaCl group, n = 15
rats for HS-NaHS groups and n = 10 rats for HS-PAG group. *P <0.05, significantly different

between HS-PAG vs. HS-NaHS and HS-PAG vs. CT

Figure 2: Vascular filling. The amount of intravenous Gelofusine® administrated to

maintain MAP constant since reperfusion phase until the end of the experience. Data are

expressed as mean + SD. *P <0.05, significantly different from HS-PAG.

Figure 3: Vascular permeability markers expression. Renal capillary permeability was
evaluated by IHC. Data are expressed as mean + SD. (A) Kidney VEGF expression*P <0.05,
significantly different from HS-NaCl group. (B) kidney Ang-1 expression *P <0.05,
significantly different from HS-NaCl ans CT groups. (C) kidney Albumin expression *P

<0.05, significantly different from CT group.

Figure 4: H2S enzymatic production. The two enzymatic pathway productions of H>S in
kidney were evaluated by IHC. Data are expressed as mean + SD. (A) Renal CSE expression
*P <0.05, significantly different from HS-NaCl and CT groups. (B) Renal CBS expression *P

<0.05, significantly different from HS-NaCl group.

Figure 5: Renal Cortical microcirculatory velocities (Vm). In control (black circle),

hemorrhagic shock (HS)-saline (white circle), hemorrhagic shock-NaHS (black square) and
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hemorrhagic shock-PAG (white square) groups. Data are expressed as mean £ SD of n =5
rats for CT group, n = 15 rats for HS-NaCl group, n = 15 rats for HS-NaHS groups and n = 10

rats for HS-PAG group. *P <0.05, significantly different from HS-PAG group.

Figure 6: Renal function: (A) Plasmatic creatinine, (B) Creatinine clearance and (C) Urine
Creatinine analyzed in the end of experiment. Data are expressed as mean + SD. *P <0.05,
significantly different between (A): HS-PAG vs. HS-NaHS and HS-PAG vs. HS-NaCl (B)

and (C): HS-PAG vs. all groups.
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Figures:
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Figure 4
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Figure 6:
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4. CONCLUSION

Cette étude expérimentale in vivo des mécanismes d’I/R suite a un choc hémorragique
retransfuse et controlé sur le plan hémodynamique par un remplissage vasculaire permettant
de maintenir la pression artérielle moyenne et le débit rénale constants indique que
I’inhibition de HoS endogeéne par le PAG, inhibiteur spécifique de la CSE, est délétere pour la
fonction rénale et passe par des mécanismes indépendants des variations hémodynamiques
macrocirculatoires. L’inhibition de la production endogéne de I’hydrogeéne sulfuré diminue
aussi les vitesses microcirculatoires péritubulaires corticales du rein et est associé a une
dégradation de la fonction rénale et a un syndrome de fuite capillaire majoré. L’étude in vitro
des marqueurs de la permeabilité endothéliale dans le rein par immunohistochimie (IHC),
montre que ’inhibition de I’H>S endogene par le PAG favorise le phénomene de la
perméabilité endothéliale par diminution du VEGF et de I’angiopoietine-1 (Ang-1). Ces effets
bénéfiques d’HoS endogene justifient d’autres expérimentations et passe probablement par
’activité enzymatique de CSE dans le rein.

Le bolus de NaHS, donneur d’H>S exogéne, est sans influence sur les vitesses
microcirculatoires péritubulaires rénales et sur la fonction rénale dans notre modéle
expérimentale. H>S exogéne montre un effet de rétrocontrole négatif sur I’activité de CSE
dans le rein et ceci pourrait expliquer I’effet neutre de 1’administration de NaHS sur la
fonction rénale.

Cette étude a mis en évidence le role vasculaire important de I'H2S endogéne dans la
protection contre les Iésions d’I/R induites par choc hémorragique. Dans la derniére étude de
ma thése nous avons essayé de mettre en évidence les rbles vasculaires, hémodynamiques,

systémiques et splanchniques de deux molécules proposées dans le traitement de la cirrhose.
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ETUDE 3:
Evaluation des effets hémodynamiques de la terlipressine et de la
noradrénaline sur ’hémodynamique splanchnique dans la cirrhose chez le

rat.
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1. LE SYSTEME PORTE

Le systéme porte est un systéme vasculaire unique de 1’organisme de par son réle et son
anatomie spécifiques. C’est un systéme comprenant ’ensemble des veines qui drainent le
sang veineux du tractus gastro-intestinal, de la rate, du pancréas et de la vésicule biliaire (cf.
Figure 31). Le sang drainé par ces visceres est amené vers le foie par la veine porte. En plus
du sang provenant par le systeme porte qui représente 70% de ’apport du flux sanguin
hépatique total, le foie regoit un deuxiéme apport sanguin par 1’artére hépatique et qui ne
représente que 30% de cet apport. Le sang portal est ensuite relié a la circulation systémique
via les veinules hépatiques et les veines sus-hépatiques. Le sang provenant des organes
digestifs est collecté par la veine mésentérique supérieure et la veine splénique qui s’unissent

pour former la veine porte.

Splenic
vein

Inferior
mesenteric
vein

Umbilical
vein

Superior
mesenteric
vein

Figure 31: Anatomie du systéme porte veineux
(Burroughs et al., 2011)

= La veine mésentérique supérieure recoit plusieurs affluents : les veines iléales, iléo-

coliques, coliques droites et coliques transverses, les veines gastriques et les veines
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duodéno-pancréatiques antéro-inférieures. Elle remonte dans le mésentere a droite de

I’artére vers le confluent porto-mésentérique au niveau duquel elle forme avec le tronc

spléno-mésaraique le tronc porte.

Le tronc spléno-mésaraique est composé de plusieurs veines :

- Laveine mésentérique inférieure qui draine le rectum et le sigmoide ainsi que la partie
ascendante du colon par les veines rectales supérieures, les veines sigmoides et les
veines coliques gauches respectivement.

- Laveine splénique qui draine la rate a partir du hile splénique ou elle recoit les petites
veines gastriques de I’estomac ainsi que les veines pancréatiques.

La veine porte est la continuité de la veine splénique et de la veine mésentérique
supérieure. Chez ’adulte, cette veine est dénuée de valves ce qui explique que le flux
veineux est déterminé par le gradient de pression dans le systeme porte. Ainsi une
obstruction au niveau de la veine porte, comme dans le cas de la cirrhose, peut entrainer
une augmentation du flux sanguin ainsi qu’une inversion du flux sanguin formant des
anastomoses entre le systeme porte et le systéme systémique spontanées dans les sites
suivants (cf. Figure 32) :

- Veines gastriques et veine cave supérieure

- Veine mésentérique inférieure et veine cave inférieure

- Veines paraombilicales et sus-cutanées

- Veines rétropéritonéales et veines cave et azygos
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Figure 32: Les sites des anastomoses porto-systémique dans la cirrhose
(Burroughs et al., 2011)
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1.1. Physiologie de la circulation splanchnique

Le volume sanguin splanchnique représente 30% de la masse sanguine totale (Granger,
Richardson et al. 1980). Ce volume sanguin est reparti en 30% de sang artériel pour 70% de
sang veineux. En moyenne, 25% du débit cardiaque est attribué au territoire splanchnique. La
circulation splanchnique se caractérise par des possibilités d'adaptation face a des situations
physiologiques (hyperhémie lors de la phase de digestion) ou pathologiques (cirrhose,
établissement d'une circulation collatérale, vasoconstriction lors des états de choc pour
préserver les organes nobles).

Chez le sujet sain, les variations hémodynamiques systémiques participent activement a
la régulation du flux splanchnique. La régulation du flux splanchnique est sous la dépendance
d’un systeme intrinseque et extrinséque. La régulation intrinséque comporte une modulation
du tonus artériolaire d’origine métabolique (vasodilatation) et un contrble myogénique
(vasoconstriction en réponse a une augmentation de la pression artérielle). La régulation
extrinséque comprend quant a elle 1’action vasoconstrictrice du systeme sympathique et
I’action de substances vaso-actives médiées par les récepteurs adrénergiques de type alpha et
béta. Ces systémes d’autorégulations sont comparables a ceux retrouvés au niveau rénal

(détaillé dans le chapitre II), mais d’efficacité moindre (Takala, 1996).

1.2. Ensituation pathologique

Dans des situations pathologiques et plus précisément dans le cas d’hypertension portale
induite par cirrhose, la circulation splanchnique perd son systeme de régulation a cause de la
vasodilatation systémique et splanchnique. L’augmentation des vasodilatateurs circulants
comme le NO, le glucagon et la prostacycline (PGI.) (Champigneulle et al., 1991 ; Lee et al.,
1992 ; Stark et al., 1992) induit un état d’hyporéactivité vasculaire dans le systéme porte.
Ainsi, I’inhibition de la NO ou de PGI; au cours de la cirrhose ou I’hypertension portale
inverse les effets vasodilatateurs sur la circulation systémique et splanchnique (Pizcueta et al.,
1992) et favorise la réactivité vasculaire aux vasoconstricteurs (Lee et al., 2001). La
diminution de la sensibilité aux vasoconstricteurs a été montré chez les patients avec cirrhoses
(Ryan et al., 1993), ainsi que chez les animaux dans des études in vivo (Finberg et al., 1981 ;
Kiel et al., 1985 ; Hartleb et al., 1994) et in vitro (Castro et al., 1993 ; Bomzon et al., 1987 ;
Sieber et al., 1992). Le phénoméne induisant cette hyporéactivité est mal connu. Les

difficultés a effectuer des études expérimentales chez I'nomme expliquent les lacunes
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concernant la physiopathologie de ce systeme. Afin d’expliquer les origines de cette
hyporéactivité face aux vasoconstricteurs, plusieurs études ont développé des modéles
d’hypertension portale pre- (PVL : portal vein ligation) et intra-hépatique (CBDL : common
bile duct ligation, CCly4 : carbon tetrachloride induced cirrhosis). Ainsi, I’hyporéactivité de
I’artére mésentérique supérieure spécifique du systeme adrénergique pourrait étre causée par
une régulation négative génétique ou par régression du nerf sympathique (Coll et al., 2008
and Coll et al., 2010). L’augmentation du taux des vasodilatateurs circulants, suite a une
endotoxemie associée a la cirrhose ou a I’hypertension portale, a été aussi montré comme la
principale cause de I’hyporéactivité vasculaire des rats avec une hypertension portale (Lee et
al., 2001 ; Castro et al., 1993 ; Claria et al., 1992).

Malgré cette hyporéactivité aux vasoconstricteurs, la terlipressine (TP) reste le premier
traitement pharmacologique au cours des complications de la cirrhose. Réecemment, la
noradrénaline (NE) a été proposée comme alternative sécurisee et efficace dans le traitement

du syndrome hépatorénal (SHR).

2. LA TERLIPRESSINE

2.1. Historique

La terlipressine a été approuvée au début des années 1980 en Allemagne pour le
traitement des patients atteints d'hémorragie des varices cesophagiennes. Les produits
contenant de la terlipressine ont été commercialisés en Europe, en Amérique du Sud et en
Asie pour le traitement de I'hémorragie des varices cesophagiennes. La terlipressine est
également approuvee pour le traitement du SHR en France, Inde, Irlande, Mexique, Portugal,

Corée du Sud, Taiwan et Espagne.

2.2. Pharmacologie

La vasopressine endogene est une arginine-vasopressine (AVP), un nanopeptide avec de
l'arginine en position 8 (cf. Figure 33). La lysine-vasopressine (LVP) est un peptide
vasopresseur du porc avec de la lysine en position 8. La terlipressine est un analogue
synthétique de la lysine-vasopressine. La TP agit comme un pro-médicament pour la lysine-
vasopressine (acetate de N-alpha-triglycyl-8-lysine vasopressine). Cette substance est

composée de 3 résidus glycyl et de lysine vasopressine, qui est biologiquement inactif sous
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cette forme. La durée d'action de la terlipressine est plus longue que la vasopressine et est due
a un clivage enzymatique progressif des 3 résidus glycyl N-terminaux de la terlipressine par
diverses endopeptidases au niveau du rein, ce qui entraine la libération progressive de la LVP,
métabolite pharmacologiquement actif (Vosmik et al., 1977 ; Valla et al., 1985). La TP est
considérée comme un puissant vasoconstricteur systémique et splanchnique via le récepteur
V1 de la vasopressine.

Il'y a quatre récepteurs connus qui se lient avec une affinité importante a la vasopressine

V1a: (vasopresseur), V1b (hypophyse), V2 (rénale) et OT (ocytocine; utérine). Les récepteurs
V1a sont exprimés dans le foie, le muscle lisse vasculaire, le cerveau et dans de nombreux
autres tissus. Dans le systeme vasculaire, les récepteurs VV1a induisent une vasoconstriction en
réponse a la liaison de la vasopressine. Les récepteurs V1b dans I'hypophyse antérieure
stimulent la libération de I'ACTH par I’AVP tandis que les récepteurs V2 se trouvent dans le
tube collecteur du rein ou ils favorisent I'action antidiurétique de I'AVP. Les récepteurs
d'ocytocine (OT) sont exprimés dans I'utérus, la glande mammaire, l'ovaire et dans plusieurs
autres tissus. Les récepteurs OT provoquent la vasoconstriction des vaisseaux utérins.
Dans les complications de cirrhose, 1’effet recherché de la terlipressine est la stimulation des
récepteurs V1a qui sont exprimés a la surface des cellules musculaires lisses artérielles
splanchnique (Moreau et al., 2006). L’engagement des récepteurs Vla induit une
vasoconstriction artériolaire splanchnique tres marquée, ce qui entraine une augmentation du
volume artériel, augmentation de la pression artérielle et la normalisation des systéemes
vasoconstricteurs endogenes aboutissant a une amélioration du débit sanguin rénal et
rétablissement de la fonction rénale.

Ainsi, en raison de sa durée d’action plus longue (jusqu’a 8 heures, par rapport a la
durée d’action de quelques minutes de 1’arginine vasopressine ou de la lysine vasopressine a
dose équivalentes), a son activité surtout V1 vasopressine et a son absence d’effet
antidiurétique, cette molécule est utilisée dans les situations cliniques ou l’on recherche

surtout un effet vasoconstricteur splanchnique.

H-Gly-Gly-Gly-Cys-Tyr>-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro%-Lys-Gly-NH;

Free Base
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Figure 33: La structure chimique de la terlipressine
(Kumar et al., 2010)

2.3. Effets hémodynamiques de la terlipressine

Plusieurs études ont été effectuées afin de déterminer les effets hémodynamiques de la
terlipressine. Cliniguement, les perturbations hémodynamiques chez les patients avec une
cirrhose et HTP se résument en une circulation hyper dynamique avec une augmentation du
débit et de la fréquence cardiaques, ainsi qu’une diminution de la pression artérielle moyenne
et des résistances vasculaires (Bosch et al., 1992 ; Moller, 1998). Ceci est secondaire a une
vasodilatation périphérique artérielle et splanchnique, aboutissant a une diminution du volume
effectif de sang circulant et donc de la pression artérielle centrale et provoquant 1’activation
des systémes regulateurs. La TP induit une vasoconstriction artériolaire responsable d’une
baisse de la pression porte et une augmentation significative de la résistance vasculaire
systémique, de la pression artérielle moyenne et des pressions auriculaires droites et
pulmonaires, ainsi qu’une diminution significative du débit et de la fréquence cardiaques
(Escorsell et al., 1997 ; Moller et al., 2000).

La terlipressine entraine une diminution de la pression hépatique bloguée et du gradient
de pression hépatique en induisant une vasoconstriction artériolaire splanchnique, ce qui
reflete la diminution de la pression porte (Freeman et al., 1988 ; Vachiery et al., 1996). Les
différentes études ont montré une diminution entre 16 et 32% du gradient de pression

veineuse hépatique (Pockros et al., 1986 ; Valla et al., 1985 ; Freeman et al., 1988). Plusieurs
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données ont associé un traitement vasodilatateur (dérivés nitrés) a la vasopressine ou a la
terlipressine chez les patients atteints de cirrhose en raison des effets secondaires décrits,
comme une HTA, une bradycardie ou une ischémie myocardique (Groszmann et al., 1982 ;
Moreau et al., 1992 ; Levacher et al., 1995).

Les modeles expérimentaux utilisés, pour les maladies touchant le foie avec une hypertension
portale induite ou une cirrhose, sont généralement considérés comme des modeles pour les
maladies hépatiques en phase terminale. Le dysfonctionnement de la circulation splanchnique
ressemble a celui observé chez les patients atteints de la maladie du foie et les changements
dans la manipulation du sodium et de I'eau par les reins sont similaires a ceux observés dans
un stade tardif chez les patients atteints d’'un SHR. Dans ces modeles, la TP diminue la
pression de la veine porte et du débit sanguin artériel mésentérique supérieur, et induit
l'augmentation de la pression artérielle moyenne et la résistance périphérique totale (Lee et
al., 2001; Chang et al., 1999 ; Bernadich et al., 1997 ; Huang et al., 1997). Un effet
cardiodépressif (diminution du rythme et du débit cardiaque) a également été observé (Chang
etal., 1999 ; Huang et al., 1997).

La TP donnée pendant la phase hémorragique était moins efficace que lorsqu'elle est
administrée pendant un état stable de I'nypertension portale expérimentale ou une cirrhose
(Lee et al., 2001). Cette hyporéactivité splanchnique a été associée a une surexpression
constitutive de NO synthétase et cyclo-oxygénase 1 dans l'artéere mésentérique supérieure et
une augmentation de la libération de glucagon due a la rétention de sang dans I'estomac. Bien
que la réponse splanchnique ait été diminuée pendant les hémorragies, les réponses
systémiques a la terlipressine (augmentation de la pression artérielle moyenne et diminution

du débit cardiaque) ont été maintenues.

2.4. Au cours des hémorragies digestives

L’efficacité du traitement avec la terlipressine a été montrée en comparaison aux
differentes modalités thérapeutiques pour I’hémorragie digestive (loannou et al., 2001):
tamponnade par ballon (Fort et al., 1990 ; Garcia et al., 1997), traitement endoscopique
(Escorsell et al., 2000), ou traitement pharmacologiques (octréotide, somatostatine (Feu et al.,
1996 ; Walker et al., 1996), vasopressine). Ces études indiquent que la terlipressine est

considérée comme le traitement le plus efficace en premiére intention pour traiter
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I’hémorragie digestive et éviter les récidives hémorragiques chez les malades atteints de

cirrhose pour réduire la mortalité et la durée de I’hospitalisation.

2.5. Au cours du syndrome hépato-rénal

Il s’agit d’une insuffisance rénale aigu€, fonctionnelle qui se développe chez des
malades ayant une insuffisance hépatique avancée sur une cirrhose décompensée (Moreau et
al., 2002). L’insuffisance rénale est due a une vasoconstriction rénale secondaire a une
hyperactivité du systéme vasoconstricteur. L’activation du systéme vasoconstricteur est la
conséquence d’une vasodilatation artériolaire splanchnique résultante de 1’hypertension
portale au cours de la cirrhose (Moreau et al., 2006). En fait, les substances qui sont produites
en exces (noradrénaline, angiotensine I1) pendant la rétention hydro-sodée sont non seulement
anti-natriurétiques mais aussi vasoconstrictrices pour les artérioles extra-splanchnigues,
rénales et « non rénales ». Il en résulte une vasoconstriction intense dans la circulation rénale
et dans d’autres territoires a 1’exception du territoire splanchnique qui reste trés « dilaté ».
Plusieurs études cliniques ont évalué les effets de la TP sur des patients atteints par un SHR.
Ces études ont montré la réversibilité du SHR avec cette thérapeutique, en améliorant la
diurese ainsi que la clairance de la créatinine (Hadengue et al., 1995). La TP augmente la
filtration glomérulaire sans effets secondaires (Hadengue et al., 1998). Par ailleurs elle
diminue la concentration de la rénine et de I’aldostérone plasmatique et augmente la
concentration plasmatique de la vasopressine. La TP augmente la chance de survie avant une
transplantation hépatique, chez les patients atteint d’un SHR avec une amélioration
significative de la fonction rénale et de I’hémodynamique systémique (Solanki et al., 2002 ;
Moreau et al., 2002).

Le traitement combiné de la terlipressine avec 1’albumine a abouti a une amélioration
significative de la fonction rénale, une augmentation de la concentration plasmatique de
sodium, de la pression artérielle, de la pression veineuse centrale ainsi qu’une suppression de
I’activité du systéme rénine angiotensine et sympathique, plus important qu’avec la
terlipressine seule (Ortega et al., 2002). L’albumine semble donc améliorer de fagon
significative les effets bénéfiques de la TP lorsqu’elle est combinée a ce dernier traitement.
L’efficacité¢ de la TP sur les modeles expérimentaux n’a pas encore ¢té testée a cause du
manque de modele animal qui produit tous les signes pathologiques du SHR observés chez

I’homme.
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Des études randomisées suggerent que l’administration de noradrénaline est aussi
efficace que celle de terlipressine pour améliorer la fonction rénales es malades avec un SHR
(Alessandria et al., 2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh et al., 2012 ; Gosh et al., 2013).

3. LA NORADRENALINE

Parmi les vasoconstricteurs proposes pour le traitement des complications de la cirrhose,
la NE a été proposée par quelques études effectuées chez I’homme (Duvoux et al., 2002 ;
Alessandria et al., 2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh et al., 2012 ; Gosh et al., 2013) ou chez
le rat (Coll et al., 2012 ; Chang et al., 2005) comme une molécule efficace pour moderer
I’hypertension portale. L.’avantage de cette molécule est qu’elle posseéde des effets différents
suivant les tissus. Au niveau des vaisseaux, 1’effet de cette molécule est déterminé selon la
balance entre les effets vasoconstricteurs a-adrénergiques et vasodilatateurs [-adrénergiques
(cf. Tableau 3). Ainsi, en cas d’hypertension portale, on observera une vasoconstriction
périphérique et une vasodilatation au niveau splanchnique diminuant la pression au niveau de
la veine porte. La stimulation des récepteurs o-adrénergiques par la NE résulte en une
vasoconstriction artériolaire splanchnique qui pourra normaliser la redistribution du volume
sanguin artériel et maintenir la perfusion des organes extra-splanchniques, essentiellement le
rein. Par contre, D’activit¢é o-adrénergique prédominante de la NE induisant une
vasoconstriction artériolaire afférente suite a la stimulation du récepteur o1 adrénergique
pourrait étre aussi la cause d’une aggravation de I’hypoperfusion rénale. Ces effets
contradictoires théoriques de la NE ont été la cause dans I’abstention de [’utilisation
thérapeutique de cette molécule. Sur le plan pratique, une amélioration de la circulation et de
la fonction rénale a été montré dans des études cliniques par 1’augmentation de la PAM et de
la clairance de la créatinine et la diminution de I’activité du systéme rénine angiotensine chez
des patients atteints par SHR 1 (Duvoux et al., 2002 ; Sharma et al., 2008 ; Singh et al., 2012)
et SHR 2 (Alessandria et al., 2007 ; Ghosh et al., 2013). L’amélioration de la perfusion rénale
décrite aprés un traitement avec la NE refléte une diminution de la pression porte et une
normalisation du débit sanguin splanchnique. Ces effets sur le territoire splanchnique a été
mise en évidence dans des modeles expérimentaux d’hypertension portale avec ou sans
cirrhose. Ainsi, la NE induit une diminution du débit sanguin de 1’artére mésentérique et

portale (Coll et al., 2012).
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A Tinverse des effets cardiodépresseurs de la TP, la noradrénaline interagit avec les
récepteurs Bl pour augmenter la fréquence cardiaque (action chronotrope positive) grace a la
diminution de la période de dépolarisation diastolique, et pour augmenter la force de
contraction du cceur (action inotrope positive) par une action ventriculaire. Bien que cette
molécule entraine une vasoconstriction artérielle périphérique a-adrénergique, 1’affinité pour
les récepteurs B2 (et B1 et B3) de I’adrénaline provoque la dilatation des vaisseaux sanguins
du cceur, du cerveau et des muscles squelettiques. Ceci provoque une diminution de la
pression diastolique par chute de la résistance vasculaire. Cependant, la pression moyenne est
peu modifiée et le débit cardiaque augmente grace a 1’augmentation de la fréquence

cardiaque.

Type de
Tissu cible recepteur Réponse obtenue
Foie i Glycogenolyse, lipolyse, néoglucogenése.
Tissu adipeux i3 Lipolyse
Muscles squelettiques B2 Glycogénolyse.
Pancréas 2 Ciminution de la secretion dinsuline
B Augmentation de la sécrétion d'insuline

Systéme cardiovasculaire i Augmentation de la fréquence cardiague,
de la contractibilité, de la vitesse de
conduction.

o Wasoconstriction.

Ba Vasodilatation des arténoles des muscles
squelettiques, des artéres coronaires et
de toutes les veines.

Muscles bronchiques B Relaxation.
Tractus gastrointestinal Ba Dirminution de la contractibilité.
Vessie o Contraction des sphincters.

1 Relaxation du muscle detruseur.
Uterus o Contraction.

1 Relaxation.
Organes génitaux males o Ejaculation, détumescence.

1 Erection?
ey o Contraction du muscle radial.

1 Relaxation du muscle ciliaire.
Systéme nerveux central o Stimulation.
Peau o Piloérection, production de sueur.
Sécrétion de rénine i Stimulation.

Tableau 3: Effets des catécholamines en fonction du tissu concerné
(Hedge et al., 1987)
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4. OBIJECTIFS DE L’ETUDE

Chez les patients cirrhotiques, I’HTP est associée a des complications graves, comme
I’hémorragie des varices cesophagiennes et le syndrome hépatorénal (SHR). Le but du
traitement du SHR est d’augmenter le débit rénal soit indirectement par vasoconstriction
splanchnique ou directement par une vasoconstriction rénale. Suite a une vasoconstriction
artérielle bien marquée sur les territoires splanchniques, le traitement avec des molécules
vasoconstrictrices est 1’alternative pharmacologique la plus adoptée avant une transplantation
hépatique, qui reste le traitement de choix. Dans ces conditions, la Terlipressine (TP) est le
médicament le plus approprié avec le moins d’effets secondaires, en particulier dans le SHR
de type 1. A I’inverse de la Noradrénaline (NE), la TP n’est pas disponible dans plusieurs
pays et est colteuse. Des études récentes ont montré une réversion du SHR avec la NE.
Cependant les effets hémodynamiques splanchnique de la NE sont mal connus en particulier
son effet sur la pression portale dans le contexte de la cirrhose.

Dans notre étude expérimentale nous avons reproduit le modéle d’hypertension portale intra-
hépatique sinusoidale avec cirrhose biliaire induite par une ligature et ponction du canal
cholédoque (BDL) chez le rat. 4 semaines apres la procédure chirurgicale, les rats sont
répartis en quatre groupes, dont deux groupes BDL et deux groupes SHAM qui se divisent
selon le traitement subi (TP ou NE). In vivo, I’étude des paramétres hémodynamiques
(pression artérielle moyenne, fréquence cardiaque, débit carotidien, débit de [D’artere
mésentérique supérieure et pression de la veine porte) et in situ la réactivité vasculaire de la
veine porte, de I’artére mésentérique, de la carotide et de la veine cave sont réalisées dans le
but de :

- Evaluer les effets hémodynamiques de la TP au niveau systémique et splanchnique.

- Evaluer les effets hémodynamiques de la NE au niveau systémique et splanchnique, et

plus précisément les effets sur ’HTP.

- Comparer le traitement avec la NE a celui de référence, la TP, et leurs effets sur

I’amélioration de I’hypertension portale.

- Decrire la réactivité vasculaire de la veine porte et de I’artére mésentérique dans notre
modele face aux deux vasoconstricteurs.

- Déterminer la relation entre les effets circulatoires sur 1’hypertension portale et la
réactivité vasculaire du territoire splanchnique en présence de ces deux

vasoconstricteurs.

160




5. ARTICLE : “Systemic and splanchnic hemodynamic effects and splanchnic

vascular reactivity of Terlipressin vs Noradrenaline in cirrhotic rats ”

Systemic and splanchnic hemodynamic effects and splanchnic
vascular reactivity of Terlipressin vs Noradrenaline in cirrhotic

rats

Abstract:

Introduction: Vasoconstrictor drugs used for portal hypertension complications aims at
decreasing portal pressure. However, several factors related to cirrhosis could limit the use of
these drugs. The purpose of the present study was to compare the effects of the two most used
vasoconstrictors in cirrhosis complications, terlipressin (TP) and norepinephrine (NE), on
hemodynamic and vascular reactivity of common bile duct-ligated (BDL) cirrhotic rats.

Methods: Studies were performed 4 weeks after the onset of BDL on Sprague Dawley
rats. Measure mean arterial pressure (MAP), carotid blood flow (CBF), heart rate (HR),
superior mesenteric arterial blood flow (SMABF) and portal vein pressure (PVP) were
continuously monitored after increasing incremental doses infusion for TP and NE groups
(0.5; 1; 2; 3; 4 pg/kg/min and 10; 20; 30; 40; 50 pg/kg/min respectively). Vascular reactivity
of portal vein, mesenteric artery, carotid and vena cava was studied on a wire myograph to
determine the concentration-response curves of NE (108 M to 5 10> M) and vasopressin (10
M to 310° M).

Results: Drugs infusion in vivo cirrhotic animals showed that TP and NE increase mean
arterial pressure with different effects on splanchnic hemodynamics. NE increases the portal

venous pressure, at low doses, and is more efficient than vasopressin on the portal veins of
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cirrhotic rats in vitro. Forevermore, the mesenteric arteries were hyporeactive to NE but not
vasopressin. However TP significantly reduces the mesenteric artery blood flow and the portal
vein pressure. In addition, the affinity of portal vein receptors to vasopressin agonist in

cirrhotic animals is significantly higher in comparison to NE.

Conclusion: TP treatment is more potent than NE in cirrhotic rats and have the
advantage to reduce the variceal bleeding risk associated with cirrhosis in comparison to

adrenergic drugs.

Keywords: cirrhosis, portal hypertension, terlipressin, vasopressin, norepinephrine, vascular

reactivity, splanchnic circulation, variceal bleeding.
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Introduction:

Pathophysiological disturbances of portal hypertension are related to serious clinical
complications such as the formation and rupture of esophageal and/or gastric varices, ascites,
hepatic encephalopathy and hepato-renal syndrome. The most frequent cause of portal
hypertension is liver cirrhosis. In cirrhosis, the primary factor leading to increase in portal
pressure is an enhanced resistance to portal blood flow. The increased intra-hepatic resistance
is the result of the disruption of the liver architecture and the increase of the hepatic vascular
tone (Orrego et al., 1979; Gupta et al., 1998). However, also an increase in splanchnic blood
flow aggravates portal hypertension (Rodriguez-Vilarrupla et al., 2007). The increase in
splanchnic blood flow is secondary to a marked arterial splanchnic vasodilation and the
opening of collateral circulation (Tsai MH., 2007). Systemic and splanchnic vasodilation is
mediated by the local release of potent vasodilators, of which the most important is nitric
oxide (Benoit et al., 1984) and/or vascular hyporeactivity to vasoconstrictors. The impaired
reactivity to vasoconstrictor systems, such as the sympathetic nervous system (Heller et al.,
1999), vasopressin, angiotensin Il and endothelin-1, has been demonstrated in patients with
cirrhosis (Ryan et al., 1993) and in the mesenteric vascular bed of portal hypertensive and
cirrhotic animals in vivo (Finberg et al., 1981; Kiel et al., 1985; Castro et al., 1993; Hartleb et
al., 1994) as well as in vitro preparations (Castro et al., 1993; Bomzon et al., 1987; Sieber et
al., 1992a,b). A downregulation or a decreased affinity of the receptors for vasoconstrictors
may explain the sustained systemic and splanchnic vasodilation that occurs despite the reflex
secretion of vasoconstrictor hormones. Splanchnic vasodilation is responsible for the onset of
the hyperdynamic circulatory syndrome. The latter is characterized by increased plasma
volume, cardiac output and heart rate, and decreased systemic vascular resistance with low

arterial blood pressure (Belendis et al., 2001; Garcia-Tsao et al., 2003).
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Several therapeutic strategies for portal hypertension complications aim at decreasing portal
pressure by reducing portal inflow. Among these medical treatments, vasoconstrictor drugs
showed remarkable results. VVasoconstrictors counteract the splanchnic arterial vasodilation by
improving splanchnic and systemic vasoconstriction, increasing the effective circulation
volume and, in turn, renal perfusion (Narahara et al., 2009; Hasper et al., 2011). VVasopressin
and its analogue terlipressin (TP) are the most widely utilized vasoactive drugs to control
active esophageo-variceal bleeding (Gimson et al., 1986; Walker et al., 1986), since they
effectively reduce portal pressure and portal blood flow (Merkel et al., 1988). Terlipressin, a
long-acting synthetic vasopressin analogue, acts via V1a receptors and causes splanchnic and
systemic vasoconstriction. Terlipressin have the favourable advantage of reducing side effects
(Lebrec 1994). However, terlipressin is not available in many countries and therapy is
expensive. By contrast, it was suggested that apha-adrenergic drugs such as norepinephrine
may be also effective in the treatment of cirrhosis complications especially in HRS (Duvoux
et al., 2002). Clinical trials compared NE treatment to that of TP indicate that both drugs are
safe and effective in improving renal functions in patients with HRS (Alessandria et al.,
2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh et al., 2012 ; Gosh et al., 2013). Norepinephrine would
have the potential advantage of wider availability and of lower costs. In the other hand, the
hyporeactivity to vasoconstrictors shown in portal hypertension could decrease the efficacy of
these pharmacological drugs. This phenomenon cannot be assessed in human studies;
experimental models of PHT are considered acceptable models for end stage liver disease and
allow comprehensive study of physiopathological questions.

Thus, the main aim of this paper was to compare the hemodynamic and splanchnic effects of
terlipressin and norepinephrine administrated separately and continuously throw intra-venous
catheter in an experimental model of sinusoidal intra-hepatic portal hypertension with

cirrhosis (bile duct ligation). In order to evaluate the vascular hyporeactivity to
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vasoconstrictors, we assessed the in vitro reactivity of the portal vein and mesenteric artery in

the presence of NE and TP.
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Materials and methods:

The animal protocol was approved by the regional animal ethics committee (CREEA-
Nantes, France). The experiments were performed in compliance with the European

legislation on the use of laboratory animals.

Animal model:

Adult male Sprague Dawley rats, weighing 277 + 27 g, were housed with 12-hours
light/dark cycles in the animal facility of the University of Angers (France).
Common bile duct ligation (CBDL)-induced liver cirrhosis was used as the portal
hypertension experimental model. As previously reported (Lee et al., 1986), CBDL operation
was performed under anesthesia with 2% isoflurane delivered in oxygen. The common bile
duct was exposed through a midline abdominal incision, and then doubly ligated with 3-0 silk.
The first ligature is made below the junction of the hepatic ducts. The second is made above
the entrance of the pancreatic ducts. The ligatures were tightened, and the portion of the bile
duct between the two ligatures was transected to avoid repermeabilization. The sham-operated
group (n=10) had the common bile ducts isolated without ligation or cut. The incision was
closed, and the animals were allowed to recover. Further experiments were carried out 4
weeks post surgery. Rats were placed in metabolic cages for urine samples. Blood and urine
are collected for the biochemical analysis. Rats that had not overt macroscopic cirrhosis were

rejected from study.

Hemodynamic studies:

Hemodynamic studies were performed 4 weeks after surgical procedure. Animals were
anesthetized with intraperitoneal pentobarbital (50 mg/kg of body weight) and placed on a

homeothermic blanket system to maintain rectal temperature between 36.8°C and 37.8°C
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throughout the experiment. After a local anesthesia with lidocaine 1% (Lidocaine® 1 % Astra
Zenecca), a tracheotomy was performed. Animals were mechanically ventilated (Harvard
Rodent 683 ventilator, Harvard Instruments, South Natick, MA) and oxygen was added in
order to maintain a PaO above 100 mmHg. The left carotid artery was exposed, and a transit-
time ultrasound flow probe of 2.0 mm (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) was attached to
continuously measure carotid blood flow (CBF). A second transit-time ultrasound flow probe
was attached to superior mesenteric artery to measure the superior mesenteric artery blood

flow (SMABF).

After a local anesthesia, the left femoral artery was canulated both to measure mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR). The homolateral femoral vein was canulated for
fluid maintenance. The right femoral artery was also canulated to continuously perfuse drugs
(terlipressin, or norepinephrine). A fourth catheter was introduced from ileocolic mesenteric

artery to reach portal vein for portal vein pressure (PVP) measurement.

Group randomization:

This prospective experimental study randomly allocated rats in 4 groups: Sham +
norepinephrine (Sham+NE, n=5), Sham + terlipressin (Sham+TP, n=5), BDL +

norepinephrine (BDL+NE n=10) and BDL + terlipressin (BDL+TP, n=10).

Drugs perfusing and experimental model (Figure 1):

After initial 10 minutes stabilization, all rats received the same amount of gelatine
(Gelofusine® 4%, B. Braun Medical, Boulogne, France) in order to compensate the fluid loss

due to surgical procedure. 10 minutes prior, continuous drug infusion was started via the right
femoral arterial catheter connected to syringe pump (Harvard Apparatus 22). Drugs infusion

rate was gradually elevated every 20 minutes for terlipressin groups and 10 minutes for
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norepinephrine groups (0.5; 1; 2; 3; 4 pg/kg/min and 10; 20; 30; 40; 50 pg/kg/min
respectively). Rats were continuously monitored for heart rate (HR), MAP, carotid blood flow
(CBF), superior mesenteric artery blood flow (SMABF) and portal vein pressure (PVP) until
the end of experiment. Maintenance of fluid was performed with a perfusion of a rate of 0.2
mL every 10 minutes of 0.9% NaCl per hour in all groups. At the end of the experiments,

animals were sacrificed with a lethal dose of pentobarbital.

In vitro myogenic reactivity study

Vascular reactivity of vessel rings was studied on a wire myograph (Danish Myo
Technology, Arhus, Denmark) as previously described (Mulvany and Halpern, 1977). 4
weeks after BDL induction, rats were sacrificed by CO> gas inhalation. Vessel segments
(carotid artery, vena cava, mesenteric artery and portal vein) was dissected carefully from rats
and kept cool (5 — 15°C) in physiological salt solution (PSS). Ring segments, 2 mm in length,
were mounted between two stainless-steel wires at 37°C in 3 mL organ baths containing PSS
with the following composition (in mM): 130 NaCl, 3.7 KCI, 14.9 NaHCOs;, 1.2
MgSO4-7H20, 5.0 N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethylsulfonic acid (Hepes), 1.6 CaCly,
1.2 KH2POg4, and 11 glucose. The Ph of the PSS was adjusted to 7.4 with NaOH (1M), and the
solution was continuously bubbled with 95% O, and 5% COs..

One wire was attached to a fixed support, while the second wire was connected to a moveable
holder supporting a tension transducer (Grass FT.03; Grass Instruments, Quincy, Mass.) so
hat isometric force measurements could be recorded on a physiograph (Grass SD90). The
vessels were equilibrated at an internal circumference for which the wall tension was about 1
mN/mm for veins, 1.5 mN/mm for mesenteric artery and 4 mN/mm for carotid. The artery
segments were allowed to recover for 45 min, during which time the PSS was replaced at 15-

min intervals. Following this recovery period, three successive contractions in response to
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KCI were used to test the maximal contractile capacity of the vessels. After 20-min washout
period, the presence of a functional endothelium was assessed by applying ACh (10 uM) in
arteries precontracted with PE (10 uM). After 20-min washout period, concentration-response
curves to NE (sigma) were elicited by cumulative administration of this vasoconstrictor
agonist (10® M to 5 10 M). Successively washout period until reaching baseline value is
carried out carefully in 20 minutes to completely remove the previous molecule. Then vessels
were exposed to increasing incremental concentration of vasopressin (10° M to 3 10° M).
Vasopressin was used in the in situ study because it is the active form of terlipressin. After a
latest 20 minutes washout period, a calcium dose-response curve was obtained by increasing

concentrations of Ca?* (0.1 mM to 1.6 mM).

Statistical Analysis:

Data were analysed in GraphPad Prism 4.0 Software. For repeated measurements,
one-way analysis of variance was used to evaluate within-group differences. Difference
between groups was tested using a two-way analysis of variance (repeated time measurements
and treatments as independent variables). When the relevant F values were significant at the
5% level, further pairwise comparisons were performed using the Dunnett’s test for the effect
of time and with Bonferroni’s correction for the effects of treatment at specific times. The
Quantitative data were compared with the Kruskall-Wallis test or Wilcoxon test as
appropriate for inter-group comparisons. All values are presented as mean + SD for n
experiments (n representing the number of animals). An associated probability (p value) of

less than 5% was considered significant.
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Results

Table 1 depicts the biochemical analysis obtained 4 weeks after the onset of BDL in
order to assess the liver dysfunction and hyperdynamic circulation in our experimental model
of portal hypertension induced by BDL in rats. Rats showed a significant increase in serum
biliribin, aminotransferases (ALAT ASAT) and alkaline phosphatise. Our rats showed also a

decrease, but not significant, in creatinine clearance level (p > 0.05).

All studies (in vivo and in vitro) were performed after 4 weeks after the onset of BDL.:

Study 1. In order to evaluate the specific vasoconstrictor effect of such dose of
terlipressine and norepinephrine on systemic and splanchnic territories out of pressure
variations, we tried in this study to develop equivalent doses that produce the same effect on
MAP. After preliminary studies of doses-responses curves, we were able to produce a uniform
hypertensive effect with increasing incremental concentrations of the two drugs, terlipressin
and norepinephrine (0.5; 1; 2; 3; 4 pg/kg/min and 10; 20; 30; 40; 50 pug/kg/min respectively).
Therefore, by design of our study, there are no significant differences between the MAP of the
4 groups and the same drug concentrations have identical effect on cirrhotic rats and sham
operated rats (Fig.1). The maximal effect of TP on MAP was observed at 20 minutes after
start infusion, therefore we changed doses every 20 minutes. However, NE showed a faster

response effect than TP, for this its doses increased every 10 minutes.

As expected, cirrhosis induces a spontaneous increase in CBF (baseline values) in comparison
with sham operated rats. The lowest dose of terlipressin and the norepinephrine (0.5 and 10
pg/kg/min, respectively) reduce the increase in CBF shown by cirrhosis (- 44.6 + 10.5 % and
- 28.3 £ 29.2 %, P < 0.005 respectively). Increasing doses of TP and NE further reduce CBF

in two groups without significant differences between groups, results are given in Fig.2.

170




As we can see from Figure 3, NE causes significant increase in HR with the first dose in
BDL+NE and SHAM+NE groups (11.2 £ 6.6 % and 24.4 + 3.9 %; P < 0.05 respectively) and
maintains the HR elevated with the highest doses. In the other hand, the lowest dose of TP
reduces the HR in BDL+TP and SHAM+TP groups (-1.8 = 6.1 % and -3.1 + 3.8 %; P > 0.05
respectively), and highest doses further decrease the HR in comparison to baseline values in
BDL+TP group as well as SHAM+TP group (at 1 pg/kg/min: -14.1 + 15.9 % and -6.2

3.1%; P < 0.05 respectively).

According to Fig.4, all groups drop their SMABF with NE as well as TP. However, TP
significantly decrease the SMABF with doses 1 and 2 compared to NE (ANOVA p = 0.002).
The lowest dose of NE tested, had no significant effect on SMABF in BDL+NE and

SHAM+NE groups (1.5 £ 15.3 % and 3.7 £ 22.6 %; P > 0.05 respectively).

PVP of BDL rat groups started significantly higher compared to SHAM operated rat groups
as illustrated by Fig.5. The lowest dose of NE significantly increased the PVP in BDL and
SHAM groups (24.4 £ 12.3 % and 19.2 + 11.2 %; P < 0.05, respectively), however equivalent
dose of TP significantly decreased the PVVP in BDL and SHAM groups (- 16.9 £ 5.8 % and —

16.3 + 8.5 %; P < 0.05, respectively).

Study 2: In comparison with SHAM+NE group, NE had no significant effect on portal
veins, mesenteric arteries, carotids and vena cava of cirrhotic rats with all doses. However,
vasopressin (AVP) significantly increased the portal veins of BDL rats group compared to

SHAM rats group with no effects on mesenteric arteries, carotids and vena cava (Fig.6).

Both NE and AVP significantly increased maximum contraction of portal vein in
cirrhotic rats. NE significantly reduced maximum contraction of BDL mesenteric artery in

compared to sham-operated animals (see Fig. 7). The vascular responsiveness to AVP was
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also decreased in mesenteric arteries but did not reach statistical significance as compared
with the control group. The maximum contraction of vena cava and carotid was unchanged to
NE as well as AVP treatment between the two groups. In cirrhotic rats, maximum contraction
to NE significantly increased in comparison to AVP group both in portal veins and mesenteric

arteries.

As we can see in Table 2, LogeC50 values of both NE and AVP doses was unchanged
between two groups in all vessels tested in our study. However, LogeC50 values of NE doses
significantly increased in comparison to AVP in portal veins, mesenteric arteries and carotids

of cirrhotic rats.

Fig. 8 showed the concentration-response curves with calcium and revealed no

significant differences between groups.
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Discussion

Clinical studies focused on vasoconstrictors roles in treatment of cirrhosis complications
have demonstrated the safety and the efficacy of norepinephrine in comparison with
terlipressin. TP and NE showed a marked improvement in circulatory and renal function in
patients with HRS (Duvoux et al., 2002 ; Alessandria et al., 2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh
et al., 2012 ; Gosh et al., 2013). In cirrhotic patients with refractory hypotension, TP and NE
treatment drop the systemic vascular resistance and counteract the post-paracentesis refractory
hypotension. However, many questions cannot be addressed in human studies, such as the
specific effects of these vasoconstrictors on systemic and splanchnic hemodynamic and theirs
vascular affinities. To found responses to some of these questions, we developed a sinusoidal
intrahepatic portal hypertension model of cirrhosis by bile duct ligation in rats. In our in vivo
hemodynamic study we have demonstrated that at equivalent hypertensive doses of TP and
NE, lowest dose of TP have a cardiodepressant response on cirrhotic and normal rats and
prevent from variceal bleeding likely by decreasing significantly SMABF and PVP. In
contrast, NE at lowest dose increases myocardial contractility and PVP and have no effect on
SMABF in two groups of rats. The effects of vasoconstrictors in cirrhotic animals are specific
on portal veins as demonstrated in vitro study. The mesenteric arteries of cirrhotic rats are

hyporeactive to NE but not AVP.

In our study, BDL model of cirrhosis was considered as the end stage liver disease.
Dysfunction of the splanchnic circulation resembles that in patients with late stage liver
disease and changes in creatinine clearance by the kidney are similar to those observed in

HRS patients.

In this model, the common bile duct ligation and section decreased secretion of bile acids into

the intestine and increased proliferation and translocation of intestinal bacteria, leading to
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endotoxemia. Bile acids accumulation was confirmed by the significant increase of serum
biliribin in BDL rats group after 4 weeks. Inflammation induced by toxic bile acids and
endotoxins further enhances liver injury. Increased aminotransferases and alkaline
phosphatise demonstrate the cytolysis and fibrosis inducing the disruption of the liver
architecture and the increase of the hepatic vascular tone. The increased intra-hepatic
resistance induces portal hypertension. Systemic and splanchnic hemodynamic measured
before drugs infusion showed the hyperdynamic circulation especially by increased PVP and
CBF in BDL rats compared to SHAM groups. The splanchnic vasodilatation induces renal
sodium and water retention resulting in renal dysfunction. This later was demonstrated in our

model by decreased creatinine clearance, but not significant, in BDL groups after 4 weeks.

In order to evaluate NE and TP on systemic and splanchnic circulation out of MAP variations,
we established equivalent hypertensive effects by continuous progressive infusion of the two
drugs. TP, a long-acting vasopressin analog, is cleaved in vivo by endothelial peptidases to
yield vasoactive lysine-vasopressin. As a prodrug, the duration of action of TP is longer than
vasopressin, but they have equipotent or comparable effects in portal hypotensive and
systemic pressor. It has been demonstrated in human study that lysine-vasopressin begins to
appear in the plasma at least 40 min after the application of terlipressin (Forsling et al., 1980).
In our rat model the vasoconstrictor effect of TP start to appear at least 20 min after drug
infusion. By this way, TP data were recorded after each 20 minutes. Since TP could not be
metabolized into lysine-vasopressin in our in vitro system, it was imperative to use its active

form to perform the vascular reactivity study.

In the present study and another study by Blei et al. (1980), prominent pressor and
cardiodepressant effects after TP infusion were observed. This cardiodepressant response of
TP has been demonstrated at different doses in many studies of portal hypertension and

cirrhotic rats (Lee et al., 2001; Chang et al., 1999; Huang et al., 1997). This result indicates
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that the “cardiotoxic side effects” are still an important concern for its use since TP has the
advantage of lack of plasminogen activation and less cardiotoxic effects (Walker 1990).
However NE infusion was associated with a significant increase in HR. This result indicates
the potent and efficacious cardiostimulant effects of NE mediated through the [2-

adrenoceptor/Gs/PKA pathway (Heubach et al., 2003).

In vivo studies, NE have been reported to significantly decrease the mesenteric arterial blood
flow and portal blood flow but no changing in PVP in experimental portal hypertensive rats
by BDL as well as portal vein ligation (PVL) (Coll et al., 2012). TP administrated in bolus or
continuous infusion, also reduces the splanchnic hemodynamic circulation by decreasing PVP
(Lee et al., 2001; Chang et al., 1999; Bernadich et al., 1997; Huang et al., 1997) and superior
mesenteric artery blood flow (Bernadich et al., 1997). In vitro, most experimental studies have
reported diminution of mesenteric and splanchnic vascular bed responses, both to NE
(Bomzon et al., 1991; Huang et al., 1996; Liao et al., 1994; Kiel et al., 1985; Pizcueta et al.,
1990; Villamediana et al., 1988; Joh et al., 1991; Comming et al., 1986) and to AVP (Mech et

al., 1991; Murry et al., 1986; Heinemann et al., 1997).

Herein, we showed the same portal hypotensive effect of TP in BDL and SHAM groups. In
comparison with baseline values, TP significantly decrease PVP with all doses; however NE
showed a significant increase in PVP with the lowest doses. This increase in PVP was
attenuated with the elevation in NE doses. This portal hypotensive effect is specific on portal
vein, as NE and AVP increased maximum contraction in isolated portal veins, but no change
in maximum contraction to NE and AVP in vena cava and aorta, from portal hypertensive
animals. The increased contractile responsiveness of the portal vein found in this study could
be due to an increase in the number or affinity of ai-adrenoceptors and Via vasopressin
receptors, or a post-receptor change in responsiveness. However, in our study, this

amelioration in portal vein vascular reactivity does not seem to be due to the increase in
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receptor affinity, since we demonstrated that ECso of NE and AVP were unchanged in BDL
rats in comparison with SHAM-operated rats in all vessels. These results are in contrast with
other studies in situ or in vivo, who related the change in vascular reactivity to NE, to an
increase in the ECsp values in mesenteric arteries of portal hypertensive rats (Kiel et al., 1985;
Joh et al., 1991). In addition, Liao et al., (1994) have demonstrated that neither Kq nor Bmax of
NE was changed in PVL rats indicating no changes in receptor number or affinity, therefore,
it is more likely that the change in contractile responsiveness occurs beyond the post-receptor

level (Murray & Paller, 1986).

In BDL groups, the maximum contraction of portal veins and mesenteric arteries to NE were
significantly higher than showed by AVP. However, AVP was more potent than NE since the
ECso values of NE was higher than AVP ECs values in portal veins and mesenteric arteries of
hypertensive rats. These results indicate that the vasopressin receptor affinity to AVP was
significantly higher than the adrenergic receptor affinity to NE in cirrhotic portal veins. In
addition, the highest affinity of splanchnic and mesenteric beds effect to AVP indicates that
somehow this drug is capable of overcoming the largely known low vascular reactivity to
vasoconstrictors of BDL and cirrhotic animals. In the other hand, NE was more efficient than
AVP in portal veins and mesenteric arteries of hypertensive animals. The efficient portal
vasoconstriction effect of NE showed in our study was demonstrated in isolated liver of BDL
rats by Fiorucci et al, (Fiorucci et al., 2003). The increased efficacy to the vasoconstricting
effect of NE in portal vein of cirrhotic animals indicates that the cirrhotic liver maintains a
remarkable ability to adjust the vascular tone in response to regulatory agents. However, in
context of cirrhosis, vasoconstrictor effect of NE could aggravate the portal hypertension by

increasing hepatic resistances.

In mesenteric vascular bed, TP significantly decrease the SMABF with all doses tested,

however the lowest hypertensive dose of NE have no effect on it. NE at highest doses
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significantly decreases the SMABF in BDL rats. Coll and colleagues reported in PVL and
cirrhotic rats a genetic down-regulation of genes related to the adrenergic system and a
sympathetic nerve atrophy/regression in the mesenteric arterial vasculature associated to the
splanchnic vasodilation of portal hypertension (Coll et al., 2008 and Coll et al., 2010). These
findings are in parallel with our in vitro observation that the mesenteric vascular bed was
hyporeactive to NE but not AVP in portal hypertensive states. NE at highest doses might be in
part correcting this acquired adrenergic mesenteric down-regulation. This observation is in
accordance with other study of a splanchnic vasonstriction induced by an oral form of NE in
PVL and cirrhotic rats (Coll et al., 2012). The majority of studies reported a decreased
responsiveness in the mesenteric arterial bed observed in different portal hypertensive states
to NE (Kiel et al., 1985; Pizcueta et al., 1990; Villamediana et al., 1988; Joh et al., 1991,
Bomzon et al.,, 1987; Liao et al., 1994; Heinemann et al., 1997; Sieber & Groszmann,
1992a,b) and AVP (Mech et al., 1991; Murry et al., 1986; Heinemann et al., 1997) which
suggests that hyporeactivity to vasoconstrictors in portal hypertension is a function of the
mesenteric arterioles (Cawley et al., 1995; Cahill et al., 1996). This observation is not seems
to be adopted by our study since the hyporesponsiveness of the mesenteric artery is limited to
NE but not to AVP. The altered responsiveness to NE in mesenteric arteries of cirrhotic rats is
also mainly due to impairment at post-receptor level, since the receptor affinity to NE is
unchanged also in mesenteric bed. The coupling of vasopressin or adrenergic receptors to G-
proteins leads to phospholipase C production and Ca?* release inducing vascular contraction.
Wu & Benoit (1994) have reported reduced contraction by G-protein and protein kinase C
activators in mesenteric bed of PVL rats. Their results supported by a clinical study (Laffi et
al., 1993) provide evidence that cellular second messenger system was impaired in portal
hypertension. Additionally, Gas protein coupling leads to adenylate cyclase activation and

CAMP production that induces vascular relaxation in rat vessels (Gurdal et al., 1995; Baloglu
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et al., 2007). Huang et al., (1995) observed an increase in arterial cAMP and cGMP contents
in PVL rats, which may expected an increase in vasodilators amount in mesenteric circulation
as CAMP is the second messenger mechanism for such vasodilators (Farah, 1983; Vane et al.,
1990). It has been suggested that the increased circulating endogenous vasodilators substance
could be in part responsible for the mesenteric bed hyporesponsiveness to NE. Some studies
have reported that such a vasodilator could be glucagon (Benoit et al., 1984; Pizcueta et al.
1990), prostacyclin (Hamilton et al., 1982; Sitzmann et al. 1989), nitric oxide (Sieber et al.
1992b; Claria et al. 1994; Karatapanis et al. 1994), octopamine (Lam et al., 1973) or
natriuretic peptide (Olivera et al., 1987; Fernendez-Cruz et al., 1985; Garcia et al., 1984). In
vivo, excessive production of endogenous vasodilators in the mesenteric bed, act as
physiologic antagonists of the mesenteric vasoconstrictors (Benoit et al., 1984). An adaptive
change occurred in this situation may cause the altered contractile responsiveness of the
mesenteric arteries to vasoconstrictors. The altered contractile responsiveness is revealed also
in our in vitro study despite that a physiological antagonism by vasodilators would be absent
ex vivo. This could be explained as our vessels were exposed to vasodilators in vivo and their
effects could be observed in vitro. However, in the present study, response to the
vasoconstrictors NE was increased in portal veins but decreased in mesenteric arteries,
although both tissues were presumably exposed to vasodilators in vivo. This difference may
be due to differing susceptibilities to the actions of vasodilators (Cawley et al., 1995;
Connolly et al., 1999).

Ralevic et al., (1996) explained the mesenteric arteries hyporesponsiveness of cirrhotic rats by
the impairment of such vascular bed with respect to influx or utilization of extracellular Ca?*.
Under same situation, Hartleb et al., (1993) showed a vascular hyporeactivity to endothelin-1
contributed by a limited opening of L-type calcium channels. This hypothesis contrasts with

our findings in our cirrhotic rat model. The dose-response curve of Ca?" was unchanged
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between BDL and SHAM-operated animals in all vessels. This suggest that the calcium
signalling pathways was untouched after cirrhosis, since the extracellular Ca®* induces
significant contraction without any differences between the two groups. Considering that Ca?*
act to create contraction in smooth muscle cells rather than at the receptor level, it is more
likely that the change in contractile responsiveness occurs beyond the interaction between

receptor/agonist levels.

In addition, it is important to note that these changes in reactivity in cirrhotic rats were also
specific for the portal and mesenteric territories, since the response to these agonists was not
changed in the carotid and vena cava from cirrhotic rats. Our results in the aorta are similar to
these observed by Bomzon & Blendis, (1987) and Cawley et al., (1995). In other studies of
portal hypertension and cirrhotic animals, the contractile response to NE in the aorta was
reported to be increased (Cannolly et al., 1999; Bomzon et al., 1991) or decreased

(Michielson et al., 1995; Bomzon & Blendis, 1987; Claria et al., 1994).

Conclusion:

The major conclusion to be drawn from the current data is that both noradrenaline and
terlipressin correct the portal hypertension by reducing PVP and MVBF with a superiority to
TP at low doses. The vasoconstrictor effect of the two drugs in cirrhotic rats is specific on
splanchnic vessels with a highly affinity to vasopressin agonist compared to noradrenaline. In
addition, mesenteric arteries of cirrhotic rats are hyporeactive to NE but not AVP. These
changes in contractile responsiveness are more likely occurred beyond the post-receptor level.
However, an increased efficacy to the vasoconstricting effect of NE in mesenteric and
splanchnic vessels of cirrhotic animals could aggravate the portal hypertension by increasing

hepatic resistances. Taken together, we suggest that the vasopressin analogue is a potent
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vasoconstrictor as well as portal hypotensive drug and could reduce the variceal bleeding risk

associated with cirrhosis in comparison to NE.
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Tables:

Table 1
SHAM (n=10) BDL (n=10)
Phosphatase Alkaline (UI/L)
Week 0 354.61£47.7 324.5+47.7
Week 4 127+26.0 449.8450.8
ASAT (UI/L)
Week 0 147.6+80.8 162.5+50.9
Week 4 120.7+39.3 791+144
ALAT (UI/L)
Week 0 54.2+26.3 46.5+10.1
Week 4 31.3+7.6 177.2+51
Bilirubin (umol/L)
Week 0 1+0 240
Week 4 1+0 165.7+61.1
CrCl (mL/min)

Week 0 1.4+0.3 1.2+0.3
Week 4 3.240.9 2.6+1.1
Urée/Kg
Week 0 5.6+1.4 4.2+1.9
Week 4 8.5+2.1 13.1+6.7

CrCl, Creatinine clearance. Blood and urine biochemical analysis of BDL and sham-operated

rats before and 4 weeks after surgical procedure.

*P <0.05, significantly different from sham-operated rats.

Table 2
Portal vein Mesenteric artery Carotid Vena cava
LogECso AVP NE AVP NE AVP NE AVP NE
SHAM (n=5) -8.4+0.9 -5.7+£0.2 -7.5+£0.3 -5.6+0.1 -6.3+4.3 -6.1+£0.2 -8.7+13 -5.8+0.3
BDL (n=15) -7.9+0.4* -5.9+0.2 -7.3+0.3* -5.7+x0.1 -7.7+£0.3* -6,01 £ 0.3 -8.8 + 2* -5.8+0.1

LogECsxo responses of norepinephrine (NE) and vasopressin (AVP) in portal vein, mesenteric

artery, carotid and vena cava of BDL and sham-operated rats.
*P <0.05, significantly different from NE-BDL rats.
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Figure legends:

Figure 1. Mean arterial pressure (MAP). In Sham-TP group (white square), Sham-NE
group (black square), BDL-TP group (white circle) and BDL-NE group (black circle). Data
are expressed as mean = SD of n = 5 rats for Sham-TP group, n = 5 rats for Sham-NE group,

n = 10 rats for BDL-TP group and n = 10 rats for BDL-NE group.

Figure 2: Carotid blood flow (CBF). In Sham-TP group (white square), Sham-NE group
(black square), BDL-TP group (white circle) and BDL-NE group (black circle). Data are
expressed as mean + SD of n = 5 rats for Sham-TP group, n = 5 rats for Sham-NE group, n =

10 rats for BDL-TP group and n = 10 rats for BDL-NE group.

Figure 3: Heart rate (HR). In Sham-TP group (white square), Sham-NE group (black
square), BDL-TP group (white circle) and BDL-NE group (black circle). Data are expressed
as mean = SD of n = 5 rats for Sham-TP group, n = 5 rats for Sham-NE group, n = 10 rats for

BDL-TP group and n = 10 rats for BDL-NE group.

Figure 4: Superior mesenteric arterial blood flow (SMABF). In Sham-TP group (white
square), Sham-NE group (black square), BDL-TP group (white circle) and BDL-NE group
(black circle). Data are expressed as mean £ SD of n = 5 rats for Sham-TP group, n = 5 rats
for Sham-NE group, n = 10 rats for BDL-TP group and n = 10 rats for BDL-NE group. *P

<0.05, significantly difference between BDL-TP and BDL-NE groups.

Figure 5: Portal vein pressure (PVP). In Sham-TP group (white square), Sham-NE group

(black square), BDL-TP group (white circle) and BDL-NE group (black circle). Data are
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expressed as mean + SD of n =5 rats for Sham-TP group, n = 5 rats for Sham-NE group, n =
10 rats for BDL-TP group and n = 10 rats for BDL-NE group. *P <0.05, significantly

difference between BDL-TP and BDL-NE groups.

Figure 6: Concentration-response curves in vitro: (a) concentration-response curve of NE
on portal vein, (b) concentration-response curve of AVP on portal vein, (c) concentration-
response curve of NE on vena cava, (d) concentration-response curve of AVP on vena cava,
(e) concentration-response curve of NE on mesenteric artery, (f) concentration-response curve
of AVP on mesenteric artery, (g) concentration-response curve of NE on carotid and (h)
concentration-response curve of AVP on carotid. Sham-AVP group (white square), Sham-NE
group (white circle), BDL-AVP group (black square) and BDL-NE group (black circle). Data
are expressed as mean + SD. *P <0.05, significantly different between Sham and BDL

groups.

Figure 7: Maximum contraction in vitro (Emax): (a) Emax on portal vein, (b) Emax on
mesenteric artery, (c) Emax on carotid and (d) Emax on vena cava. Data are expressed as

mean £ SD. *P <0.05, significantly different between groups.

Figure 8: Concentration-response curves of calcium in vitro: (a) concentration-response
curve on portal vein, (b) concentration-response curve on vena cava, (C) concentration-
response curve on mesenteric artery and (d) concentration-response curve on carotid. Sham
group (black circle) and BDL group (black square). Data are expressed as mean + SD. *P

<0.05, significantly different between Sham and BDL groups.
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Figures:
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Figure 6
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Figure 8
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6. CONCLUSIONS

D’aprés notre étude, on prouve que les deux vasoconstricteurs, la terlipressine et la
noradrenaline, présentent des effets systémiques comparables sauf au niveau de la fréquence
cardiaque ; la terlipressine a un effet cardio-dépressif alors que la noradrénaline stimule le
rythme cardiaque. Au niveau splanchnique, la terlipressine ainsi que la noradrénaline a fortes
doses corrigent I’hypertension portale induite par la cirrhose en diminuant la pression porte
(PVP) et le débit de I’artére mésentérique supérieur (SMABF). Les effets de la TP a faible
dose dominent ceux de la NE qui augmente la PVP sans diminuer le SMABF. Notre étude, in
vitro, montre que les deux molécules testées ont des effets spécifiques ciblés sur le territoire
splanchnique avec une affinité plus importante pour 1’agoniste de la vasopressine par rapport
a la noradrénaline. Par conséquence, la réactivité vasculaire de 1’artére mésentérique des rats
cirrhotiques est significativement diminuée en face de la NE. Ces changements dans les

réponses vasculaires sont probablement survenus au niveau post-récepteur.

L’augmentation de I’efficacité de la NE dans la veine porte des rats cirrhotiques avec son effet
hypertenseur sur la pression porte in vivo, montrent que cette molécule pourrait aggraver
I’hypertension portale par augmentation des résistances hépatiques et ainsi favoriser le risque
hémorragique. Ainsi, le profil de réponse hémodynamique de la TP est plus favorable que

celui de la NE pour réduire le risque d’hémorragie digestive li€ a la cirrhose.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail était I’étude des conséquences hémodynamiques in vivo et ex
vivo des trois cas de dysfonction vasculaire ; choc septique, choc hémorragique et cirrhose
aux niveaux systémique, splanchnique et de 1’organe, ainsi que les effets des molécules
vasoactives (Hz2S, TP et NE) dans ces situations pathologiques sur I’hémodynamique, les
réponses inflammatoires, la fonction rénale et la réactivité vasculaire dans des modeéles
expérimentaux de choc induisant une ischémie/reperfusion et de la cirrhose induisant une

hypertension portale.

Lorsque le rein est agressé, apres un choc hémorragique ou en cas de sepsis notamment,
une modification de la réponse rénale aux stimuli vasoconstricteurs et vasodilatateurs a été
observée. Une altération de I’autorégulation rénale est fréquemment citée dans ces conditions,
avec une perte du maintien du débit sanguin rénal lors des variations de pression artérielle.
Cette premiere étude est réalisée sur un modele animal qui traduit I’infection observé chez
I’homme afin de mieux comprendre leurs roles dans 1’altération de I’autorégulation rénale.
Notre étude entre donc dans le cadre d’un projet stratégique transversal (expérimental et
clinique) qui vise a évaluer les perturbations hémodynamiques rénales aux niveaux macro- et
microcirculatoire. Notre modele montre que lors de la phase précoce, le sepsis n’a pas
d’impact particulier sur le rein alors que le débit artériel rénal varie en réponse aux variations
de pression artérielle moyenne, incluant le phénomene « d’autorégulation ». L’effet
vasoconstricteur de la noradrénaline ne semble pas avoir d’impact sur la fonction rénale, du
moins sur le court terme. Néanmoins, d’un point de vue microcirculatoire, le sepsis est associé
tres rapidement a une augmentation du flux sanguin dans les capillaires corticaux

péritubulaires et a une dysfonction rénale limitée par la perfusion de noradrénaline.

La deuxieme étude expérimentale in vivo des mécanismes d’ischémie/reperfusion vise
a évaluer l'effet de H>S sur la fonction rénale et sur I'némodynamique rénale en reprenant le
modeéle de choc hémorragique mis au point au laboratoire avec un remplissage vasculaire
continu permettant de maintenir la pression artérielle moyenne et le débit rénale constants.
Nos résultats montrent que I'nydrogéne sulfuré exogene administré juste avant la retransfusion

pourrait exercer un rétrocontrole négatif sur 1’activité de la CSE dans le rein ce qui explique
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I’effet neutre de NaHS sur les vitesses microcirculatoires péritubulaires rénales et sur la
fonction rénale dans notre modele expérimental. Par contre, I’H2S endogéne est essentielle
pour la fonction rénale et son inhibition par le PAG aggrave la dysfonction rénale aprés une
diminution des vitesses microcirculatoires péritubulaires corticales et favorise un syndrome de
fuite capillaire majoré suite a la stimulation de la perméabilité endothéliale par diminution du
VEGF et de I’angiopoietine -1 (Ang-1). Les effets bénéfiques de H>S endogéne passe

probablement par ’activité enzymatique de CSE dans le rein.

Notre troisieme modéle expérimental de défaillance vasculaire était représenté par la
cirrhose effectuée chez les rats par ligature et coupure du canal cholédoque. Nous avons
montré que la NE pourrait aggraver I’hypertension portale et favoriser le risque hémorragique
in vivo par I’augmentation de la pression porte et in vitro par I’augmentation de son efficacité
sur la veine porte apres la cirrhose. Ainsi, le profil de réponse hémodynamique de la TP est
plus favorable que celui de la NE pour réduire le risque d’hémorragie digestive li¢ a la
cirrhose. Les artéres mésentériques des rats cirrhotiques étaient hyporéactives face a la NE et

ce changement dans la réponse vasculaire est probablement survenu au niveau post-récepteur.

Afin de compléter I’ensemble de nos résultats et de mieux comprendre les effets sur la
réactivité vasculaire, des études complémentaires devraient étre réalisées sur les vaisseaux des
rats cirrhotiqgues comme le western blot pour déterminer les médiateurs impliqués (NO,

Protéine G,...) dans le cas d’un rétrocontrole négatif ou positif par les vasoconstricteurs.

D’aprés nos études sur les mécanismes d’ischémie/reperfusion, c’est au cours de la phase de
reperfusion que les altérations dues aux chocs septique et hémorragique sont les plus

marqueées.

Plusieurs travaux ont montré un effet protecteur du préconditionnement ischémique contre les
complications de I’ischémie en protégeant I’intégrité membranaire lors de la reperfusion. Un
tel mécanisme de protection a été mis en évidence pour la premiére fois en 1986 par Murry et
al, sur un modele d’ischémie myocardique sur les chiens (Murry et al., 1986). Notre
collaboration avec le laboratoire de cardioprotection, remodelage et thrombose (CRT) UPRES
EA 3860 nous permettra d’étudier les effets d’un préconditionnement ischémique dans le
modele de choc septique chez le rat par des périodes de clampage/déclampage au niveau du

bloc artere veine fémorales.
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Les effets des substances vasoactives sur les perturbations hémodynamiques
systémiques et splanchniques induites par les états de choc et la cirrhose.

Assessment of vasoactive substances effects on hemodynamic systemic and
splanchnic impairments caused by shock states and cirrhosis.

Résumé

La dysfonction des mécanismes de régulation vasculaire, observée
dans les états de choc septique (CS), hémorragique (CH) et la cirrhose (C),
remet en question 1’efficacité des substances vasoactives utilisées. L’objectif de
ce travail est I’évaluation hémodynamique, systémique et splanchnique de
I’administration d’hydrogéne sulfuré [H»S], de terlipressine [TP] et de

noradrénaline [NE] au cours des complications des CS, CH et C.

Suite a une ischémie/reperfusion (I/R) chez le rat, le sepsis n’a pas
d’impact particulier sur le rein, lors de la phase précoce, alors que le débit rénal
varie en réponse aux variations de pression artérielle, incluant le phénomene
d’autorégulation. Le CS est associé trés précocement a une augmentation du
flux sanguin dans les capillaires péritubulaires et a une dysfonction rénale

limitée par la perfusion de NE.

Au cours d’un CH retransfusé et réanimé par un remplissage
vasculaire, I’inhibition endogéne de H»S aggrave la dysfonction rénale suite a
une diminution des vitesses microcirculatoires péritubulaires et favorise un
syndrome de fuite capillaire. A 1’inverse, I’administration exogéne de H2S
pourrait provoquer un rétrocontrdle négatif sur I’activité de I’enzyme principale

de production de H»S endogene, la CSE.

Lors d’une hypertension portale par C chez le rat, la NE augmente la
pression porte a faibles doses et augmente la contraction maximale des veines
portes in vitro par rapport a la vasopressine, ce qui augmente le risque
hémorragique. Au contraire, la TP diminue le débit mésentérique et la pression
porte, ce qui favorise la réponse hémodynamique de réduction du risque

d’hémorragie digestive.

Mots clés

ischémie/reperfusion, choc hémorragique, choc septique, cirrhose,
hypertension portale, sulfure d'hydrogéne, noradrénaline,
terlinressine. microcirculation. paramétres hémodvnamiaues.

Abstract

The impairment of vascular regulatory mechanisms observed in
cirrhosis and shock situations, reduces the effectiveness of vasoactive
substances used in treatments. The aim of this study is the hemodynamic,
systemic and splanchnic assessments of vasoactive molecules proposed for the
treatment of septic shock, hemorrhagic shock and cirrhosis complications
(hydrogen sulfide [H2S], terlipressin [TP] and norepinephrine [NE]).

In a model of ischemia/reperfusion (I/R), sepsis has no particular
impact on the kidney since renal blood flow varies in response to mean arterial
blood pressure variations, including an auto-regulation phenomenon. Sepsis is
very rapidly associated with hypervelocity of blood flow in peritubular
capillaries and renal dysfunction, both of wich are reserved by NE infusion.

In hemorrhagic shock model controlled and resuscitated by
Gelofusin® perfusion, we demonstrated that inhibition of endogenous H.S
worsening renal dysfunction due to decreased renal peritubular microcirculatory
velocities and promotes capillary leak syndrome. While the exogenous
administration of H.S, could cause a negative feedback on the activity of the

principal enzyme of endogenous H.S production, the CSE.

During portal hypertension by cirrhosis in rats, NE increases the
portal venous pressure, at low doses, and is more efficient than vasopressin on
the portal veins of cirrhotic rats in vitro. However TP significantly reduces the
mesenteric artery blood flow and the portal vein pressure. Taken together, TP
could reduce the variceal bleeding risk associated with cirrhosis in comparison
to NE.

Key Words

ischemia/reperfusion, hemorrhagic shock, septic shock, cirrhosis,
portal hypertension, hydrogen sulfide, norepinephrine, terlipressin,
microcirculation, hemodynamic systemic and splanchnic
circulation, vascular reactivity and variceal bleeding





