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1. INTRODUCTION

Le choc septique est une pathologie fréquente grevée d’un pronostic sombre par la
survenue de défaillances multi viscérales dont cardiaques. L’avénement des
techniques de monitorage hémodynamique a permis de mieux comprendre la
physiopathologie de la défaillance hémodynamique liée au sepsis1. La recherche a
également décrit les implications de I'orage inflammatoire survenant au cours du
choc septique®. Cependant, jusqu’'a présent, les différentes thérapeutiques inhibant
les voies de I'inflammation dans le sepsis ont échoué a diminuer la mortalité®.

Les traitements par B bloquants ont été testés dans le choc septique dés les années
1960 avec des effets immunologiques et hémodynamiques intéressants puisque
'administration de propanolol a des chiens a permis de réduire la mortalité dans un
modeéle de choc endotoxinique®.

L’avénement des puces a ADN a permis a I'équipe de D. Annane de préciser les
effets immunologiques d’un traitement B1 bloquant administré dans un modéle de
choc septique murin qui semble diminuer I'excés délétére d’inflammation (étude en
soumission).

Dans notre étude, I'esmolol, traitement B1 bloquant, a été administré de fagon
précoce au cours d’un choc septique par péritonite chez des rats. Nous avons
cherché a évaluer les effets hémodynamiques et notamment [linotropisme
indépendamment des conditions de charges attribuables a la régulation de la

balance inflammatoire.
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1.1 Le choc septique

1.1.1 Définition

La conférence de consensus de 2001 de I"American College of Chest Physicians et
la Society of Critical Care Medecine ° s’est attelée a définir précisément le Syndrome
Inflammatoire de Réponse Systémique (SIRS), le sepsis, le sepsis séveére et le choc
septique.

Le sepsis est 'association d’'une infection et d’'un SIRS.

Le SIRS peut étre provoqué par différents événements dont l'infection mais aussi un
traumatisme, une brllure ou une pancréatite. Il est défini chez 'homme par la
présence d’au moins deux des critéres clinico-biologiques repris dans le tableau I.
L’infection, elle, est définie par la présence d’'un microorganisme (authentifiée

dans 70% des cas) responsable d’un foyer local d’'inflammation.

Le sepsis sévére correspond a l'association d'un sepsis et d’au moins une
dysfonction d’organe ou signe d’hypoperfusion tissulaire (tableau I).

Le choc septique est un sepsis sévére ne répondant pas a un remplissage
vasculaire.

Cette définition inclut la notion d’hypovolémie absolue et relative.
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SIRS

Deux ou plus des signes suivants :

Température > 38,3°C ou < 36,0°C ;

Fréquence cardiaque > 90/min ;

Fréquence respiratoire > 20/min ou PaCO; < 32 mm Hg ou ventilation

mécanique ;

Compte leucocytaire > 12000/mm3 ou < 4000/mm3 ou > 10 % de

cellules immatures.

Sepsis

SIRS + infection «cliniquement ou microbiologiquement

documentée »

Sepsis

sévere

Sepsis + au moins un signe d’hypo perfusion ou d’une

dysfonction d'organe :

Fonction circulatoire :
hypotension artérielle (PAS < 90 mm Hg ou PAS diminué de
40mmHg ou PAM < 60 mm Hg) ;

hyperlactatémie artérielle (lactate > 2 mmol/l) ;

Fonction respiratoire :
hypoxémie (PaO2/FIO2 < 300) ;

Fonctions supérieures :
présence d'encéphalopathie ou syndrome confusionnel (score
Glasgow < 14) ;

Fonction rénale :
oligurie (débit urinaire < 0,5 ml/kg/h persistant malgré le remplissage)

créatinine > 177 ymol/l (20 mg/l) ;

Coagulation :
thrombopénie < 100 000/mm3 ;

Fonction hépatique :

hyperbilirubinémie > 34 ymol/l ;

Choc

septique

Sepsis sévere + persistance, malgré un remplissage vasculaire

adapté ;

hypotension artérielle (PAS <90 mm Hg, PAM < 60 mm Hg),
signes d'hypoperfusion (lactatémie >4 mmol/l, oligurie, troubles de

la conscience,...).
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1.1.2 Epidémiologie

Le Sepsis est une pathologie fréquente et en constante augmentation. Aux Etats-
Unis, lincidence annuelle est de 50 a 95 cas pour 100 000 habitants et est en
augmentation de 9% par an. Le choc septique totalise 10% des admissions en unités

de soins intensifs ou réanimation .

Le Sepsis et le choc septique sont des pathologies graves : malgré une diminution
du taux de mortalité de 28% a 18% entre 1979 et 2000, 'augmentation de l'incidence
a entrainé un doublement du nombre de morts de 22 a 44 pour 100 000 habitants
aux Etats-Unis®.

En France en 2001, la mortalité & 2 mois du choc septique était de 41,9%".

1.1.3 Etats inflammatoires au cours du sepsis

Le sepsis se caractérise par une balance entre des signaux pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires envoyés aux cellules immunes effectrices: polynucléaires
neutrophiles, lymphocytes, monocytes et macrophages. L’excés d’inflammation initial
favorise le développement des défaillances d’organes. Alors que les médiateurs anti-

inflammatoires et 'apoptose des cellules immunes diminuent les défenses locales®.

Les lymphocytes T CD4 activés par le sepsis peuvent emprunter deux voies
distinctes (figure 1). La voie Th1 associée a une réponse immune cellulaire, a des
propriétés pro-inflammatoires par la sécrétion des cytokines IL13, IL6, IL12, du
Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), du Human Mobility Group Box 1 (HMGB1) et du
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF). Elle favorise la production des
monocytes dans la moelle et leur maturation en macrophage.

Les lymphocytes de la voie Th2 associés a une réponse immune humorale, ont des
propriétés anti-inflammatoires avec la sécrétion d’IL10, d’IL1 receptor antagonist (IL-
1ra) et de récepteurs solubles au TNF-a. La voie Th2 inhibe [Iactivation

macrophagique, la prolifération des lymphocytes T et la synthése des cytokines pro-
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inflammatoires. Les deux voies sont activées de maniére presque concomitante a
des degrés variables créant une balance inflammatoire régulée (figure 2).

Suite a l'orage cytokinique pro-inflammatoire initial, une apoptose importante des
cellules immunitaires survient et participe a la phase secondaire d’anergie

immunitaire?.

A

N/

P Adrenergic System

i
Cellular
Immunity

Figure 1: Reéactions des cellules || Figure 2: Balance et régulation des

immunes en réeponse a un pathogene voies Th1 et Th2 des lymphocytes T

1.1.4 Physiopathologie de la dysfonction cardiaque septique

Au cours du choc septique, on observe une hypovolémie relative par diminution du
tonus vasculaire artériel mais surtout veineux et une fuite plasmatique. Les
résistances vasculaires systémiques sont effondrées. Le débit cardiaque, aprées
remplissage vasculaire est le plus souvent normal ou élevé’, ce qui n’exclut pas la
présence d’une dysfonction cardiaque.

Les résultats des études physiologiques chez I'homme et le chien ont mis en

évidence une réduction de la fraction d’éjection biventriculaire. Une expansion
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volémique permettrait de compenser la diminution de la fraction d’éjection par une
dilatation des deux ventricules. L’augmentation de la fréquence cardiaque induit in

fine une majoration du débit cardiaque .

La fonction systolique définie comme la phase de contraction du coeur est
déterminée par trois éléments indépendants : la contractilité ou inotropisme, la
postcharge et la précharge.

L’inotropisme cardiaque est défini comme la capacité intrinséque du coeur a produire
une force. Il est indépendant de la précharge, de la postcharge et de la fréquence
cardiaque.

La postcharge est la contrainte que doit vaincre le muscle cardiaque pour se
raccourcir. Elle est indirectement appréciée par la résistance systémique artérielle
qui est le produit de la pression artérielle systolique par le débit cardiaque.

La précharge caractérise les conditions de remplissage des ventricules. Selon la loi
de Starling, la longueur initiale pré-activation d'une fibre myocardique est
proportionnelle a sa force. La longueur initiale correspond a la précharge et dépend
du volume télédiastolique.

Au cours de la réanimation du choc septique, la précharge est optimisée par
remplissage vasculaire, la postcharge doit étre maintenue pour permettre la
perfusion tissulaire. L’optimisation de I'inotropisme est un autre moyen d’améliorer la

fonction systolique.'?

L’évaluation de la fonction inotrope est d’autant plus difficile que les parameétres
systoliques mesurés habituellement dépendent d’éléments qui varient au cours du
choc et de la réanimation (conditions de charge, fréquence cardiaque...).

Un débit cardiaque normal ou élevé n’exclut pas la présence d'une dysfonction
inotrope. En effet une tachycardie et une dilatation des 2 ventricules maintiennent le

débit cardiaque malgré une baisse de la fraction d’éjection.

La fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) n’est pas non plus le meilleur
indice de I'inotropisme cardiaque car dépend de la compliance myocardique, de la

précharge et de la postcharge™.

DC =FC xVES =FC x FEVG x VTDVG 20

DC : débit cardiaque, FC : fréquence cardiaque,
VES : volume d’éjection systolique, VTDVG : volume télé diastolique du ventricule gauche




Nous avons utilisé la méthode des courbes Pression-Volume a différents niveaux de

précharge pour s’affranchir des conditions de charges.

1.1.5 Etiologie de la dysfonction cardiaque septique

Il existe plusieurs hypothéses en cours d’évaluation pour expliquer la dysfonction
myocardique au cours du choc septique. Ces différentes voies pourraient devenir des
cibles thérapeutiques.

1.1.5.1 L’excés d’inflammation

L’excés d’inflammation a la phase initiale du sepsis aggrave le pronostic par la
survenue d’une défaillance multiviscérale™.

En 1985, Parrillo met en évidence que la perfusion de serum de patients septiques
induit une diminution réversible de contractilité de cardiomyocytes de rats sains."
(figure 3)

il H | "|J

Contractility

€
.

JUY WY ¥y | R

Figure 3: Dysfonction contractile réversible de cardiomyocytes de rats in vitro a

I'adjonction de serum de patients septiques 15

Les polynucléaires neutrophiles et les macrophages produiraient des protéases et

des radicaux libres qui seraient responsables de dommages histologiques.
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Les cytokines IL6, IL1B et le TNFa sont impliquées dans la survenue de la
défaillance cardiaque septique.

Cependant, leurs taux sont rapidement indétectables alors que la dysfonction
persiste pendant 7 a 10 jours. Elles pourraient étre des «triggers» de la

dysfonction'®.

1.1.5.2 La dette en oxygéne

Une autre hypothése de [I'étiologie de la dysfonction cardiaque septique est
'inadéquation entre les besoins cellulaires et 'apport en oxygéne. Ce qui a pour
conséquence une « dormance » du cceur a l'instar de la zone d’« hibernation » dans
l'infarctus du myocarde. En per-opératoire de chirurgie a risque, le déficit en oxygéne

serait corrélé a la survenue d’une défaillance multiviscérale et de décés. '’

L’apport en oxygéne aux cellules est défini comme I'association du transport et de
I'extraction de 'oxygéne. Le transport de 'oxygéne est le débit d’'oxygéne disponible
pour les tissus. Il dépend du taux d’hémoglobine, du débit cardiaque et de la
saturation artérielle en oxygene (SaO,). L’extraction peut aussi étre un déterminant
de l'altération de I'apport en oxygéne par dysfonction mitochondriale : au cours du
sepsis survient une hypoxie cytopathique ou les cellules n’arrivent plus a extraire
I'oxygene. La saturation veineuse en oxygene est élevée en raison de cette anomalie
de [lextraction (S(a-v)O;). Les cellules manquent d’oxygéne et utilisent le
métabolisme anaérobie qu'on peut appréhender en clinique routiniere par la
survenue d'une hyperlactatémie. Le lactate étant un produit du métabolisme

anaérobie. ™

L’administration des bétabloquants pourrait diminuer les besoins en oxygene du
myocarde et ainsi diminuer la dette en oxygéne définie par la différence entre les

apports (transport + extraction) et les besoins en oxygéne des cellules 8.

VO2= 1,31 (Hb) x S(a-v)02 x DC

VO2: consommation en oxygéne

S(a-v)02: coefficient d’extraction de I'oxygenes

DC : Débit cardiaque 22




1.1.5.3 L’apoptose

L’apoptose est un phénomeéne controlé de mort cellulaire programmée. Elle fait
intervenir des protéases appelées caspases. Le sepsis pourrait favoriser I'apoptose
cardiaque. Cette hypothése pourrait expliquer en partie la dysfonction cardiaque
septique. Cependant, I'altération systolique liée au sepsis est réversible en cing a dix

jours alors que la phase protéolytique de 'apoptose est irréversible™®.

1.1.5.4 La dysautomonie :

Annane et al. ont exploré les valeurs et les variations de fréquence cardiaque,
pression artérielle, ainsi que des index de réponse sympato-vagale et baro-reflex
chez 20 patients en choc septique et sepsis sévére et 6 patients contrbles évalués
en tilt test. Au décours du choc septique, des taux élevés de catécholamines sont
associés a une diminution de la modulation sympathique cardiaque et vasculaire,

suggérant la survenue d’une dysautonomie de mauvais pronostic.%

La voie du NO, laltération du couplage excitation-contraction calcique, seraient

également impliquées dans la dysfonction cardiaque septique?’.

1.1.6 Pronostic de la dysfonction myocardique septique

Parker et al. ont observé le débit cardiaque et la fraction d’éjection de malades en
choc septique et ont mis en évidence que chez les survivants, survenait vers le
deuxiéme jour, une diminution du débit cardiaque et de la fraction d’'éjection
ventriculaire gauche (FEVG) ainsi qu’une dilatation ventriculaire gauche réversible
vers les 7eme a 10éme jours. Dans cette étude, les non survivants mourraient avec
une FEVG et un volume télé diastolique normaux. 2? (Figure 4)

Cette diminution du débit pourrait étre un mécanisme adaptatif a respecter.
D’ailleurs une étude cherchant a normaliser le transport en oxygéne (a plus de
600ml/min/m?) et lindex cardiaque (a plus de 4,5l/min/m?) par administration
systématique de dobutamine a été responsable d’'une surmortalité dans une
population hétérogéne de patients de réanimation *. Cela s’explique probablement
parce que le transport n'‘est pas le déterminant principal de la consommation

d’oxygéne au cours du choc septique qui est surtout limitée par I'extraction.
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Figure 4: diminution de l'index cardiaque entre J2 et J7 chez les survivants (points

pleins) contrairement aux non survivants (points vides) qui meurent avec un index
cardiaque normal®?
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1.2 Le systéme [3 adrénergique

Dans l'organisme humain, le systéme [ adrénergique est ubiquitaire. Le tableau I

recense les principaux organes contrélés, et les effets de leur stimulation. Il existe 3

sous-types de récepteurs [ adrénergiques :

B1, B2 et B3. Les récepteurs B1

prédominent dans le cceur, les B2 sont concentrés dans le cceur, les muscles lisses

des vaisseaux et des bronches, les récepteurs 33 sont mineurs®

Cible Récepteur

Ceeur Myocarde (contractilité) B1 et B2 augmentent, B3 diminue
Fréquence cardiaque B1 et B2 augmentent

Muscle lisse | Arteres B2 et B3 relachent

vasculaire Veines B2 relache

Systéme Muscle lisse des bronchioles B2 relache

respiratoire

Appareil digestif Muscle lisse du tractus gastro-intestinal B2 relache

Sphincters du tractus gastro-intestinal

B2 contracte

Foie B2 induit glycogénolyse et néoglucogenése
Appareil reproductif | Détrusor B2 relache

Sphincter B2 relache
Systéme nerveux Muscles ciliaires B2 relache

Tisssus adipeux

Adipocytes

B3 induit lypolyse et thermogenése

Tableau Il : Le systéme 3 adrénergique.

1.2.1 Couplage excitation-contraction

Le récepteur B adrénergique est un récepteur a 7 domaines transmembranaires,

couplé aux protéines G (figure 5). Aprés activation, la protéine Gs augmente la

concentration intra cytoplasmique d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) via

une adenylate cyclase.
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L’AMPc active une protéine kinase A (PKA), qui phosphoryle, entre autre, des
canaux transmembranaires, et module la transcription de nombreux génes.

La PKA va phosphoryler les récepteurs ryanodine (R-Ry) situés sur le réticulum
sarcoplasmique qui libére alors des ions calcium. Le calcium ionisé se fixe a la
troponine C, ce qui modifie la configuration de la tropomyosine liée a I'actine et leve
l'inhibition mécanique que cette derniére exerce sur le complexe actine-myosine. La
contraction est déclenchée (figure 6).

La PKA et la PKC vont également phosphoryler la troponine | (inhibitrice) qui diminue
I'affinité de la troponine C pour le calcium et améliore la relaxation cardiaque.

Le récepteur B peut lui-méme étre phosphorylé par la PKA, induisant son découplage
ou « down regulation » des protéines G (réponse aigué), puis son internalisation et

sa dégradation (réponse chronique).

Figure 5 : Le récepteur 8 adrénergique

Figure 6: Schéma de la contraction

induite par stimulation 3 adrénergique

Schémas tirés de Précis d’anesthésie cardiaque, Aoat 2010, Chapitre 5:

Physiopathologie cardio vasculaire. www.precisdanesthesiecardiaque.ch

1.2.2 Immunomodulation 8 adrénergique au cours du choc septique
26
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Toutes les cellules lymphoides expriment des récepteurs B a leur surface a
I'exception des lymphocytes T helper type Th2 % ces récepteurs sont du sous type
B2.

L’activation B2 au cours du sepsis inhibe la fonction Th1 pro inflammatoire. La
balance penche alors vers l'activité anti inflammatoire type Th2. Cela réduit ainsi la

synthése des cytokines pro-inflammatoires et augmente la synthése des cytokines
anti-inflammatoire?’ (figure 7).

Figure 7 : Effets des agonistes B2 adrénergique sur les voies de I'inflammation.
La stimulation des récepteurs 32 inhibe les cellules Th1 qui les expriment, les
lymphocytes Th2 qui sont dépourvus de récepteurs B s’en trouvent stimulés par effet

balance, I'inhibition d’'un sous type entrainant la stimulation de l'autre.

Au contraire, les B bloquants non sélectifs (inhibant les récepteurs B1 et f2) activent
la voie Th1 aux dépens de la voie Th2. Cela induit la production de cytokines pro-
inflammatoires 2. Cet effet est probablement di a I'excés de stimulation Th1 par
blocage 32 prédominant (figure 8).
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Figure 8 : Effets pro inflammatoires des 8 bloquants non sélectifs

par effet B2 prédominant, inhibant I'inhibition de la voie Th1

En revanche, les traitements B1 bloquants sélectifs, tel que I'esmolol, seraient
régulateurs de I'excés d’'inflammation). Le mécanisme exact n’est pas connu mais

I'hypothése et celle d’'une balance, ou le blocage 1 diminue le blocage 32 (figure 9).

Figure 9 : Les B1 bloquants favorisent la voie Th2 anti inflammatoire

Dans une étude conduite par D. Annane sur des souris septiques par ponction et
ligature caecale (Caecale Ligature and Puncture-CLP) traitées par esmolol (1
bloquant), I'expression génique et la synthése intra-myocardique des cytokines pro-
inflammatoires mais également de certaines cytokines anti inflammatoires étaient

diminuées (étude non publiée).
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1.2.3 Impact des 31 bloquants sur I’lhémodynamique du choc

1.2.3.1 Restauration de ’activité B agoniste

La stimulation B adrénergique prolongée induit une diminution des récepteurs dans le
cceur. Dans une étude expérimentale, la mise en contact du plasma de patients
septiques traités par noradrénaline avec une culture de cardiomyocytes de rats a
induit une diminution de 35% du taux des récepteurs f3 adrénergiques16. Cela
s’explique par un effet de « down regulation » observé dans la plupart des
meécanismes ligand-récepteurs et peut induire une pharmacorésistance, ou une
pharmacotolérance.

Les mécanismes de down régulation comprennent plusieurs phases :
désensibilisation par phosphorylation des récepteurs, translocation par
séquestration, puis dégradation des récepteurs.

Chez 'homme comme chez le rat sains, les récepteurs B adrénergiques de type 1
constitue 70 a 80% des récepteurs 3 adrénergiques et sont les plus touchés par la
« down regulation ». Au contraire, le taux de récepteurs B2 a tendance a étre « up
régulé » et peut atteindre jusque 40% en cas de stimulation adrénergique prolongée

contre 20 & 30% en physiologie.?

Cela expliquerait la baisse d'efficacité¢ des B agonistes® et, en partie, la baisse
intrinséque de contractilité cardiaque au cours du sepsis.

L’absence de réponse cardiovasculaire et métabolique a la dobutamine (agoniste 1
adrénergique) a été associée a un moins bon pronostic dans une étude chez
I'nomme au cours du choc septique et du sepsis sévere>’.

Les B1 bloquants pourraient restaurer la réponse contractile aux B agonistes en
diminuant la down régulation des récepteurs. Dans I'étude de Suzuki et al, les rats en
choc septique par péritonite ont une densité myocardique en B1 récepteurs plus
basse (-60%) que les animaux shams. L’administration d’esmolol, ré-augmente le
taux de récepteur B1 (méme si cette différence n’est pas statistiquement significative)
chez les animaux traités versus les animaux placébos (Figure 10). Dans cette étude,

comme dans la nétre, les animaux ne recevaient pas de traitement par
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catécholamine. |l est probable que I'adjonction d’un traitement B stimulant en plus

des catécholamines endogénes majorerait la down régulation des récepteurs B.%
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Figure 10: Down regulation des récepteurs 1 adrénergiques chez les rats septiques

diminuée par I'administration d’esmolol
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1.2.3.2 Effet anti-apoptotique des 8 bloguants dans le caeur

Les récepteurs 1 adrénergiques (a I'exclusion des récepteurs de types 2) induisent
'apoptose des cardiomyocytes en cas d’excés de stimulation catécholaminergique.
Une étude chez les rats traités par isoproterenol (31 et B2 agoniste) a mis en
évidence une majoration de l'apoptose plus importante que la tachycardie seule
induite par stimulation électrique chez les animaux contréles. D’autres études ont
confirmé la survenue précoce en seulement quelques heures de phénoménes
apoptotiques en cas de stimulation catécholamininergique intense, ce qui participe
sans doute & la dysfonction cardiaque septique.®®

Chez 'homme en per-opératoire, I'étude de l'apoptose des cardiomyocytes par
marquage TUNEL montre une hausse de [l'apoptose corrélée aux taux de
catécholamines. Cet effet a été atténué chez les patients traités par atenolol (31

bloquant)®>

1.2.3.3 Effets des 8 bloguants sur la balance énergétique au

cours du sepsis

Les B1 bloquants pourraient optimiser de la balance énergétique au cours du choc
septique.

Un traitement par esmolol (31 bloquant) visant a diminuer de 20% la fréquence
cardiaque chez 6 patients en choc septique n’a pas modifié la pression artérielle
moyenne malgré une diminution de l'index cardiaque. La consommation d’oxygéne
et la dépense énergétique totale sont restées inchangées™>.

Dans une autre étude chez le rat septique, 'administration de 1 bloquant améliorait

I'extraction de I'oxygéne et la fonction myocardique, la lactatémie était inchangée®*
34
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1.3 Rationnel de I'étude

1.3.1 Hypothéses
L’hypothése principale est que, au cours du choc septique, 'administration précoce
de B1 bloquants réduirait la dysfonction cardiovasculaire par régulation de la balance

inflammatoire.

L’hypothése secondaire est I'innocuité de ce traitement.
1.3.2 Objectifs

L’objectif de notre étude est de décrire les effets hémodynamiques de I'administration

de I'esmolol (31 bloquant) chez des rats en choc septique par péritonite.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Modele expérimental

Des rats Wistars de 350 a 380g sont hébergés en cage individuelle pendant au
moins 4 jours aprés réception du centre d'élevage Dépré (Saint-Doulchard, France).
L'eau et la nourriture sont en libre accés. L'expérience se déroule en deux phases

séparées de 18 heures a 24 heures.
2.1.1 Les différents groupes

Nous avons étudié 5 groupes d’animaux :

(1) Le groupe sham (dix animaux), est le groupe témoin, permettant de
déterminer les valeurs normales. Les animaux du groupe sham subissaient une
laparotomie, le caecum était manipulé mais ni ligaturé ni perforé. lls recevaient par
ailleurs les mémes traitements que les autres groupes: expansion volémique,
antibiotique.

(2) Le groupe placébo (dix-neuf animaux), permet, comparativement au
groupe sham, de décrire les effets de la péritonite sur les animaux. lls recevaient du
serum physiologique a la place de I'esmolol.

Les groupes traités recevait outre I'expansion volémique et les antibiotiques, de
'esmolol a deux doses différentes :

(3) a la dose de 10mg/kg/h (groupe traité simple dose) (vingt-quatre animaux)

(4) a la dose de 20mg/kg/h (groupe traité double dose) (neuf animaux).

Ces groupes permettent, comparativement au groupe placébo, de décrire les effets
de I'esmolol dans le choc septique. La comparaison de groupes traités simple et
double dose permet d’évaluer un éventuel « effet dose ». Cet « effet dose » qui
permet de donner plus de crédibilité pharmacologique a l'imputabilité du traitement
sur les effets observés. L'intérét de tester des doses est également de jauger les
effets.

33



(5) Lorsqu’il n’y avait pas de différence statistique entre les valeurs observées,
les groupes traités simple et double doses ont été poolés dans un grand groupe

appelé « groupe traité » ou « traité toutes doses confondues » (trente-trois animaux).

2.1.2 Ligature caecale et ponction

Les animaux sont anesthésiés par de l'lsoflurane (induction 4% puis 1,5%) en
oxygéne pur (0,8l/min). A visée analgésique, 0,2 ml de chlorydrate de lidocaine 0,5%
est injecté en sous cutané aux niveaux abdominal et cervical. L'animal est rasé sur

toute sa face ventrale.

La méthode de péritonite par ligature et ponction caecale est un modéle de sepsis
reproduisant une pathologie pluri-microbienne humaine. Elle a été décrite par

Rittirsch et al®® et a été utilisée a plusieurs reprises dans notre laboratoire.

Une incision abdominale médiane de trois centimétres permet d'exposer le caecum.
Les matiéres fécales sont ramenées vers le cul de sac caecal. Le caecum est
ligaturé sous pression, a mi-distance entre la valvule de Bauhin et la partie distale. Le
noeud n'est pas trop serré pour éviter la survenue d'une ischémie. Une ponction
unique a l'aiguille de 21 gauge est réalisée pour extruder des matiéres fécales. Le
caecum et les feces sont réintroduits dans la cavité abdominale. Le muscle puis la

peau sont suturés. L'abdomen est massé pour remettre les intestins en place.

Pour les animaux sham, le caecum est exposé, manipulé avec précaution puis remis

en place sans ligature ni ponction.

Cette étape dure 10 minutes peau a peau.
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2.1.3 Administration des traitements

2.1.3.1 La réanimation conventionnelle

Un cathéter de polyéthylene 50 est tunnélisé en sous cutané de la partie cervicale
ventrale jusqu'au dos de I'animal. La veine jugulaire interne gauche est cathétérisée
avec ce cathéter qui est solidement fixé. Un remplissage vasculaire de 3ml/kg/h de
sérum salé isotonique est immédiatement débuté. Un traitement par nalbuphine
(0,1mg/kg) est administré par voie systémique a visée antalgique. Cette étape dure
15 minutes.

L'animal est réchauffé et réveillé puis replacé en cage individuelle. Les mouvements,
I'eau et la nourriture sont libres.

A la quatriéme heure, un antibiotique a large spectre est administré par voie intra
veineuse lente (Imipenéme, Tienam®, a la posologie de 10mg/kg).

Les animaux ne recevaient pas de traitement par catécholamine.

Nous avons choisi un modéle de choc « réanimé » par I'administration d'une
expansion volémique et les antibiotiques pour étre au plus prés des réalités
cliniques. Cela induit probablement une perte de puissance puisque les animaux

sont moins séverement malades.

2.1.3.2 Le traitement 3 bloquant

Aprés randomisation en aveugle, de I'esmolol a simple dose (10mg/kg/h), double
dose (20mg/kg/h) ou du placebo (sérum salé isotonique) sont administrés en continu.
La dilution des deux posologies d’esmolol sont respectivement de 10mg/3ml et 20

mg/3ml afin que tous les groupes recoivent la méme quantité de liquide.

L’esmolol est un antagoniste des récepteurs B adrénergique avec une sélectivité 31
importante puisque I'administration de 500ug/kg/min (soit 30mg/kg/h) permet de
détecter 84,7% de récepteurs 1 occupés et aucun récepteur 2. Son délai d’action
est trés court avec une demi-vie d’élimination de 9 min. Il est nécessaire de
'administrer par voie intraveineuse continue si on souhaite un effet soutenu.
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Contrairement a d'autres molécules [ bloquantes, il na pas d’activité

sympathomimétique intrinséque ni d’effet stabilisant de membrane.

2.2 Mesure des pressions et volumes ventriculaires

gauches

2.2.1 Mise en place du cathéter de conductance

Entre H18 et H24 de la chirurgie, les animaux sont de nouveaux anesthésiés a
l'isoflurane (méme protocole). Un remplissage par 3ml/kg de sérum salé isotonique
est administré en bolus sur 15 minutes par voie intraveineuse pour permettre aux

animaux une meilleure tolérance de I'expérimentation.

Une injection sous cutanée de 0,2ml de Chlorydrate de lidocaine a 0,5% au niveau
cervical et fémoral assure I'anesthésie locale. La sonde de Millar® (ou cathéter de
conductance) est immergée dans 1ml de sérum salé isotonique tiéde jusqu'a sa mise
en place. Une trachéotomie chirurgicale est mise en place avec un cathlon de 14
gauges. La ventilation est débutée sur respirateur réglé selon les formules :

026 min™', volume courant = 6,2 Xpoids1*°1ml.kg'1,

fréquence respiratoire = 53,5Xpoids
en oxygéne 100% et isoflurane 1,5%. Un cathéter PE 50 est placé dans l'artére
fémorale gauche, permettant une mesure invasive continue de la pression artérielle

et dosage des gaz du sang et de la lactatémie.

Le cathéter de conductance Millar® (Mikro-Tip® Ultra-Miniature, EMKA) est inséré
dans le ventricule gauche via l'artere carotide droite. |l permet une mesure
instantanée continue des pressions et volumes ventriculaires gauches et den
déduire les paramétres hémodynamiques. Le volume est mesuré par conductance
selon le principe suivant : un volume d’'un conducteur électrique est proportionnel a
sa conductance électrique et inversement a sa résistance. Un courant constant de
faible amplitude, de fréquence 20kHz, émis par deux électrodes extrémes
excitatrices, crée un champ électrique a l'intérieur du ventricule gauche. Les

variations de résistance dans la propagation du champ électrique au cours du cycle
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cardiaque, sont pergues par deux électrodes réceptrices internes (figure 11),

permettant de déduire le volume sanguin.

Figure 11 : Schéma des électrodes émettrices et réceptrices permettant la mesure

des résistances. Les volumes sanguins sont calculés a partir de ces résistances

Le calcul du volume sanguin cavitaire dépend de I'équation suivante :

V(t)= p x L2x (G(t) - Gp) / a

V(t) : volume ventriculaire, p : résistivité du sang, L : distance entre les électrodes
internes, G(t) : conductance instantanée mesurée, Gp : conductance « paralléle », a :

facteur de calibration donné par le constructeur.

p est déterminé par la calibration « externe ». On place du sang hépariné dans des
cuvettes de volumes connus et on les compare aux volumes mesurés par

conductance.

L'animal est maintenu a une température entre 36 et 38°C, grace a une table

chauffante. La température rectale est contrdlée toutes les 10 minutes.

L'animal est curarisé par du bromure de pancuronium (pavulon®), 0,2mg/kg en bolus
répété si nécessaire. Ce qui permet d’éviter tout mouvement notamment respiratoire

pendant les mesures.
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2.2.2 Calibrations et occlusion

Une calibration dite "saline" est réalisée par injection intra veineuse de 0,3 ml de
sérum salé a 10%. Cette calibration in vivo modifie rapidement et transitoirement la
conductance sans faire varier significativement la volémie. Cette mesure est réalisée
en apnée. Elle permet de déterminer le "Volume paralléle" correspondant aux
éléments adjacents du contenu ventriculaire gauche (paroi, ventricule droit,
vaisseaux). Par soustraction, cette mesure permet d’établir le volume ventriculaire.

Cette calibration est répétée a trois reprises.

Un fil est placé sous la veine cave inférieure par voie trans-diaphragmatique via une
laparotomie latérale sous diaphragmatique. L’utilisation d’'un bistouri électrique pour
cette étape permet de limiter les saignements. Une période de repos de 20 minutes

est débutée pour permettre aux rats de revenir aux conditions basales pré chirurgie.

2.2.3 Parameétres mesurés

2.2.3.1 Mesures hémodynamiques cycles a cycles

Le cathéter de conductance mesure toutes les millisecondes les paramétres de
pressions et de volumes ventriculaires gauches. Ceci permet de construire en
continu, pour chaque cycle cardiaque, une courbe pression-volume ventriculaire
gauche. Parmi les paramétres mesurés, nous avons choisi d’analyser les parametres

suivants :

2.2.3.1.1 Paramétres généraux

FC : Fréquence Cardiaque (bpm)

VES (ul): Volume dEjection Systolique = volume télédiastolique — volume

télésystolique.
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2.2.3.1.2 Paramétres systoliques

FEVG : fraction d'éjection du ventricule gauche, représente le pourcentage du
volume télédiastolique éjecté a chaque systole.

FEVG = Volume systolique / Volume télédiastolique

DC : Débit Cardiaque (ul/min) : quantité de sang éjecté par le cceur en une minute.
DC=VES x FC

2.2.3.1.3 Parametres diastoliques

dP/dt min : diminution maximale de pression par unité de temps durant la phase de
relaxation isovolumétrique

Tau (msec): constante de relaxation, dérivée premiére monoexponentielle de la
courbe de pression entre la pression systolique maximale et la pression
protodiastolique suivante. Ces parametres sont influencés par les conditions de

charge (précharge ou postcharge) du ventricule gauche®®.

2.2.3.2 Mesures en s’extrayant des conditions de charge

Durant 13 cycles cardiaques, la veine cave inférieure est progressivement occluse
pour diminuer le retour veineux, ce qui diminue la précharge. L’objectif est de
diminuer la pression intraventriculaire maximale d’au moins 10 mmHg, le volume
ventriculaire gauche diminue proportionnellement. On peut tracer une droite entre les
points télédiastoliques de 13 courbes consécutives. La pente de cette droite est
appelée « relation pression-volume de fin de systole », ou ESPVR ou élastance de
fin de systole (Elastance end systolique-Ees) ou encore Emax. EDPVR ou « relation
pression-volume de fin de diastole » ou élastance de fin de diastole (Elastance end
diastolique-Eed) est la pente de la droite passant par tous les points télédiastoliques
(figure 12).

Ces paramétres sont indépendants des conditions de charge puisque mesurés a
différents niveau de charge et représentent respectivement linotropisme pour

ESPVR et la compliance du ventricule gauche pour EDPVR
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Figure 12 : exemple de courbe pression-volume pendant I'occlusion de
la veine cave inférieure.

L’elastance artérielle (Ea) est définie par le rapport de la pression ventriculaire de fin
de systole (Pes) par le volume d’éjection systolique (VES).
[Ea = Pes/VES|

Ea caractérise les propriétés de I'arbre vasculaire (résistance vasculaire mais aussi
la compliance et le temps de diastole de I'arbre vasculaire.

Le couplage ventriculo artériel est défini par Ees/Ea et représente I'efficience du
systéme cardio vasculaire qui est maximale quand le rapport est proche de 2 et
minimale quand il est proche de 1. Il permet d’apprécier l'efficience du transfert
d’énergie du myocarde vers le systéme artériel et ainsi de déterminer la performance

myocardique.
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2.3 Préléevements et dosages

Un millilitre de sang artériel est prélevé via le cathéter inséré dans l'artere fémorale
gauche en fin d’expérimentation. La seringue est conservée a 4°C le temps
d’effectuer le reste des prélévements, le sang est analysé par un automate (ABL

800) afin d’évaluer la lactatémie artérielle.

Cing millilitres de sang sont également prélevés puis immédiatement centrifugés a
3000 tours/min pendant 15 min a 4°C pour séparer le plasma des cellules. Le plasma
est ensuite prélevé a la pipette, stocké dans des tubes eppendorfs plongés dans

I'azote liquide puis conservés a -80°C.

Lorsque tous les prélevements des tous les groupes ont été réalisés, un dosage des
cytokines IL1B et 1110 a été réalisé par la technique ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). Cette technique immuno-enzymatique de détection qui
permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée
produite par l'action sur un substrat (ici, les interleukines 138 et 10) d'une enzyme

préalablement fixée a I'anticorps.

41



2.4 Analyses statistiques

La saisie des données a été réalisée avec le logiciel GraphPad.prism.v.0.prism.

L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SAS/9.2.

La conception du protocole, I'analyse statistique et I'interprétation des résultats ont
été réalisées avec laide du Dr Thilly, épidémiologiste et Madame
Erpelding, statisticienne au service d’Epidémiologie et Evaluation Clinique du CHU

de Nancy.

Une approche non paramétrique a été utilisée car elle permet de s’affranchir d’'un
certain nombre d’hypothéses « a priori » dont la normalité (ou répartition gaussienne)
des variables et la taille de I'échantillon. Les caractéristiques biologiques et cliniques
sont exprimées a partir de la médiane, des 1er et 3éme quartiles.

Le test de Wilcoxon a été utilisé pour comparer deux groupes, et celui de Kruskal
Wallis pour comparer plus de deux groupes. Les pourcentages de mortalité ont été
compares en utilisant un test de Fisher exact.

Le niveau de signification des tests statistiques a été fixé a p < 0,05.

Les groupes de rats CLP traités ont été comparés selon I'heure d’évaluation (H18 et
H24). L’absence de différence significative a permis de regrouper les effectifs pour
les autres analyses.

De la méme fagon, l'analyse n’a pas mis en évidence de différences sur les
parametres étudiés entre les groupes placebos a 18 et 24h exceptés pour les
parametres Ea et Tau. lls ont donc été regroupés pour I'analyse.

La comparaison des parameétres des groupes traités simple et double dose n’a pas
montré de différence significative par test de Wilcoxon hormis pour le parameétre
ESPVR.

Nous avons comparé le groupe de rats traités toutes doses confondues au groupe
placebo. L'analyse en sous-groupe en fonction de la dose d’esmolol permet de

déterminer un « effet dose » sur certains paramétres.
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3. RESULTATS

3.1 Caractéristiques des animaux septiques

Le groupe placebo est constitué d’animaux ayant eu la CLP mais non traités par
esmolol. L'étude de ce groupe permet, comparé au groupe sham, de décrire les

conséquences de la péritonite (tableau Ill).

Cliniguement les animaux malades (placebos et traités) présentent tous des

stigmates de maladie : poils hérissé, apathie, hémorragie autour des yeux et narines.

Les animaux placébos présentent une hyperlactatémie a 3,2 mmol/l (2,4 — 3,8) vs.
les rats shams 1,6 mmol/l (1,0 — 2,5), p=0,013 (figures 13).

La pression artérielle moyenne est plus basse chez les animaux placebos que chez
les rats shams : 95mmHg (73 — 115) vs.142 mmHg (117 — 147), p=0,0003 (figure
14).

Le dosage des interleukines IL 1B et IL10, respectivement pro et anti inflammatoire,
augmentent chez les animaux placébos par rapport aux animaux shams.

IL 18 est mesurée a 0,22 ng/ml (0,13-0,33) chez les rats malades placébos versus
0,07 ng/ml (0,43-0,19) chez les animaux shams, p=0,04.

IL 10 est dosée chez les rats malades placébos a 0,31 ng/ml (0,046-0,50) versus
-0,007 ng/ml (0,075-0,039) chez les rats shams, p=0,013.
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Nous avons mis en évidence une altération de la fonction cardiaque systolique dans
le groupe placebo déterminée par une diminution de 40% d’ESPVR par rapport aux
animaux shams : 0,9 mmHg/ul (0,7 — 1,3) versus 1,5 mmHg/pl (1,1 - 2,2), p=0.0082
(figure 8). En revanche, la fraction d’éjection du ventricule gauche n’est pas différente
entre les groupes shams (60% (47-79)) et placebos (62%(48-71)), p=0,9641. ll n'y a
pas non plus de différence de débit cardiaque entre les groupes shams : 41ml/min
(25-64) et placebos 41ml/min (25-54), p=0,78. La fréquence -cardiaque est
significativement plus élevée chez les animaux placébos 481 bpm (436-501) que
chez les animaux shams 430 bpm (401-455), p=0,03.

L’élastance artérielle, reflet des résistances vasculaires systémiques, n’est pas
statistiquement différente chez les animaux malades placébos 1,02 mmHg/ul (0,82-
2,24), versus les animaux shams 1,30 mmHg/ul (0,89-1,94), (p=0,45).

La constante de relaxation Tau (reflet de la fonction diastolique) est significativement
réduite chez les rats placebos 6,1 ms (5,9 — 6,3) versus shams 6,6 ms (6,4 — 7,3),
p=0,001 (figure 19). Cependant EDPVR (paramétre diastolique indépendant des
conditions de charge) n’est pas statistiquement différent dans les groupes shams :
0,04 (0,03-0,06) et placebo 0,03 (0,01-0,05), p=0,58.
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Traités simple

Traités double

Traités toutes

SHAMS Placebos dose dose doses
N=10 N=19 _ _ confondues
N=24 N=9 N 33
Paramétres
L Lactate 3,2 (2,4-3,8) * 3,3 (2,4-4,3) 3,6 (2,5-4,0) 3,5 (2,5-4,2) ns
generaux (mmol/l) 16 (1.0-2.9) (0,013) Ns (p=0,43) Ns (p=0,42) (p=0,63)
PAM 142 (117-147) 95 (73-115) * 95 (71-108)ns | 76 (62-104) 85 (68-106) ns
(mmHg) (p=0,0003) p=0,9 Ns (p=0,18) (p=0,68)
481 (436-501) * | 401 (364-434) 377 (367-411) 397 (367-425) **
FC(bpm) | 430 (401-455) | (4 03) * (p<0,0001) * (p=0,005) (p<0,0001)
p=0,30
Ea 1,30 (0,89-1,94) | 1,9(1,227)ns | 3,02 (2,04-361) | 2,2(1,3-3,1*
(mmHgiuyy | 1102(0:82-2.24) 1 (525 45) (p=0,06) *(p=0,017) (p=0,016)
Mortalité(%) | 0 20 9,7 16,7 11,6
Parameétres
svstoliques | VES (H) 86(56-120) 87 (70-120)ns 213 (97-253) * 273 (141-280) 236(98-273) **
ystoliq (p=0,75) (p=0,007) * (=0,004) (p=0.0011)
dépendant de . 15 (8-18) ns 18 (13-30) **
DC (ml/min) | 41 (25-65) 41 (25-55)ns 20 (15-31) ° >
la charge p=0,0638 (p=0,0018)
FEVG (%) | 60(47-79) 62 (48-71) ns 51(38-61) 33 (18-45) 50 (31 — 59) **
Ns p=0,1085 (p=0,015)
dP/dTmax 10210 9111,5 5251 5192 2528)(12000'
(mmHgla) | (8597-12579) (6013-10197) (4315-6008) (4034-5666) (0<0.0001)
Paramétres
. PRSW 1075 (96-115) | 94 (69-128) 94 (64-116) 85 (52-162) 89 (59-121) ns
systoliques (mmHg) (p=0,67)
indépendant | _ 15 (1422 0.9 (0,7-13) * 12 (0.9-16) (2;;2(()16471;2\/‘:2%8 1,4 (1,0-2,0) **
de la charge ESPVR A (p=0,04) ns(p=0,) dout;le dose (p=0,01)
Emax(mmH | 2,5 (1,54) 3,0 (1,6-3,7) 2,8 (1,638) 4,3 (2,9-7,5) ol gy o
glul) ,
Paramétres
diastoliaues | T2U (MS) 6,6 (6,4-7.3) 6.1 (5.9-6.3)* 7,3 (6,4-7,7)* 7,4 (7,1-7,5) Z;(‘Q’ i%%'g(’ﬁ))
q (p=0,0006) (p=0,0004) *(p=0,0007) P=0,
dépendant de . -6032
| dP/dTmin | -9119 8603 5817 6152 (6066.-4954)
a charge (mmHgls) | (-11844:-6983) | (-10071-5573) | (-7033;-5008) | (6714;-3849) | .70 2000
139 (110-206) ns | 275 (109-325)* | 312 (297-343) 299 (199- 331)
VID VG (ul) | 149 (109-172) | 0=0,0005 *0=0,0003 *45<0,0001
Paramétre
arame 0,03
diastolique | Eed = ’ 0,07 (0,04-0,10) * | 0,05 (0,04-0,21) | 0,07 (0,04-0,10)
indépendant | EDPVR 0,04(0,03-0,06) | (0.01mmHg/s- | -4 5o4) ns (p=0,20) * (p=0,024)
de la charge 0,05) ns (p=0,58)
Dosage IL 10 -0,007 (-0,075- | 0,31(0,046-0,50) | 0,13 (-0,0035- 0,10 (0,04-0,24) 2;12 (0,015-0,24)
cytokines (ng/ml) 0,039) * (p=0,013) 0,27) ns p=0,23) ns (p=0,22) (p=0,14)
IL 18 00,07 (0,043- 0,22 (0,13-0,33) | 0,11 (0, 07-0,30) | 0,09 (0,07-0,12)* | 0,10 (0,07-0,16)
(ng/ml) 0,19) * (p=0,04) ns (p=0,14) (p=0,026) ** (p=0,03)

Tableau Il : Caractéristiques selon les groupes
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Figure 13 : Variation de la lactatémie selon

les groupes sham, placébo et traité

Figure 14 : Variation de Ila pression

artérielle moyenne selon les groupes sham,

placébo et traité

3.2 Effets de I'esmolol

3.2.1 Effets généraux

La comparaison des animaux traités aux animaux placébos évalue les effets du
traitement. Les rats dits « traités » regroupent les rats traités toutes doses
confondues.

Les animaux traités par esmolol avaient une fréquence cardiaque plus basse que les
rats placébos: 401 bpm (364 — 434) pour les animaux traités par 10 mg/kg/h et 377
bpm (367 — 411) pour ceux recevant 20 mg/kg/h soit 397bpm (367-425) pour les
animaux traités toutes doses confondues, versus 481 bpm (436 — 501) pour le
groupe placebo, p<0,0001 (figure 15).

Il n'y a pas de différence statistique entre la lactatémie et la tension artérielle
moyenne des rats placebos versus celle des rats traités. La lactatémie chez les rats
placebos est a 3,2 mmol/l (2,4 — 3,8) versus 3,5 mmol/l (2,5 — 4,2) chez les rats
traités, p=0,6346 (figure 13). La pression artérielle moyenne est a 95 mmHg (73 —
115) chez les animaux placebos versus 85 mmHg (68 — 106) chez les traités, p=0,68

(figures 14).
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En revanche, I'élastance artérielle, reflet des résistances vasculaires est augmentée
chez les animaux traités a 2,2mmHg/ul (1,3-3,1) versus 1,30 mmHg/pl (0,89-1,94),

(p=0,016), ce qui suggére que la composante vasculaire est améliorée.
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Figure 15: Variation de la fréquence cardiaque selon les groupes sham,
placébo et traité
*:p=0,03

**: p <0,0001
La fréquence cardiaque augmente chez les animaux malades placébos et
diminue chez les animaux malades traités d’autant plus qu’ils recoivent

des doses importantes.




3.2.2 Effet sur la survie

Les taux de mortalité selon les groupes étaient respectivement de 0% pour le groupe
sham, 20% pour le groupe placebo et de 11,6% dans le groupe traité, p=0,23. Il
n’'existe pas de différence statistique, en raison de la faible puissance.

3.2.3 Effet sur ’hémodynamique cardiaque

3.2.3.1 Fonction systolique

La fonction systolique est améliorée par le traitement, avec un « effet dose ». La
valeur ’ESPVR est augmentée de 55% chez les rats traités de 1,4 (1,0-2,0) versus
0,9 (0,7-1,3) chez les rats placebos (p=0,01). Il existe un effet dose avec une
différence significative entre la valeur ’ESPVR dans le groupe traité par simple
dose : 1,2 (0,9-1,6) versus le groupe traité par double dose 2,0 (1,7-2,4) (p=0,04)
(figure 16).

La fraction d’éjection du ventricule gauche est statistiquement réduite chez les rats
traités : 50% (31-59) versus rats placebos: 62% (48-71), p=0,015. Il existe une
augmentation du volume télédiastolique du ventricule gauche chez les rats traités :
299 ul (199-331) versus 139 pl (110-206) chez les placebos (p<0,0001) (figure 17).

Il y a une majoration significative (p=0,0011) du volume d’éjection systolique dans le
groupe traité : 236 ul/min (98-273) versus dans le groupe placebo : 87 ul (70-120)
(figure 18).

Le débit cardiaque est réduit dans le groupe traité : 18 ml/min (12-30) versus
placebo : 41 ml/min (25-55), p=0,0018.
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Figure 16 : Variation d'ESPVR, paramétre inotropique indépendant des conditions
de charges selon les groupes sham, placébo, traité simple dose, traité double dose,
et traité toutes doses confondues

ESPVR est diminué chez les animaux placébos et augmente avec I'administration
du traitement d’autant plus que la dose administrée est importante.

* . statistiquement significatif versus sham

** . statistiquement significatif versus placébos
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Figure 18 : Variation du volume

d’éjection systolique selon les
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3.2.3.2 Fonction diastolique

Les parameétres de fonction diastolique que sont Tau (figure 19), EDPVR (figure 20)
et dP/dTmin (figure 21) sont améliorés par 'administration du traitement sans « effet
dose ».

EDPVR est a 0,07 (0,04-0,10) dans le groupe traité versus 0,03 (0,01-0,05) dans le
groupe placebo, p=0,02. La constante de relaxation Tau augmente chez les rats
traités de 7,3 (6,5-7,6) versus 6,1 (5,9-6,3) chez les rats placebos, p<0,0001.
dT/dTmin est de -8603 (-10071 ; -5573) dans le groupe placebo et de -6032 (-6966 ;-
4954) dans le groupe traité, p=0,0047. Pour ses trois paramétres, il n’y a pas

« d’effet dose »
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Figure 19: Variation de la
variable Tau, reflet de la
fonction diastolique selon les
groupes sham, placébo et

traité

Figure 20: Variation

dEDPVR, paramétre de
fonction diastolique
indépendant des conditions

de charge, selon les groupes

Figure  21: Variation
dP/dTmin, paramétre de
fonction diastolique, selon

les groupes sham, placébo

et traité

Amélioration des trois paramétres de fonction systolique chez les animaux traités

**: n< 0,05

ns : non significatif

3.2.4 Effets sur I'inflammation

Le taux plasmatique d’interleukine 1 B est statistiquement diminué chez les animaux

traités 0,10 ng/ml (0,07-0,16) versus chez les animaux placébos 0,22 ng/ml (0,13-

0,33), p= 0,03) (figure 22).

La concentration en interleukine dix est réduite de moitié chez les traités par rapport

aux animaux placébos : 0,12 ng/ml (0,015-0,24) chez les animaux traités versus,

chez les animaux placébos 0,31 ng/ml (0,046-0,50), sans que cette différence ne soit

statistiquement significative, p=0,14 (figure 23).
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Figure 22 : Variation du taux d’IL 13 selon les groupes sham, placébo et traité
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Figure 23 : Variation du taux d’IL10 selon les groupes sham, placébo et traité
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4. DISCUSSION

Le résultat principal de ce travail est que I'administration d’esmolol, 31 bloquant,
permet, dans un modéle expérimental de sepsis sévére, une amélioration des

fonctions systolique et diastolique indépendantes des conditions de charge.
4.1 Le modéle de choc septique

La péritonite stercorale par ligature et ponction caecale selon la méthode décrite par
Rittirsch ° est un modeéle de sepsis sub létal. La mortalité attendue est de 45% a 24h
sans traitement. Dans notre étude, la mortalité des animaux placébos est de 20%.
Cela s’explique par I'administration précoce (a H4) d'un traitement antibiotique et
d’'une expansion volémique. Le choix d’'un modele de choc septique réanimé nous
permet d’étre au plus prés des réalités cliniques, mais a pu aussi minorer l'effet du

traitement par B bloquant, notamment en termes de mortalité.

La pression artérielle moyenne (reflet de la perfusion des organes) des rats placebos
est diminuée de 47 mmHg par rapport aux animaux shams (figure 14).

La lactatémie (reflet de I'hypoxie tissulaire) est deux fois plus élevée dans le groupe
placebo que dans le groupe sham (figure 13). Ces deux éléments de la dysfonction
circulatoire permettent, aprés expansion volémique, d’affirmer le diagnostic de choc

septique secondaire a la péritonite.

L’intérét du modele de péritonite est sa proximité avec la réalité clinique.

La ponction et ligature caecale (CLP) reproduit le sepsis plurimicrobien par péritonite
stercorale sur obstacle. Ce modéle est maitrisé par notre équipe depuis des années.
Il s’agit également d’un choc « réanimé », puisque qu’une expansion volémique et

des antibiotiques sont administrés.
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4.2 La tolérance du traitement

Notre étude a permis de mettre en évidence une bonne tolérance de I'esmolol au
cours du choc septique. En effet, 'administration de ce traitement hypotenseur et
bradycardisant n’a pas entrainé d’altération de la pression artérielle moyenne ni de la
lactatémie (figures 13 et 14).

Peu d’études ont évalué les B bloquants au cours du choc septique chez 'homme.
Une étude chez six patients en sepsis sévéere traités par esmolol n’a pas non plus
retrouvé de diminution de la pression artérielle moyenne (PAM) malgré une baisse
du débit cardiaque (DC)*.

Un autre travail a évalué I'administration d’esmolol a dose titrée chez 10 patients en
choc septique et présentant une tachycardie supérieure a 120 bpm et un haut débit
cardiaque. L’'index cardiaque, la quantit¢ de noradrénaline administrée, la
consommation en oxygéne, le transport de I'oxygéne et la lactatémie n’étaient pas

significativement différents, prouvant la bonne tolérance. ¥

Dans notre étude, I'élastance artérielle (Ea) qui est l'inverse de la compliance
vasculaire, augmente de 1,3 mmHg/ul (0,9-1,9) dans le groupe placébo, a 2,2
mmHg/ul (1,3-3,1) dans le groupe traité (p=0,016), reflétant une augmentation des
résistances vasculaires systémiques.

Suzuki et al. ont étudié des rats septiques par CLP traités par les méme doses
d’esmolol que celles que nous avons utilisées. lIs n’ont pas non plus mis en évidence
de différence de lactatémie chez les rats traités et I'expliquent par une amélioration
de I'extraction de I'oxygéne et d’'une amélioration de I'efficacité cardiaque mesurées
sur un coeur isolé perfusé.

L’étude d’Annane et al. a mis en évidence une bonne tolérance chez le cochon
septique de 'administration d’esmolol a des doses comparables aux nétres puisque
la posologie était titrée pour une réduction de fréquence cardiaque de 20% *. Le
débit cardiaque et la pression artérielle n’étaient pas modifiés.

Dans notre étude, la réduction du débit cardiaque ne semble pas avoir de
conséquence délétere sur I'oxygénation cellulaire puisque la lactatémie n’est pas

différente chez les animaux traités versus les rats placébos.
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4.3 La mortalité

Dans notre étude, la mortalité des animaux traités par B1 bloquant (esmolol) n’est
pas augmentée. Il y a méme une tendance a la réduction de mortalité dans le groupe

traité qui n’est pas statistiquement significative en raison d’'une puissance trop faible.

Différentes études sur la modulation B-adrénergique ont démontré des résultats
divergents sur la mortalité. Ces différences peuvent s’expliquer par les spécificités
d’action des 31 et B2 bloquants sur les cellules immunitaires.

A linverse, un traitement par propranolol (B bloquant non sélectif), chez des souris
septiques a entrainé une activation de la voie Th1 pro-inflammatoire aux dépens de
la voie Th2, di a un effet B2 bloquant prédominant. Une hausse de mortalité a été
observée?®.

Dans notre étude, nous avons utilisé un traitement B bloquant trés sélectif agissant
quasi exclusivement avec les récepteurs 31 adrénergique, ce qui explique des effets
observés tres différents, et méme inversés. En effet, il existe un effet balance entre
les effets B1 et B2, la stimulation de l'un inhibant les effets de l'autre et

réciproquement.

A linverse, chez 'homme, I'administration de dobutamine, agoniste 31, chez des
patients médico-chirurgiquaux en soins intensifs, a été responsable d’'une hausse de
mortalité de 34 a 54%>°.

Une large étude, certes rétrospective, mais évaluant 9.465 patients admis en
réanimation pour sepsis a décrit un plus bas taux de mortalité a J28 chez les 1.061
qui prenaient un traitement chronique par bétabloquant: 17,7% versus 22,1%
(p=0,005) “°.

Dans notre étude, une tendance a la réduction de la mortalité est observée sans
différence statistiquement significative. Cette réduction de mortalité a été observée

dans d’autres études humaines et animales.
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4.4 La méthode d’évaluation

L’évaluation hémodynamique par cathéter de conductance permet d’évaluer
l'inotropisme cardiaque indépendamment des conditions de charge.

En pratique courante, I'évaluation de la fraction d’éjection et du débit cardiaque sont
souvent utilisés comme reflet de la contractilité. Cependant, Robotham explique trés
bien que ces paramétres sont trés dépendants des conditions de pré charge et de
post charge et qu'une méme FEVG peut étre observée pour des inotropismes
différents. *'(figure 24 et 25)

1.0 Pes 180
Emax 7
EF
0.8
0.6
0.4
0.2
0 ' : :
50 100 150 200
Pes = 30, 80, 130, 180 mmHg Ved (ml)
Emax=1,3,57
Vo=0ml

Figure 24 : Fraction d’éjection ventriculaire gauche en fonction du volume
télédiastolique a différents niveaux d’inotropisme et de post charge.

EF = FEVG = fraction d’éjection ventriculaire gauche

Ved = volume télédiastolique

Emax = ESPVR

Pes = pression de fin de systole

A précharge égale (Ved), la FEVG est la méme dans les 2 courbes alors que celle en
gras reflete un inotropisme (Emax) supra normal avec une post charge (Pes) élevée,

et 'autre, un inotropisme trés altéré avec une post charge trés basse. *’
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Figure 25 : Volume d’éjection systolique, inotropisme et fraction d’éjection en fonction
de la précharge.

Ici linotropisme (Emax1=Emax2) et le volume d’éjection systolique (SV) sont
identiques dans les deux cas. Cependant, la fraction d’éjection est plus basse pour 2,
du simple fait que le volume télédiastolique (Ved) est plus grand. Car FEVG =
SV/Ved. Cette figure permet de bien comprendre les limites de la mesure de la
FEVG. *

Les paramétres de fonction cardiaque que sont la fraction d’éjection ventriculaire
gauche et I'index cardiaque étaient trés variables chez 183 patients en choc septique
dans une étude de Vieillard Baron. En présumant la dysfonction de l'inotropisme
constante, il classe les profils hémodynamiques en quatre types en fonction des
résistances vasculaires systémiques (LV afterload), la volémie, I'existence d’une
dysfonction diastolique (RV), et la compliance ventriculaire gauche évaluée par le

volume télé diastolique du ventricule gauche (Figure 26). *?
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Figure 26 : Relation entre la fraction d’éjection ventriculaire gauche et lindex

cardiaque en fonction du volume télé diastolique du ventricule gauche

(taille des points représentant les volumes variant de 35 & 135 ml)*?

Au cours du choc septique et de la réanimation, de grandes variations de la
précharge et de la postcharge rendent difficiles la caractérisation de la fonction
contractile elle-méme.

L’élastance ventriculaire (ESPVR) est le parameétre le plus fiable pour évaluer
I'inotropisme in vivo.

Notre analyse a décelé chez les animaux malades une dysfonction non
diagnostiquée par les parameétres « habituels », puisque le débit cardiaque et la
fraction d’éjection ne sont pas statistiquement différents entre les groupes placebo et
sham. En revanche, le paramétre ESPVR diminue de 40% dans le groupe placebo

par rapport au groupe sham.
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4.5 L’amélioration de la fonction systolique

Pendant longtemps la dysfonction myocardique septique a été ignorée car les
méthodes d’évaluation de la fonction cardiaque étaient surtout une évaluation des
pressions. Or, la dysfonction cardiaque septique est caractérisée par sa survenue
aigue, sa réversibilité mais aussi par le fait que les pressions restent basses.
Vieillard-Baron dans une revue publiée en 2011 I'explique par l'association d’une
dysfonction cardiaque droite et de trouble de la compliance ventriculaire gauche, en
plus de la dysfonction systolique gauche. *?

Dans notre étude, chez les animaux traités par esmolol, le débit cardiaque et la
fraction d’éjection sont diminués mais l'inotropisme est lui augmenté comme en
témoigne 'augmentation de 40% du paramétre ESPVR.

La fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) est réduite chez les animaux
traités. En revanche, le volume télédiastolique du ventricule gauche (VTDVG) est
augmenté. Il en résulte que le volume d’éjection systolique (VES) est augmenté chez
les animaux traités, comparativement aux animaux placebos.

La baisse du débit cardiaque n’est donc pas due a une moindre capacité contractile
mais a un ralentissement de la fréquence cardiaque et a l'augmentation de la
postcharge (augmentation de I'élastance artérielle, reflet des résistances vasculaires

systémiques).

DC =FC x VES = FC x FEVG x VTDVG

DC : débit cardiaque, FC : fréquence cardiaque,
VES : volume d’éjection systolique, VTDVG : volume télé diastolique du

ventricule gauche

Une étude échocardiographique a mis en évidence que [I'administration de
métoprolol (B1 bloquant) restaurait de la contraction cardiaque et le volume d’éjection
systolique de rats septiques par CLP.*® Les taux de cytokines pro et anti

inflammatoires étaient diminués par 'administration du traitement 31 bloquant.
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Une autre étude a évalué la fonction systolique indépendamment des conditions de
charge la méthode du coeur isolé perfusé en mode dit « cceur travaillant ». Elle a mis
en évidence une amélioration de la contraction avec augmentation du débit
cardiaque et du volume d’éjection systolique par I'administration d’esmolol. Dans
cette étude de rats septiques (CLP), I'efficacité myocardique définie par le ratio du
travail myocardique par la consommation myocardique en oxygéene était augmentée
par 'administration d’esmolol®?. Cela s’explique par une amélioration de I'utilisation
de 'oxygéne par le myocarde.

Une augmentation de la densité de B1 récepteurs a été observée dans le tissu
myocardique des rats traités par esmolol suggérant que 'esmolol inhiberait la « down
régulation » des récepteurs 1 par les catécholamines. (Figure 10).

Un autre élément qui pourrait expliquer cette amélioration de la fonction cardiaque
serait la réduction de I'apoptose cardiomyocytaire induite par les catécholamines. Cet
effet a été observé chez 'homme en post-opératoire par I'administration d’atenolol
(B1 bloquant) %,

Les B1 bloguants améliorent I'inotropisme, indépendant des conditions de charge.
Les hypothéses qui I'expliquent sont une amélioration de I'utilisation de I'oxygéne,
une re-sensibilisation aux catécholamines par diminution de la down régulation et

une réduction de I'apoptose cardiomyocytaire.
4.6 L'amélioration de la fonction diastolique

La fonction myocardique diastolique est elle aussi améliorée. Les parameétres de
fonction diastolique sont améliorés (Tau, EDPVR, dP/dTmin) (figure 19, 20 et 21).
L’amélioration de la diastole est également suggérée par l'augmentation du
remplissage ventriculaire : le volume télé diastolique est plus grand chez les animaux
traités 299l (199-331) versus 139ul (110-206) chez les animaux du groupe placébo
(p<0,0001) (figure 17). L’effet bradycardisant a probablement compensé [Ieffet
lusitrope négatif des B bloquants, la diastole étant trés dépendante de la fréquence
cardiaque.
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4.7 La diminution de l'inflammation

La diminution de cytokine pro inflammatoire qu’est IL13 chez les animaux traités
0,10ng/ml (0,07-0,16) versus 0,22ng/ml (0,13-0,33) chez les animaux placébos
(p=0,03) dans notre étude est également suggéré dans I'étude de Montmolin. Ou
'administration d’esmolol a des souris septiques réduisait la production des génes
des cytokines pro inflammatoires mais également des génes intervenant dans la
diapédése leucocytaire. Dans cette étude par puce a ARN, IL 10 était également
sous exprimé comme dans notre étude méme si cette tendance n’est pas
statistiquement significative (étude non publiée).

Une autre étude in vitro de cardiomyocytes murins mis en contact avec des cytokines
a cherché le mécanisme de la dysfonction contractile induite par IL 18 et TNFa. Une
diminution de la réponse contractile a I'isopoterenol (agoniste [ adrénergique) a été
mise en évidence sans modification de la densité de ces récepteurs ni leur affinité
pour leur ligand. Cela s’explique par une diminution de la concentration
intracytoplasmique en AMPc qui est médiateur de la réponse contractile induite par

les récepteurs B adrénergiques. * (figure 6)

Kumar et al. ont étudié la capacité contractile et la production d’influx électriques de
cardiomyocytes de rats mises en contact avec des cytokines humaines. Le TNFa et
FIL1B induisent une diminution de Ila vitesse de [linflux et un moindre
raccourcissement des fibres myocardiques. Le retrait de ces cytokines par
immunoabsorbance, a permis un retour a I'état contractile initial.*

Une autre étude évaluant I'impact des cytokines sur des cardiomyocytes humains
prélevés au décours d’une chirurgie, met en évidence que la diminution de
I'inotropisme cardiaque induite par IL1[3, seule et en synergie avec le TNFa, est due
a une modification de la transduction du signal des récepteurs B adrénergiques
transmembranaires. L’inhibition de la sphingosine ou de la voie du NO abolit cet effet
suggérant leur implication “°.

Une étude chez 65 patients en sepsis sévére non immunodéprimés, a également mis

en évidence une élévation des cytokines a la fois pro et anti inflammatoire. Le taux

61



d’IL10 était corrélé a la mortalité et sa persistance était le meilleur facteur
pronostique®’.

Différentes études animales et humaines ont relatés I'augmentation des cytokines
IL1B et IL10 au cours du sepsis et leur implication dans la dysfonction cardiaque, ce
qui nous améne a penser que la diminution des cytokines (IL1B) dans notre modéle

chez les animaux traités pourrait expliquer 'amélioration de I'inotropisme observée.

4.8 La diminution de la dette en oxygene

La dette en oxygéne, définie par la différence entre les apports (transport +
extraction) d’oxygéne aux cellules et les besoins, est corrélée en per opératoire a la
survenue de défaillances multiviscérales et de déces'’

Une étude visant a augmenter I'apport d’oxygéne aux cellules en augmentant le débit
cardiaque de patients hospitalisés en réanimation par 'administration de dobutamine

(B1 agoniste) a mis en évidence une surmortalité dans le groupe traité (+20%)24.

Une étude chez 43 souris septiques par CLP a mis en évidence la survenue d’un
phénoméne d’hibernation myocardique caractérisé par une moindre consommation
d’'oxygéne. Ce phénoméne est mis en parallele avec celui observé au cours de
'ischémie et de I'hnypoxie, mais au cours du sepsis, la diminution de consommation
n‘est pas associée a une diminution des apports. *® Dans cette derniére situation,
'administration de B bloquant permet de « mettre au repos » le cceur et de diminuer
ses besoins en oxygéne.

L’altération de la consommation d’oxygéne sans diminution des apports est
secondaire a un phénoméne appelé « hypoxie cytopathique » observé par certains
tissus exposés au LPS ou a des cytokines comme IL1B3, TNF ou IFNy. Ce
phénomeéne est di a une dégradation de la respiration cellulaire qui peut étre due a
une inhibition du cytochrome a, a3 par le NO ou [linhibition d’au moins un des
complexes de la respiration mitochondriale par le peroxynitrite. Cette hypoxie
cytopathique est impliquée dans la physiopathologie de la défaillance multiviscérale

du choc septique.
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L’'une des pistes expliquant l'effet positif des B bloquants sur la consommation
d’oxygéne au cours du sepsis est I'amélioration de la fonction mitochondriale et
I'optimisation de la production énergétique. *°

Dans une étude chez six patients septiques, I'administration d’esmolol titré pour
diminuer la fréquence cardiaque de 20%, diminuait le transport de I'oxygéne par
diminution du débit cardiaque mais la consommation d’oxygéne restait la méme par

amélioration de I'extraction.®

Une autre piste est de diminuer les besoins en oxygéne pour rétablir un équilibre
entre les besoins et les apports en oxygéne.

La sédation, la curarisation, la ventilation mécanique et le refroidissement sont déja
utilisés en réanimation pour leurs capacités a diminuer le métabolisme. Les béta
bloquants sont utilisés pour cette propriété dans l'insuffisance cardiaque chronique et
les ischémies coronaires.>

Les B bloquants pourraient avoir un effet myocardique positif en réduisant la dette en
oxygene de mauvais pronostic non pas en augmentant les apports, mais en
réduisant les besoins et en rétablissant I'extraction par amélioration de la respiration

cellulaire.

63



5. CONCLUSION

Les parameétres 'hémodynamique d’animaux en choc septique sont améliorés par
'administration précoce d’esmolol (B1 bloquant) dans notre modéle de choc
septique. ESPVR, reflétant I'inotropisme cardiaque indépendamment des conditions
de charge, est amélioré par I'esmolol, avec un effet dose. Cette amélioration est due
a un rééquilibre de la balance inflammatoire avec diminution de 'augmentation du
taux d'IL1B. L’atténuation de la down régulation des récepteurs 3 adrénergiques et
une moindre consommation de I'oxygéne sont également probablement impliquées

et nécessitent une étude spécifique.
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RESUME DE LA THESE

INTRODUCTION : Le choc septique est une pathologie fréquente et grave secondaire a un orage
inflammatoire. L’esmolol Les B1 bloquants joueraient un réle clé dans la régulation de la balance
inflammatoire et diminueraient dysfonction cardiaque septique.

MATHERIEL ET METHODE : Nous avons induit des chocs septiques par péritonite chez des rats
Wistar. A 4 heures, de I'esmolol (B1 bloquant de courte durée d’action) ou un placébo (sérum
physiologique) est administré. Aprés 18h a 24h d’évolution les paramétres hémodynamiques sont
recueillis grace a un cathéter de conductance introduit dans le ventricule gauche. Ce dispositif permet
de recueillir des parameétres de fonction systolo-diastolique indépendants des conditions de charges.

RESULTATS : Les rats traités par esmolol ont une fréquence cardiaque diminuée de 17% (simple
dose) et 22% (double dose) par rapport aux rats contréles (p<0,0001). La lactatémie et la pression
artérielle moyenne ne sont pas statistiquement différentes.

Le paramétre ESPVR est une mesure de l'inotropisme indépendante des conditions de charge, est
significativement améliorée avec un « effet dose » lorsque les rats recoivent le traitement : +33%
(simple dose) et +122% (double dose) versus rats placébos (p=0,003).

Le paramétre indépendant des conditions de charges de fonction diastolique que sont EDPVR est
significativement amélioré.

Le taux de cytokine pro inflammatoire IL1B majoré diminue avec I'administration d’esmolol : 0,10ng/ml
vs 0,22ng/ml chez les animaux placébos (p=0,03)

CONCLUSION : Dans notre modéle, I'administration esmolol est bien toléré. Les paramétres
hémodynamiques systolo-diastoliques étudié par cathéter de conductance intracardiaque sont
améliorés par le traitement. Cet effet est d0 a une rééquilibration de la balance inflammatoire par les
B1 bloguants.
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