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A mon Maitre et Président du jury,

Monsieur le Professeur Thomas GEERAERTS,
Professeur des Universités

Praticien Hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Vous me faites ’honneur de présider ce jury de these, acceptez pour cela mes plus

sinceres remerciements.

Votre investissement au service de la recherche et de la médecine est un exemple.

Je serai heureux de continuer a apprendre a vos cotés.

Je vous prie de recevoir I'assurance de ma respectueuse considération.



A mon Maitre,

Monsieur le Professeur Bertrand MARCHEIX,

Professeur des Universités

Praticien Hospitalier en Chirurgie Cardiaque

Je vous remercie d’avoir accepté de siéger a ce jury de these et de juger mon travail.

Votre technique et votre aisance chirurgicale forcent 'admiration.

J'espére avoir un jour la possibilité de continuer a progresser a vos cotés.

Je vous prie de recevoir I'assurance de ma respectueuse considération.



A mon Maitre,

Monsieur le Professeur Vincent BOUNES,

Professeur des Universités

Praticien Hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Je vous remercie d’avoir accepté de siéger a ce jury de these et de juger mon travail.

Un immense merci pour avoir répondu favorablement a mon invitation tardive.

Votre professionnalisme et votre accessibilité font honneur a notre spécialité.

Veuillez croire en mon respect le plus profond et a ma reconnaissance.



A mon Maitre et directeur de thése,

Monsieur le Docteur Nicolas MAYEUR,

Praticien Hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Je te remercie d’avoir accepté d’encadrer mon travail.

Le perfectionnement avec lequel tu menes tous tes projets est un exemple.

Je regrette de n’avoir pas eu 'occasion de travailler en service a tes cotés.

Je te prie de recevoir I'assurance de ma respectueuse considération.



A mon Maitre,

Madame le Docteur Hélene CHARBONNEAU,

Praticien hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Je te remercie d’avoir accepté d’encadrer mon travail.

Ta persévérance mise au service de ta connaissance font de toi quelqu’un d’exceptionnel.

J'aurais été heureux de continuer a apprendre a tes cotés.

Je te souhaite beaucoup de bonheur pour ton nouveau départ, nous te regretterons.

10



A mon Maitre,

Monsieur le Docteur Antoine ROUGET,

Praticien hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Je te remercie d’avoir accepté de juger mon travail.

Ta bonne humeur communicative est le ciment indispensable a toute équipe de

réanimation.

Merci pout toutes ces belles astreintes, ces contre visites professorales et ces

consultations sénorisées.
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A mon Maitre,

Monsieur le Professeur Olivier FOURCADE,

Professeur des Universités

Praticien Hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Votre dynamisme et votre rigueur quotidienne forcent 'admiration.

Je vous remercie pour la confiance que vous m’accordez.

Veuillez croire en mon respect le plus profond et a ma reconnaissance.
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A mon Maitre,

Monsieur le Professeur Vincent MINVILLE,

Professeur des Universités

Praticien Hospitalier en Anesthésie-Réanimation

Je vous remercie de m’avoir proposé ce sujet de master 2.

Je vous suis reconnaissant pour tout ce que j’ai pu apprendre a vos cotés aussi bien en

service d’orthopédie que durant nos gardes.

Veuillez croire en mon respect le plus profond et a ma reconnaissance.
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A ma famille,

A Anais, ma femme, nous sommes tellement semblables mais nous nous complétons
tellement bien. Tu as su rendre chacun de nos instants inoubliables et sublimer notre

amour. Je souhaite que notre passion passe les années et que notre famille s’épanouisse.

A mon fils Augustin, je m’émerveille jour apres jour de te voir grandir. Je serai toujours
présent pour t'apporter amour et attention. Tu es devenu mon essentiel dans cette vie

bien remplie.
A ma meére, ton dévouement au service des autres a été un véritable exemple, tu nous as
tenu la main jour apres jour sur le chemin de la vie, nous te serons a jamais

reconnaissant de tout 'amour que tu nous as prodigué.

A mon pere, ton amour nous a aidé a grandir. Tes valeurs ont été les fondations de notre

épanouissement actuel.

A mon frére Romain, ta persévérance et ton audace sont un exemple de courage, tu as

aujourd’hui trouvé le bonheur que tu mérites.
A mon frere Olivier, ta venue sur Toulouse avec ta petite famille nous emplit de
bonheur, puissent nos enfants grandir ensemble comme nous avons eu le bonheur de le

faire.

A mes belles-sceurs Claudia et Laura, vos sourires illuminent notre famille, merci pour

le bonheur que vous distillez chaque jour.

A ma mamie, pour ton dynamisme, tu es une vraie star pour ceux qui t’entourent.

A mes grands-parents, partis trop tot, je pense a vous en ce jour.

A mes beaux-parents ainsi qu’a Camille, Pauline, Justine et Paul qui m’ont accueilli

des le premier jour au sein de leur famille.

A Frangoise, notre seconde maman.

14



A mes amis,

A Emilie et Nicolas, je suis fier d’étre le parrain de votre beauté, je te promets Nico de

ne jamais faiblir sur les trails a venir.

A Mathieu, pour ton amitié fidele et tous les moments passés a llanga. Que de beaux

souvenirs partagés et de poils épilés.

A Fanny et Cédric, pour votre dynamisme et votre générosité quotidienne. Merci d’avoir

été mon mentor en tunning.

A Julien, exilé sur les terres de Ségolene, on te préféererait a la maison.

A Aurore et Sébastien, pour votre courage et votre joie de vivre. Vous étes une lecon de

vie.

A Manu et lucille, le roi de la cachole, toujours présent pour nous faire rire.

A Christophe, ludiverbiste de la premiere heure.

A Audrica et Benoit, pour notre amour partagé pour les voyages.

A Aurélie, Nous sommes heureux de te retrouver sur Toulouse apres cet exil chez les

Chtis.

A Apolline, Yaél, Timéo et Louise, et a ceux a venir, soyez aussi amis que nous.

A Aurore Taylor, pour ton indéfectible amitié et tes beaux discours aux mariés.
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A mes Confreéres et collégues,

A mes co-internes, Héléne et Bénédicte tant de fous rires partagés, au Dr Gomez la
meilleure urgentiste du 81, Céline avec qui nous avons ouvert et fermé le bal de
I'internat, Olivier qui m’a bien rempli la cafetiere cette année, mes amis de master 2
Marine, Louis, Amélia et Francgois, mes co-internes de réanimation, Romain, Thibaut,
Caroline, Stéphanie, Samuel, Jean jacques, Xavier, Jeremy, Pierre, Marion, Marie-
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ABREVIATIONS

Ac : anticorps

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire
ALI : acute lung injury

ALAT : Alanine aminotransferase

ARA 2 : Antagoniste des recepteurs de I'angiotensine 2
ARN : Acide Ribonucleique

ASAT : Aspartate AminoTransférase

BK : bradykinine

BNP : Peptide Natriurétique de type B

CIVD : coagulation intra vasculaire disséminée
DFG : débit de filtration glomérulaire

FEVG : Fraction d’ejection du ventricule gauche
HE : hématoxyline éosine

HGF : hepatic growth factor

[EC : inhibiteur de 'enzyme de conversion

IL : interleukine

IRA : insuffisance rénale aigue

KIM-1 : kidney inducible molecule 1

LDH : lactate deshydrogenase

MODS :multi -organ dysfunction syndrome

NO : monoxyde d’azote

NTAI : nécrose tubulaire rénale aigue ischémique
PAM : pression artérielle moyenne

PAS : periodic acid schiff

RB1 : récepteur B1 de la bradykinine

RB2 : récepteur B2 de la bradykinine

RTPCR : reverse transcritpase PCR

SIRS : systemic inflamation reponse syndrome
SKK : systéme kallicréine-kinine

SRAA : systeme rénine-angiotensine-aldostérone
WB : western blot

Z01 : zonula occludens 1
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1 . INTRODUCTION

Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC) sont I'une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le traitement de I'hypertension artérielle (1), de linsuffisance
cardiaque et des maladies rénales chroniques (2). Cependant, les IEC peuvent induire
des hypotensions artérielles séveres en cas d’anesthésie avec pour conséquence
I'augmentation du taux d’insuffisance rénale et de la mortalité (2-4).

Les recommandations des autorités sanitaires préconisent majoritairement I'arrét de ces
traitements dans les 48 heures précédant une anesthésie générale. Cela n’est cependant
pas toujours réalisable et il n'existe a 'heure actuelle aucune thérapeutique spécifique
permettant une antagonisation des IEC en situation d’'urgence chirurgicale. Ainsi les
situations nécessitant une anesthésie générale en urgence sont a haut risque de morbi-
mortalité hypotensive, d’autant plus lorsqu’un état de choc est déja installé.

Les effets pharmacologiques des IEC sont médiés par le systeme rénine-angiotensine-
aldostérone (SRAA) et par le systeme kinine-kallicréine (SKK) (5). En effet, les IEC
induisent une inhibition de la synthese de 'angiotensine Il empéchant la mise en jeu de
son action vasoconstrictrice et l'inhibition de la dégradation de la bradykinine par
I’enzyme de conversion. Ce mécanisme aboutit a 'augmentation de biodisponibilité de la
bradykinine qui détermine un surcroit d’activité de son récepteur B2 (RB2) a I'origine
d’'une vasodilatation majeure par la formation de monoxyde d’azote (NO) et de
prostaglandines (5).

De maniére intéressante, un antagoniste spécifique du RB2 (HOE-140, Icatibant,
Firazyr®, Shire Orphan Therapies GmbH) a été approuvé en 2001 par la food and drug
administration dans le traitement de l'oedéme angioneurotique. Il a également été
montré que 'HOE-140 pouvait, en situation chronique, corriger les effets hypotenseurs
des IEC chez I'homme (6).

Lors d'un choc hémorragique il se produit une redistribution du flux sanguin au profit
des organes vitaux et au détriment d’autres territoires moins bien autorégulés (7). Le
nombre de défaillance d’organe est ainsi un marqueur pronostic essentiel dans les
différents états de choc (8). Parmi I'’ensemble des organes, le rein, le tube digestif et le
foie sont des marqueurs validés de la gravité d’un état de choc.

En premier lieu, un état de choc détermine une altération de la fonction rénale et sa
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défaillance est un marqueur pronostic robuste (9-11). En second lieu, les lésions
ischémiques consécutives au choc au sein de la muqueuse digestive entrainent d’'une
part une porosité de la barriére intestinale avec translocation bactérienne et d’autre part
une libération majeure d’interleukines. Ces deux mécanismes entrainent un syndrome
de réponse inflammatoire systémique majeur (SIRS). Le tube digestif est ainsi a la fois un
marqueur mais également un acteur précoce de I'état de choc.

Enfin, la glande hépatique présente une double dépendance circulatoire, sa perfusion
provenant pour 25% de 'artére hépatique et pour 75% de la veine porte. La circulation
portale provenant de la rate, de l'intestin et du pancréas participe donc de maniere
prépondérante a la vascularisation hépatique. Latteinte du systeme splanchnique
pendant un état de choc entraine en conséquence une altération des fonctions
meétaboliques et hémostatiques hépatiques.

Dans un précédent travail de notre équipe concernant les interactions entre le SRAA et
le SKK, nous avions étudié I'impact de 'HOE-140 sur les effets hypotenseurs des IEC
dans 2 modeles murins de choc hémorragique (12) : 1) un modele de choc
hémorragique a objectif de pression pour évaluer l'effet hémodynamique et 2) un
modele de choc hémorragique a objectif de volume pour évaluer I'effet métabolique.

Ces travaux avaient mis en évidence d’une part I'effet hypotenseur propre des IEC en
situation de choc, et d’autre part, que le blocage du RB2 par une injection d’'HOE-140 au
moment de l'anesthésie permettait de restaurer la pression artérielle des souris
choquées traitées au long court par IEC au méme niveau que celles sans IEC. L'HOE-140
permettait également, dans le modele a objectif de volume, de diminuer les signes
indirects d’hypoxie tissulaire (lactatémie) des souris prétraitées par IEC en comparaison
aux souris sous IEC non antagonisées.

Cependant, I'impact du blocage aigu du RB2 sur la mortalité dans notre modele de choc
hémorragique a objectif de volume ainsi que son éventuel retentissement sur les
défaillances d’organes restent inconnus. A notre connaissance aucune étude animale ne
permet de conclure.

L'objectif de ce travail est donc d’évaluer les conséquences sur la mortalité et sur la
défaillance multi-organique de la prémédication par IEC et I'éventuel effet d'une

antagonisation du RB2 par ’'HOE-140 lors d'un état de choc hémorragique murin.
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2 .MATERIELS ET METHODES

2.1 .Expérimentation animale

2.1.1 .Schéma expérimental

Premiere partie du travail :

Des souris femelles agées de 18-25 semaines de la souche C57 BL6 ont été séparées en

3 groupes (n=16) :

v' Contréle (n= 5) : souris anesthésiées et choquées.

v IEC (n= 6) : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours
(Ramipril 1 mg/kg/j) dans les biberons d’eau.

v" IEC + HOE-140 (n= 5) : souris choquées, préalablement traitées par IEC
pendant 7 jours (Ramipril 1 mg/kg/j) et bloquées par 'HOE-140 (1 injection
sous cutanée de 250 pg/kg) juste avant le début du choc.

Seconde partie du travail :

Des souris femelles agées de 18-25 semaines de la souche C57 BL6 ont été séparées en 5

groupes (n=50):

1. Sham (n= 10): souris anesthésiées, non choquées.

2. Controle (n=9) : souris anesthésiées et choquées.

3. IEC (n=11): souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours
(Ramipril 1 mg/kg/j) dans les biberons d’eau.

4. 1IEC + HOE-140 (n= 10) : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7
jours (Ramipril 1 mg/kg/j) et bloquées par 'HOE-140 (1 injection sous cutanée de
250 pg/kg) juste avant le début du choc.

5. HOE-140 (n= 10) : souris choquées, bloquées par 'HOE-140 (1 injection sous
cutanée de 250 pg/kg) juste avant le début du choc.

L'ensemble des groupes a été sacrifié 24 heures apres le choc (J1).
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2.1.2 .Description du choc hémorragique a objectif de volume

Premiere partie du travail :

L'anesthésie générale a été induite par injection intra-péritonéale de 0,01 ml/g du
meélange Kétamine+Xylazine., soit des doses respectives de kétaine et de xylazine de

250mg/kg et 10mg/kg.

Un cathéter a été inséré dans la veine jugulaire interne gauche pour les perfusions et un
autre dans I'artére fémorale gauche pour le monitorage de la pression artérielle et la
réalisation de la déplétion sanguine. L'anesthésie a été maintenue jusqu’a la fin du choc
avec de la kétamine intraveineuse (20 mg/kg/h). Les souris ont ensuite été intubées puis
ventilées mécaniquement (fréquence respiratoire a 150 /min et volume couranta 9
ml/kg a I'aide du respirateur Minivent 845 (Hugo Sachs Elektronik). La pression
artérielle moyenne (PAM) a été monitorée en continu via le systeme d’acquisition 10X

®(EMKA Technologie).

Le choc hémorragique a été réalisé par prélevement de 0,6 ml (Premieére partie du
travail) ou 0,3 ml (Seconde partie du travail) de sang artériel au niveau du cathéter
artériel fémoral pendant une durée de 120 minutes. A la fin de cette période, le sang
prélevé a été réinjecté par la voie veineuse centrale a un débit compris entre 2,5 et 3,5
ml/h. La réanimation a été poursuivie par la perfusion de cristalloides (Ringer lactate
Viaflo, Baxter) d’'un volume équivalent a celui du sang prélevé (Photo n°1). La
surveillance hémodynamique a été poursuivie pendant toute la durée de la réanimation.
L'artére fémorale et la veine jugulaire ont ensuite été ligaturées, les cathéters retirés et la
peau suturée. Les souris ont été extubées dés les premiers signes de réveil et la reprise

d’une ventilation spontanée efficace.

Seconde partie du travail :

L'un de nos objectifs était d’étudier I'évolution de la souffrance tissulaire dans le groupe
IEC par rapport aux autres groupes, notamment au groupe IEC+HOE-140. Pour cela, il a
été nécessaire de mettre au point des modalités expérimentales permettant de mettre en

évidence une différence significative de pression artérielle dans le groupe IEC, sans pour
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autant majorer la mortalité afin de conserver une capacité d’analyse post-choc. Les
précédents travaux (12) de notre équipe ont montré qu’un seuil de pression a 35mmHg
dans le groupe IEC limite le risque de mortalité contrairement a ce qui est observé avec

des valeurs plus basses de pression artérielle (<30 mmHg).

De fait, dans ce modele a objectif de volume, le volume nécessaire a prélever a été fixé a
0,3 ml de sang. Ce volume est de 50% moins élevé que celui prélevé dans notre
précédent travail (12)(ainsi que dans la premiere partie de ce travail) chez des souris

C57BL6 non traitées.

Photo n°1 : Modéle expérimental

Sonde d’intubation

\oie veineuse centrale jugulaire
Cathéter artériel fémoral

Sang prélevé et hépariné

i N =

2.2 .Sacrifice des animaux

Afin d’étudier I'impact tissulaire du choc hémorragique dans la seconde partie de notre

travail, nous avons été amené a sacrifier les animaux a 24 heures du choc.

Les animaux ont été anesthésiés a I'aide d’'une injection intra-péritonéale de 0,01 ml/g
du mélange Kétamine/Xylazine. Un cathéter (22 Gauge, Introcan Certo®, Laboratoire
Braun) a été placé en intra-aortique pour une exsanguination. Le sang récupéré a été

centrifugé (microcentrifuge® Fisherbrand 6000 rpm) afin d’obtenir le plasma. Les
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organes ont été prélevés. L'un des reins, la moitié du foie (découpé par une incision au
bistouri) et 'ensemble du tube digestif (jéjunum et colon distal) ont été fixés dans le
formaldéhyde pour étude histologique. L'autre rein, la moitié du foie ainsi que la partie

distale de I'intestin (Iléon) ont été congelés a -80° pour étude RTPCR.

2.3 .Parametres étudiés (Seconde partie du travail)

2.3.1 .Etude de la fonction rénale et hépatique

Etude de la fonction rénale :

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) a été estimé a J1 par la mesure de la cystatine C
plasmatique, un traceur librement filtré par le glomérule et totalement réabsorbé par le
tubule (13,14) .Chez la souris, sa concentration plasmatique est plus prédictive du DFG
que celle de la créatininémie classiquement utilisée jusqu’a présent (N. Mayeur, Abstract
Société physiologie 2014). La Cystatinémie a été dosée sur un prélevement sanguin
réalisé lors du sacrifice a I'aide d’une trousse de dosage ELISA (Cystatin C (Mouse)

ELISA, Enzo Life Sciences, ALX-850-328).

Etude de la fonction hépatique :

La fonction hépatique a été évaluée par le dosage des marqueurs ASAT, ALAT, Bilirubine

et LDH dans le sérum (analyseur biochimique PENTRA 400®, HORIBA).

2.3.2 .Analyse en RTPCR quantitative

Extraction des ARNSs totaux : les ARNs totaux ont été extraits sur colonne en utilisant le
kit RNeasy plus Mini® (Qiagen Inc) selon les instructions du fabricant, puis élués dans
de I'’eau exempte de RNase. La pureté et la concentration en ARN extrait ont été évaluées
par spectrophotométrie a I'aide d'un Nanodrop® (Labtech). Les ARNs ont été conservés
a -80°C jusqu'a utilisation.

Rétro-transcription : 300 ng d’ARNs extraits ont été rétro-transcrits en ADNc par
l'utilisation d’amorces nucléotidiques aléatoires (Random hexamer®, Amersham) dans

un milieu réactionnel contenant MgCl2 5 mM, KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM,
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desoxyriboNucleotides Tri-Phosphate 1 mM, RNasine 20U (inhibiteur de RNases,
Promega), Superscript Il Reverse Transcriptase® 200U (Invitrogen), pH 8,3. Les ADNc

ont été conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

PCR quantitative a haut débit :

L'amplification a été réalisée par PCR haut débit nanofluidique (Biomark) selon les

indications du constructeur.

L'analyse a été effectuée avec la méthode du 2-24Ct, La concentration initiale d’ADNc a été
déduite du nombre de cycles nécessaires pour que le signal fluorescent atteigne le seuil
de détection dans la phase exponentielle d’amplification (valeur Ct). Le parametre ACt
(Ct du gene étudié - Ct de la moyenne des genes de référence : actine et GAPDH) a
désigné la quantité relative de transcrits pour le géne étudié par rapport a la moyenne
des genes de référence, I'expression de ce dernier n’étant pas modifiée par le protocole.
Le parametre AACt (ACt choc - ACt sham) a représenté la différence d’expression du géne
d’intérét entre nos conditions expérimentales et celle de référence (souris sham). La

valeur 2-24Ct 3 reflété le degré d’induction par rapport a la référentielle.

Les marqueurs de souffrance tissulaire choisis ont été respectivement pour le foie : HGF

(15), pour le rein : KIM1 (16) et pour 'intestin : ZO1 et IL22 (17-20) (Tableau n°1)

Tableau n°1 : Séquence des amorces utilisées en RtPCR
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2.3.3 .Analyse histologique

Les organes, conservés dans une solution de formaldéhyde 4% puis alcoolique a 70°, ont
été déshydratés et inclus en paraffine. Des coupes de 4 microns ont ensuite été réalisées
al'aide d’'un microtome.

Les lames ont été colorées a I'hématoxyline et a I'’éosine et au PAS pour le foie.

Elles ont ensuite été scannées (NanoZoomer 2.0-RS®) et les images ont été analysées a
'aide du logiciel NDP Hamamatsu®.

e Le « kydney injury score » nous a permis de caractériser I'atteinte rénale. Le nombre de
lésions tubulaires (débris cellulaire, désépithélilisation, vacuolisation et oedeme
cellulaire) a été rapporté au nombre de tubules visualisés sur la zone analysée. Ce
nombre a été exprimé en pourcentage et coté comme suivant: 0 = Pas de 1ésions, 1 =<
10%,2de11a25%,3=de26a45%,4=de46a75%,5=>76% (21).

e Le score de THOOLEN nous a permis de caractériser la souffrance hépatique grace a la
cotation de la gravité des lésions au niveau des sinusoides veineux et de leur étendue
dans le foie (22).

e Le score de CHIU nous a permis de grader les 1ésions intestinales en se focalisant sur la

partie distale des villosités (23).

2.3.4 .Analyse statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyenne * écart-type. Les différences
statistiques entre les groupes sont testées a I'aide du logiciel GraphPad Prism (version
4.02) par analyse de variance (One-Way ANOVA, test non paramétrique de Kruskal-
Wallis). Lorsque I'essai de Kruskal-Wallis était significatif, le test de Dunns a permis de
faire I'analyse des différences entre deux groupes. Les résultats ont été considérés

comme significativement différents lorsque P<0,05.
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3 .RESULTATS

3.1 .Premiere partie du travail : MORTALITE

Nous avons appliqué un choc hémorragique par prélevement de 0,6 ml de sang pendant
120 minutes chez 16 souris. La surveillance des pressions artérielles durant le choc a
montré une pression significativement inférieure au sein du groupe IEC en comparaison
au groupe controle et IEC+HOE-140 durant la phase de choc et la période de
réanimation. Aucune différence de pression artérielle n’a été constatée entre les
différents groupes pendant la phase initiale. Dans le groupe de souris prétraité par IEC
(n=6) 5 souris sont décédées dont 4 au cours du choc hémorragique et 1 souris 152
minutes apreés la fin de la réanimation. Dans le groupe IEC+HOE-140 (n=5), 1 souris est
décédée suite a I'application du choc durant la période de réanimation, soit une

différence significative de mortalité entre les 2 groupes avec p= 0,033. (Figure n°1)
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Figure n° 1 : Courbes de survie lors d'un choc hémorragique murin sévere avec
prélevement de 0,6 ml de sang.

(Controle : souris anesthésiées et choquées, IEC : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant

7 jours, IEC+HOE-140 : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par
I'HOE-140 juste avant le début du choc)
*:p<0,05
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3.2 .Seconde partie du travail : IMPACT TISSULAIRE

3.2.1 .Caractéristiques des groupes

Au total, 50 animaux ont été inclus dans le protocole. La mortalité liée au choc a été nulle

dans tous les groupes.

La Pression artérielle moyenne (PAM) a la phase initiale de I'anesthésie était
significativement plus élevée dans le groupe HOE-140 par rapport au groupe IEC
(p<0,05). Il n’y a pas eu de différence entre les autres groupes a la phase initiale de

I'anesthésie.

Le groupe IEC a présenté une PAM significativement inférieure a celle des autres groupes

durant les différents temps opératoires. (Figure n° 2)
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Figure n° 2 : Pressions artérielles moyennes (MmHg) durant un choc hémorragique

modéré murin apres prélevement de 0,3 ml de sang.

(Contrdle : souris anesthésiées et choquées; IEC : souris choquées, préalablement traitées par IEC
pendant 7 jours; IEC+HOE-140 : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours et
bloquées par 'HOE-140 juste avant le début du choc ; HOE-140 : souris choquées, bloquées par 'HOE -
140 juste avant le début du choc)

*=p<0,05
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3.2.2 . Conséquences fonctionnelles

3.2.2.1 .Au niveau rénal

L'évaluation de la fonction rénale par mesure de la cystatinémie a J1 (Figure n° 3A) a mis
en évidence une augmentation significative de la cystatinémie dans le groupe IEC

corrigée par 'HOE-140.

L'atteinte tubulaire mesurée par la quantification de KIM1 en RTPCR (Figure n° 3B) met
en évidence une surexpression dans le groupe IEC comparativement aux groupes

controle, IEC+HOE-140 et HOE-140.

Apres coloration a I'hématoxyline éosine, I'analyse morphologique rénale par le score
AKI n’a pas montré de différence entre les groupes de souffrance ischémique a la

jonction corticomédullaire quel que soit le groupe étudié (24).
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Figure n° 3A : Evaluation de la fonction rénale par mesure de la Cystatinémie a J1 par ELISA
(Sham: souris anesthésiées non choquées; Contrdle: souris anesthésiées et choquées; IEC : souris
choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours; IEC+HOE-140 : souris choquées, préalablement
traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par I'HOE-140 juste avant le début du choc; HOE-140 : souris
choquées, bloquées par 'HOE -140 juste avant le début du choc)

*=p<0.05
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Figure n° 3B : Atteinte tubulaire mesurée par la quantification de Kidney Injury Molecule 1
(KIM1) en RtPCR aJ1

(Sham : souris anesthésiées non choquées; Controle: souris anesthésiées et choquées; IEC : souris
choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours; [IEC+HOE-140 : souris choquées, préalablement
traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par 'HOE-140 juste avant le début du choc; HOE-140 : souris
choquées, bloquées par 'HOE -140 juste avant le début du choc)

*=p<0,05

3.2.2.2 .Auniveau hépatique

L'évaluation de la fonction hépatique par analyse biochimique du sérum (Figure n° 4A) a
mis en évidence une cytolyse responsable d’'une majoration des ALAT dans le groupe IEC
par rapport aux autres groupes (p<0,05). Nous n’avons pas retrouvé de différence
significative concernant les ASAT et les LDH. L'analyse de la cholestase, du fait
d’interférences pour le dosage de la bilirubine, n’a pas pu étre interprétée (résultats en

dehors des limites de normalité).

L'étude par RTPCR de l'expression de HGF dans le foie a montré une surexpression de ce

gene dans le groupe IEC (Figure n° 4B).

Apres coloration a ’'hématoxyline éosine et au PAS (acide periodique de Schiff), 'étude
morphologique hépatique par le score de THOOLEN n’a pas révélé de signes précoces de

souffrance ischémique au niveau des sinus veineux.
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Figure n° 4A : Evaluation de la fonction hépatique par mesure des Alanine AminoTransférase

(ALAT) en biochimie dans le sérum a J1. (Sham : souris anesthésiées non choquées; Contrdle :
souris anesthésiées et choquées ; IEC : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours ;
IEC+HOE-140 : souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par 'HOE-140
juste avant le début du choc ; HOE-140 : souris choquées, bloquées par 'HOE -140 juste avant le début du

choc)
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Eigure n° 4B : Etude par RtPCR de I’expression de Hépatocyte Growth Factor (HGF) dans le
foie a J1. (Sham : souris Anesthésiées non choquées ; Contréle : souris anesthésiées et choquées ; IEC :
souris choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours ; IEC+HOE-140 : souris choquées,
préalablement traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par 'HOE-140 juste avant le début du choc ; HOE-

140 : souris choquées, bloquées par 'HOE -140 juste avant le début du choc)
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3.2.2.3 . Auniveau intestinal

L'évaluation de la fonction intestinale par RTPCR n’a pas détecté d’amplification de IL22
au sein du tissu intestinal.

Nous avons observé une tendance a la surexpression de ZO1 dans le groupe IEC qui
semblait étre prévenue dans le groupe IEC + HOE-140 (Figure n° 5A).

L’analyse morphologique intestinale par l'utilisation du score de CHIU avec une
évaluation centrée sur le sommet des villosités n’a pas révélé de souffrance précoce du

parenchyme digestif.
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Figure n° 5A : Evaluation de la perméabilité intestinale par quantification de Zonula
Occludens 1 (Z0O1) en RtPCR dans I’intestin a J1

(Sham : souris Anesthésiées non choquées; Contréle : souris anesthésiées et choquées ; IEC : souris
choquées, préalablement traitées par IEC pendant 7 jours; IEC+HOE-140 : souris choquées,
préalablement traitées par IEC pendant 7 jours et bloquées par 'HOE-140 juste avant le début du
choc; HOE-140 : souris choquées, bloquées par 'HOE -140 juste avant le début du choc)
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4 . DISCUSSION

Les résultats obtenus dans la partie initiale de notre étude mettent pour la premiere fois
en évidence dans un modele de choc une augmentation significative de mortalité chez
des souris traitées préalablement par IEC. Aucune étude chez l'animale n’a, a notre
connaissance, été réalisée jusqu’a présent sur le sujet. Il est cependant intéressant de
noter qu'un petit nombre d’études cliniques humaines observationnelles rétrospectives
vont dans le sens d’un effet délétere des IEC en situation critique (25,26).

Nous montrons également pour la premiere fois que cette surmortalité est corrigée par
le blocage aigu du RB2 juste avant la réalisation du choc. Un intérét de I'antagonisation
du RB2 méme en I'absence de traitement préalable par IEC a été décrit dans des modeéles
de choc septique (27), hémorragique (28) ou de SIRS.

Nous avions récemment montré qu’'un traitement préalable par [EC aggravait
I’hypotension et '’hyperlactatémie dans un modele murin de choc hémorragique modéré.
Cet effet était corrigé par une injection préalable d’HOE-140 (12). Dans la premiére
partie de notre travail, la mortalité dans les groupes contrdle et IEC+HOE-140 ainsi que
la pression artérielle observée durant le choc (PA moyenne = 35 mmHg) sont identiques
a celles retrouvées par N.Mayeur dans un précedent travail (29).

Ces deux observations soulignent le caractere robuste de la forte surmortalité du groupe
IEC et l'efficacité de I'antagonisation. La profondeur de notre modéle de choc, bien que
sévere, ne parait donc pas étre un biais de sélection dans l'analyse de la mortalité

importante du groupe IEC.

Concernant la seconde partie de notre étude, les résultats hémodynamiques dans les
différents groupes sont superposables a ceux des études antérieures (29) (12). En effet,
apres prélevement de 0,3 ml de sang, le groupe IEC présente une PAM significativement
plus basse que celles des autres groupes. Cet effet est prévenu par I'injection d’HOE-140
au moment du choc.

Cependant, les PAM observées dans notre étude sont significativement plus importantes
que celles des travaux antérieurs et ce quelque soit le groupe. Cette moindre sévérité
détermine la principale limite de notre étude : le volume prélevé a induit un état de choc
modéré chez la souris traitée par IEC et une fluctuation plus modeste dans les autres

groupes.
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L’élévation de I'HGF (par RTPCR) dans le groupe IEC, corrigée par l'injection d’HOE-140,
est néanmoins un argument en faveur d'une agression hépatique (15).

Au niveau moléculaire, les résultats biochimiques ont révélé une augmentation des
ALAT. LALAT est la transaminase la plus sensible et la plus spécifique du foie.
L’augmentation des aminotransférases dans le sérum témoigne, soit de la destruction
des tissus qui en contiennent, soit d'une modification de la perméabilité membranaire
hépatocytaire. Une souffrance tissulaire microscopiquement visible, a type de nécrose
des cellules hépatiques, n’est donc pas indispensable pour observer I'augmentation des
transaminases (30). Helling et coll (31) ont décrit la cinétique d’apparition des
dommages hépatiques apres un choc de type ischemie-reperfusion. IIs ont observé une
augmentation initiale rapide des transaminases suivie, aprés un délai de 5 jours, par
I'apparition d’'une cholestase et de lésions microscopiquement visibles. Ce délai de 5
jours peut expliquer I'absence de cholestase et de lésions anatomiques dans notre

travail puisque le sacrifice a été effectué a J1.

Les résultats obtenus sur le foie sont corroborés par les données recueillies sur le rein,
avec une absence d’atteinte de la structure morphologique rénale au niveau de la
jonction cortico-médullaire. Le dosage de la cystatinémie C a montré une diminution de
la fonction rénale dans I'’ensemble des groupes choqués. Le groupe IEC+HOE-140 semble
davantage préservé. De plus, I'analyse de KIM1 en RTPCR a mis en évidence I'atteinte
moléculaire infra-clinique rénale, avec une surexpression significative de cette molécule
dans le groupe IEC par rapport aux autres groupes d’intéréts.

KIM-1 est un bio-marqueur validé de I'agression rénale aigue. De nombreux travaux ont

montré son intérét dans différents modeles d’agression rénale (32,33).

Enfin, I'analyse de I'impact intestinal a confirmé l'absence de souffrance ischémique
tissulaire en microscopie au niveau du sommet des villosités intestinales de I'iléon (zone
la plus sensible a I'ischémie). En dépit de 'absence de dommage histologique patent,
nous avons identifié une tendance a la surexpression de Z01 en RTPCR en faveur d’'une
majoration de la perméabilité intestinale lors du choc hémorragique, phénomene qui est
plus marqué dans le groupe IEC. Cet effet est réduit chez les animaux recevant aussi de
I’'HOE-140. La protéine ZO1, essentielle au maintien des jonctions serrées intestinales,

est surexprimée en situation d’agression ce qui permet le maintien de la barriere
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digestive et limite la fuite de liquide vers l'interstitium (34). Cette augmentation de
perméabilité est a I'origine d’une translocation bactérienne associée a une activation du
systéeme lymphoide local puis généralisé avec SIRS et syndrome de défaillance multi

organique (MODS) (35) (36)

L'absence de lésions histologique dans I'’ensemble des organes étudiés semble d’origine
multifactorielle. En effet, nous avons pris le parti d’effectuer un choc d’intensité modérée
(PAM plus haute que dans les études précédentes) nécessaire a la survie et a 'analyse
des souris IEC. Cette observation suggere que la procédure mise en ceuvre représentait
une agression tissulaire insuffisante. D’autre part, la littérature souligne que le délai
nécessaire d’'installation des 1ésions au niveau cellulaire est de 'ordre de 3 a 5 jours.
Pour cette raison, I'absence de différences entre les groupes concernant les résultats
anatomopathologiques peut également résulter du choix d’un sacrifice précoce des

souris associé a une intensité de choc insuffisante.
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5 . CONCLUSION

L'obtention d’'une surmortalité lors d’'un choc hémorragique dans le groupe IEC corrigée
par I'antagonisation précoce du RB2 est un argument robuste permettant de confirmer
I’hypothése d'un effet protecteur de 'HOE-140 lors d’'un choc hémorragique chez des
souris traitées par IEC.

Les résultats obtenus dans la seconde partie de notre étude sont en faveur d'une atteinte
rénale et hépato-splanchnique plus importante chez les souris préalablement traitées
par IEC lors d’'un choc hémorragique. Cette majoration de I'atteinte est prévenue par le
blocage spécifique des récepteurs B2 de la bradykinine (HOE-140).

Ces résultats confirment nos travaux antérieurs (12) et soulignent I'intérét
hémodynamique du blocage précoce du RB2 par 'HOE-140 en cas de choc hémorragique
chez les souris traitées par IEC.

En cas de confirmation de ces résultats, 'HOE-140 pourrait étre d'un intérét crucial dans
la prévention des hypotensions en réanimation et lors de procédure de chirurgie en

urgence chez les patients traités au long cours par IEC.
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6 .PERSPECTIVE : Etude AIEC

Le maintien de I'homéostasie cardiovasculaire est un des objectifs importants de la prise
en charge anesthésique dans la période péri-opératoire. Les facteurs pouvant altérer
cette homéostasie sont nombreux: antécédents du patient (hypertension artérielle,
insuffisance cardiaque, dysautonomie, traitement personnel (IEC, béta bloquant),
technique d’anesthésie (ventilation artificielle, médicaments anesthésiques) et geste
chirurgical lui-méme (hémorragie, clampage vasculaire).

Le role majeur de la pression artérielle (PA) dans la perfusion des organes, notamment
celle des organes les plus sensibles a '’hypoperfusion (cerveau, coeur, tube digestif et
reins) expose a un risque de défaillance organique en cas de baisse de la PA au cours
d’une anesthésie (1).

Chez les patients traités par IEC ou ARAZ au long cours, plusieurs études rapportent des
hypotensions artérielles peropératoires plus séveres si le traitement par inhibiteurs du
SRAA est maintenu jusqu’au jour de 'intervention (25,37). Elles sont favorisées par un
état hypovolémique préopératoire, par I'existence d'une dysfonction diastolique et par
I'association des inhibiteurs du SRAA a d’autres thérapeutiques hypotensives. Ces
épisodes sont le plus souvent corrigés par un remplissage et par l'utilisation de
sympathomimétiques. Toutefois, au cours de 'anesthésie, la diminution de l'activité du
systeme sympathique est compensée par la mise en jeu du systéme vasopressinergique
et du SRAA afin de maintenir la PA. Chez le patient traité de fagon chronique par les [EC
ou ARA2, le systéme vasopressinergique ne peut a lui seul corriger la baisse du retour
veineux. Cette interférence explique 'augmentation de la fréquence des hypotensions
artérielles observées au cours de l'anesthésie, ainsi que les cas d’hypotensions
réfractaires décrits (38).

Il faut également souligner que la poursuite du traitement par IEC prive le rein d’un
mécanisme homéostatique essentiel face a une baisse de pression artérielle. Ainsi, en cas
de blocage du systéme rénine angiotensine, toute baisse de la pression artérielle expose
a une dégradation postopératoire de la fonction rénale.

Les Recommandations Formalisées d’Experts recommandent d’interrompre les
inhibiteurs du SRAA au moins 12 heures avant une intervention lorsque ceux-ci

constituent un traitement de fond de I'hypertension artérielle (accord fort) (39,40)Chez
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le patient souffrant d’insuffisance cardiaque, le traitement chronique par les IEC et ARA2
peut influencer le profil hémodynamique de I'induction anesthésique.

Toutefois, I'arrét du traitement peut engendrer un déséquilibre de la cardiopathie. Il est
recommandé dans ce cas, de maintenir les inhibiteurs du SRAA lorsque ceux-ci sont
prescrits dans le cadre d'une insuffisance cardiaque. Le risque d’hypotension au cours
d’'une chirurgie majeure doit alors étre pris en compte (accord fort) (39,40). Ces
recommandations d’experts reposent sur des études observationnelles avec un faible
niveau de preuve. Les connaissances physiopathologiques sur l'activation du SRAA et du
SKK n’ont jamais été décrites au cours d'une anesthésie. Les mécanismes conduisant a
I’hypotension périopératoire chez ses patients traités par antagonistes du SRAA sont
donc trés mal connus.

Au sein de 'hopital de Rangeuil, I'analyse épidémiologique des patients de chirurgie
cardiaque nous a permis de constater qu’environ 15% des patients opérés sont traités
par des IEC ou ARA2 dans le cadre d’une insuffisance cardiaque chronique. La stratégie
actuelle de la prise en charge de ces patients est d'interrompre systématiquement les
inhibiteurs du SRAA 24h avant la chirurgie malgré ce que préconisent les

Recommandations Formalisées d’Experts (RFE).

L'objectif principal de ce travail est 'amélioration des pratiques professionnelles par
I'appropriation locale d’un référentiel (39,40) en comparant la fréquence de survenue
d’'une insuffisance rénale lors de l'application des nouvelles recommandations par
rapport aux pratiques anciennes.
Les objectifs secondaires sont :

e [I’évaluation des conséquences de la modification de ces pratiques sur I'incidence

des épisodes hypotensifs per-opératoire.
e [l’évaluation des conséquences de la modification de ces pratiques sur I'équilibre

de I'insuffisance cardiaque.

Il s’agit d’'une étude prospective, observationnelle, uni-centrique au CHU de Toulouse
dans le cadre d’'une évaluation des pratiques professionnelles sur une durée de 2 ans.

Un effectif de 180 malades a été calculé pour un risque Alpha de 5%, une puissance de
80% et une variation de I'événement insuffisance rénale aigue de 50% entre les deux

groupes pour une fréquence d’insuffisance rénale constatée postopératoire de 30%.
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Les patients inclus seront ceux traités par IEC ou ARA2 au long cours dans le cadre d’'une
insuffisance cardiaque chronique par dysfonction systolique devant subir une chirurgie
cardiaque.

Linsuffisance cardiaque chronique systolique est définie par une FEVG < 50% (41,42)

Nous exclurons de notre étude les patients opérés en urgence

Le critére de jugement principal sera la survenue d'une insuffisance rénale aigué en
post opératoire de chirurgie cardiaque évaluée par l'utilisation des criteres KDIGO
(diurese et créatininémie) et par le dosage de la cystatinémie/cystatinurie, marqueur
précoce de dysfonction rénale. (Annexe 1)
Les critéres de jugement secondaires seront :

e lasurvenue d'une hypotension artérielle aprés induction anesthésique.

e le déséquilibre de l'insuffisance cardiaque par une évaluation au 5éme jour

postopératoire

e lasurvenue d'un trouble du rythme supra ventriculaire
Dans un premier temps, apres vérification des criteres d’inclusion et de non-inclusion, la
premiere partie des patients inclus bénéficiera de I'arrét des inhibiteurs du SRAA en
préopératoire correspondant a notre pratique actuelle. Dans un second temps, les
patients nouvellement inclus se verront maintenir les IEC ou ARA2 en préopératoire tel
que cela est actuellement recommandé par les dernieres RFE sur la gestion des
traitements chroniques préopératoires. Un document d’information leur sera remis.
Les données cliniques seront issues des données couramment recueillies dans le service.
Les antécédents seront issus de la feuille de consultation d’anesthésie. Les données per
et postopératoires seront recueillies en exploitant les données issues de la feuille de
surveillance postopératoire.
Apres une étape d’analyse statistique descriptive, les deux groupes seront comparés.
Nous analyserons la distribution de notre population. Les valeurs qualitatives seront
discriminées entre les deux groupes par des tests de Chi2 ou de Fisher. Pour les valeurs
quantitatives, nous analyserons les différences entre les groupes par des t test ou des
analyses non paramétriques de type Mann Whitney.
Les données biologiques ont été recueillies sur les données des bilans biologiques

standards réalisés en réanimation.
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L'évaluation de la fonction rénale par les critéres RIFLE sera réalisée par le monitorage
de la créatininémie préopératoire et sa valeur maximale jusqu’a |5 postopératoire ainsi
que de la diurese post-opératoire. Le recours a une épuration extra rénale sera
recherché. Nous effectuerons d’autre part un dosage de la cystatinémie et cystatinurie
en pré et postopératoire comme marqueur précoce de souffrance rénale (réalisé sur des
reliquats de prélevements d'urines et de sang)

Les facteurs confondants pouvant péjorer la fonction rénale tels que l'usage de
néphrotoxique, la durée de la circulation extra-corporelle, le volume de saignement et le

recours a la transfusion seront identifiés.

L'évaluation hémodynamique sera réalisée par le relevé tensionnel a I'entrée au bloc et
10 minutes apres I'induction. Une évaluation de la fonction cardiaque sera effectuée lors
du bilan standard préopératoire et une nouvelle échographie trans-thoracique sera
pratiquée au bloc 10 minutes apres I'induction afin de monitorer I'évolution des profils
de remplissage et de la fonction myocardique. L'usage de catécholamine, leur posologie
et la durée d’administration per et postopératoire seront relevés. Limplication de toute
autre thérapeutique a visée hémodynamique sera relevée.

L'évolution de la fonction cardiaque sera suivie par le monitorage des BNP, échographie
cardiaque et examen clinique (recherche de signes d’insuffisance cardiaque et poids) en
préopératoire et a J5 postopératoire.

Nous suivrons I'apparition d’'un éventuel trouble du rythme supra ventriculaire.

J-1J0 (J1 ]2 J3 [J4 | J5
Créatininémie \ S A IV O R
Diurése des 24h NN N N A
Cystatinémie /Cystatinurie v \
Examen clinique (insuffisance cardiaque/Poids) | v \
Echographie Transthoracique v \ \
BNP v v
Tension artérielle / Fréquence Cardiaque \ \
Surveillance  des  troubles du rythme NN NN NN
supraventriculaire
Posologie des catécholamines S I A N N I VA Y
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Ce travail a recgu I’accord du CER de la SFAR n° IRB 00010254-2015-029 en date du
26-02-2016 et a débuté dans le service.
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Article en Cours de relecture pour soumission a '’AJRCCM

Introduction :

In recent years, Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitors (ACEi) have become the drugs of
choice for the treatment of hypertension, heart and renal failure, coronary artery diseases,
myocardial infarction and diabetes. By suppressing angiotensin and potentiating bradykinin
effects through B2 receptor (B2R) activation, ACEIs activate hemodynamic, metabolic and
cellular mechanisms that not only reduce high blood pressure, but also protect the
endothelium, the heart, and the kidney, namely the target organs which are at risk in
cardiovascular diseases (ref). However, it has been also shown, that ACEi induce severe or
refractory hypotension during anaesthesia and are associated with increased renal failure and
mortality (2,3). In fact, refractory hypotension or shock induces multi-organ dysfunction
syndrome and death, and the number of organ failure is consequently a crucial prognosis
marker (1).

It is currently recommended to stop ACEi before anesthesia (ref guideline européennes et
américianes), but in case of emergency, ACEi cannot be stop. To our knowledge, no specific

treatment exists to block deleterious hypotensive effects of ACEi during anaesthesia or shock.

Icatibant (HOE-140) is a high and specific B2R antagonist. Numerous animal and human
studies showed that B2R antagonist attenuates the hypotensive effect of ACEi in different
models of hypertension, (5). However, effect of B2R blockade in acute condition was never
studied.

The objective of our experimental work was to study the impact of acute BR2 blockage on
mortality and multi-organ failure in two differents volume targeted haemorrhagic shock
(VOLUME-TARGETED HEMORRHAGIC SHOCK) in ACEi-treated mice (6).

Material and Méthods :

Animals. The animal experiments were performed according to the national and institutional

animal care and ethical guidelines and were approved by the local board. The animals used in

this study were 18- to 24-wk-old C57/BL6 wild-type mice (Harlan, Gannat, France).

Protocols design. Based on our previous work (6), two types of VOLUME-TARGETED
HEMORRHAGIC SHOCK were performed. Briefly, the animals were anesthetized with
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ketamine and xylazine (125 mg/kg and 10 mg/kg, respectively), and intubated using an
intratracheal cannula. Mechanical ventilation (9 mL/kg, 150/min) was carried out, without
any ventilator settings modification during the procedure, with a specific ventilator Minivent
845 (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Germany). The left jugular vein and femoral
artery were catheterized, and ketamine (20 mg/kg/h) was continuously infused until the end of
the shock procedure. Throughout the procedure, femoral arterial blood pressure was
monitored using a blood pressure analyser (10X, EMKA Technologie, France).

Two VOLUME-TARGETED HEMORRHAGIC SHOCK were used. The only difference
between the two protocols was the collected blood volume: in protocol 1, 0.6 ml of blood was
withdrawn through the femoral arterial line for a severe VOLUME-TARGETED
HEMORRHAGIC SHOCK, and in protocol 2, 0.3 ml of blood was withdrawn for a moderate
VOLUME-TARGETED HEMORRHAGIC SHOCK. The first protocol was to determine
mortality and the second protocol was to study hepatic and renal failure. In both protocols, the
blood was stored in a 0.10 mL heparinized serum, and was reinfused at the end of the 2-hour
period of shock with the addition of a lactated Ringer’s solution (the volume of the initial
blood withdrawn) to ensure appropriate fluid volume restoration. Mice were sacrificed at 24
hours after both VOLUME-TARGETED HEMORRHAGIC SHOCK protocols.

The mice were randomly assigned in three groups for the 2 protocols: 1/ACEI: shocked-mice
treated with ACEI (n=6 and 11 for protocol 1 and 2); 2/ ACEI+HOE: shocked-mice treated
with ACEI and a single bolus of HOE-140 (n=5 and 10 for protocol 1 and 2); 3/ Control:
shocked-mice without treatment (n=5 and 9 for protocol 1 and 2). ACEi (ramipril, Sigma,
Germany) was given at a dose of 1 mg/kg per day in drinking water (at a concentration of 5
ug/ml) during the 7 days prior to shock. Icatibant (Sigma, Germany) was subcutaneously

administered at a dose of 250 pg/kg immediately before anaesthesia.

Mortality. We studied mortality for the first 180 minutes before end of the shock.

Renal exploration. The analysis of the renal function was carried out by the dosage of plasma
Cystatin C by ELISA (Cystatin C (Mouse) ELISA Enzo Life Sciences, ALX-850-328) and
from kidney injury molecule 1 (KIM1) on the kidney in RtPCR (5'-TGC TGC TAC TGC TTG
TCC TG-3 'and 5'-TAG AGA GGA CAC AGG CAA CC-3"). Briefly, the RtPCR technique
consisted (6) in an extraction of RNA by RNeasy Mini Kit® (Qiagen Inc.). RNA purity and
concentration were assessed by spectrophotometry Nanodrop (Labtech). Finally, reverse
transcription of 300 ng of RNA was performed into cDNA by using random oligonucleotide
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primers (random hexamer, Amersham). Amplification was performed by high-speed
nanofluidic PCR (Biomark) with analysis by method 2-AACt. The value 2-AACt reflected the

degree of induction compared to the control condition.

Hepatic exploration. Hepatic impairment was assessed by the quantification of the Alanine

aminotransferase (ATL) in plasma.

Statistical analysis. . Data are presented as the means £ SEM. Comparisons between groups
were performed using the nonparametric Kruskal-Wallis one-way analysis of variance
followed by the post hoc Dunn’s test. The results with p<0.05 were considered statistically
significant. Analyses were performed using GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA).

Results:
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Figure 1 : Survival curve in severe volume targeted hemorrhagic shock (protocol 1)
(ACELI: shocked-mice treated with ACEi for 7 days ; ACEI+HOE : shocked-mice treated with ACEI for 7 days
and with HOE-140 just before the shock; Control : shocked-mice); *:p <0,05
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Control (n=9) ACEi (n=11) ACEi+HOE (n=10)
KIM-1 (2-AACt) | 8,2 [5-13 ,5] * 47,114,3-70,9] 15,2 [4,4-24,3] *
CYSTATIN

0,46 [0,39-0,51] | 0,47[0,39-0,53] | 0,37[0,33-0,43]*
(mg/L)
ALT (U/L) 50 [40-58] * 87 [68-111] 48 [38-62] *
MAP shock

41,7 [39,5-44,5] * | 36 [31-38] 44 [40-47] *
(MmHg)
MAP
Ressuscitation 45 [37-52] * 37,5 [30-45] 47,2 [44-52] *
(MmHg)

Table 1: Organic impact of moderate volume targeted hemorrhagic shock (protocol 2) Results
are shown by mean (1C25%-1C75%); * = p <0, 05 vs ACEi

The value 2-AACt reflected the degree of induction compared to the control condition.

MAP : Mean Arterial Pressure; ALT : Alanine aminotransferase; KIM1 : Kidney Injury Molecule 1

All mice survived in the second experimentation.

Histological analysis did not reveal significant lesions of ischemia in the liver, the kidney or

the distal ileum.

Discussion:

Our study reports, for the first time, the beneficial effect of acute B2R blockade in volume-
targeted hemorrhagic shock to reverse the deleterious impact of ACEi-treated mice on

survival.

It is nevertheless worth noting that a small amount of retrospective observational human
clinical studies point in the direction of a deleterious effect of ACEi in critical situation (7).

We also show, for the first time, that this high death rate is corrected by the acute blockage of
the BR2 just before the shock takes place. Such beneficial effect of BR2 antagonizing effect
was previously suggested in septic (8) or hemorrhagic shock (9) models, but without
preliminary treatment by ACEi. Indeed, we recently demonstrated that prior treatment by

ACEi worsened hypotension and hyperlactatemia in a mice model of moderated hemorrhagic
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shock, and that this worsening was reversed by a single HOE-140 injection (10). In the
present study, the mortality (20%) as well as the average arterial pressure in the protocol 1’s
control group (mean arterial pressure (MAP) = 35 mmHg) are identical to those found by
Mayeur et al in a previous work using a 35 mmHg targeted MAP HS model. Thus, the depth
of our shock model, although severe, doesn’t seem to be a bias in the analysis of ACEi
group’s significant mortality. This underlines the relevance of ACEi’s over-mortality and of

BR2’s blockade life-saving effect.

Nevertheless, our work presents a limiting factor. We have demonstrated a low renal impact
and hepatic difference in the moderated shock model. Yet, to highlight a multi-organic impact
and to enable the ACEi group’ survival, it has been necessary to decreasethe volume of blood
withdrawn by 50%. This necessity explains, in our opinion, the mild histological and
biological multi-organic impacts observed in the second part of this work.

Conclusion:

In this experimental murine HS model study, we underline the deleterious effect of ACEi
pretreatment. We also describe for the first time the life-saving effect of HOE-140 single
injection in ACEi treated mice. At least, we suggest that this beneficial effect could be
associated with a decrease in multi-organic failure.

Further work is mandatory to confirm these results. However, this benefit could be of crucial

interest in ACEi-treated patients during either emergency anesthesia or resuscitation.
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Etude de la mortalité et impact tissulaire du blocage aigu du Récepteur B2 de
la bradykinine dans un modeéle murin de choc hémorragique aigu a objectif de
volume

Introduction : Evaluer les conséquences sur la mortalité et sur la défaillance multi-
organique de la prémédication par inhibiteur de 'enzyme de conversion (IEC) et I'effet d’'une
antagonisation du Récepteur B2 de la Bradykinine (RB2) par I'HOE-140 lors d’un état de choc
hémorragique murin.

Matériel et Méthodes : Nous avons réalisé un choc hémorragique par prélevement
d’un volume de 0,6 ml de sang pour la premiére expérimentation et 0,3 ml pour la seconde
sur une durée de 120 minutes. A la fin du choc nous avons réanimé les souris par transfusion
du sang prélevé associé a un volume équivalent de Ringer lactate. Nous avons étudié 3
groupes de souris C57BL6 : IEC (souris prétraitées 7 jours par IEC avant le choc), IEC+HOE-140
(souris prétraitées par IEC pendant 7 jours avec blocage du RB2 par HOE-140 juste avant le
choc) et controle (souris anesthésiées et choquées). Nous avons exploré dans la seconde
expérimentation la défaillance d’organe, apres sacrifice des souris a 24h du choc, au travers
de I'étude du rein (KIM1 en RtPCR et Cystatinémie en ELISA), du foie (ALAT en Biochimie et
HGF en RtPCR) et de l'intestin (ZO1 en RtPCR).

Résultats : La mortalité dans le groupe de souris prétraité par IEC a été
significativement augmentée (p < 0.05) comparativement aux groupes IEC+HOE-140 et
controle. L'étude de la défaillance d’organe a mis en évidence une majoration significative de
I'atteinte d’organe dans le groupe IEC comparativement aux groupes IEC+HOE-140 et
contréle.

Conclusion : La surmortalité associée a la majoration de I'atteinte rénale et hépato-
splanchnique dans le groupe IEC corrigé par I'antagonisation précoce du RB2 par HOE-140 est
un argument robuste permettant de confirmer I’hypothése d’un effet protecteur de I'HOE-
140 lors d’un choc hémorragique chez des souris traitées par IEC.

TITRE EN ANGLAIS : Mortality and acute tissue impact of the blockade of bradykinin B2
receptor in a murine model of acute hemorrhagic shock in volume target
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