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Avant-Propos

Cette these a été rédigée sous forme d’article, soumis et accepté par
Critical Care Medicine le 16 juin 2012 (référence: CCMED-D-12-
00033R2) avec pour titre :

Methylene blue and epinephrine, a synergetic association for
anaphylactic shock treatment
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Abréviations utilisées :

AD : adrénaline

AD-BM : association adrénaline et bleu de méthyléene
AMPc : adénosine monophosphate cyclique

BM : bleu de méthyléene

CA : choc anaphylactique

CON : controle

DC : débit cardiaque

DSC : débit sanguin cérébral

GMPc : guanosine monophosphate cyclique
HIF-1a : facteur induit par I’hypoxie

L-NAME : N®-nitro-L-arginine-methyl ester

NO : monoxyde d’azote

NOSnh : NO synthase neuronale

OVA : ovalbumine

PAM : pression artérielle moyenne

PtiO,c : pression partielle en oxygene cérébrale
PtiO,m : pression partielle en oxygéne musculaire
RLPc : ratio lactate/pyruvate interstitiel cérébral
RLPm : ratio lactate/pyruvate interstitiel musculaire
UP : unité de perfusion

UA : unité arbitraire
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1. Introduction :

Le choc anaphylactique (CA) est une complication péri-opératoire a laquelle
I'anesthésiste-réanimateur est confronté plusieurs fois dans sa carriere, sa prévalence mondiale
est de 1 a 9 pour 10000 anesthésies générales[1l]. Le CA est une réaction brutale,
potentiellement |étale, appartenant aux réactions d’hypersensibilité immédiate pour lequel
deux mécanismes physiopathologiques tres différents existent : les HSI non allergiques et les
HSI allergiques (de nature immunologique), souvent plus séveres sur le plan clinique. Par
conséquent sa reconnaissance et son traitement rapides sont des enjeux importants pour
I'anesthésiste-réanimateur. Au cours de l'anesthésie, ce choc induit une mortalité de I'ordre de 3
a10% [2, 3] et peut étre aussi responsable de séveres morbidités (anoxie cérébrale).

Ladrénaline (AD), traitement vasopresseur de référence, peut échouer a restaurer
rapidement une perfusion d’organe adéquate ou méme étre completement inefficace. Dans ce
cas on parle alors de choc réfractaire aux catécholamines, dont les mécanismes restent
inconnus [4, 5].

Le choc anaphylactique est classifié habituellement parmi les chocs distributifs. Il se
caractérise par une hypovolémie résultant d’une augmentation tres importante de la
perméabilité capillaire et par une hypotension artérielle secondaire a une vasodilatation
excessive.

Des études récentes apportent des données supplémentaires sur la physiopathologie de
I'anaphylaxie la rendant plus complexe qu’un choc purement distributif. Une diminution de la
contractilité myocardique, une augmentation de la pression veineuse dans les territoires
splanchnique et portale ainsi qu’au niveau pulmonaire et une diminution sévere de la pression
de perfusion au niveau du muscle squelettique ont été démontrées [6-11]. Les conséquences de
I'anaphylaxie sur la perfusion et le métabolisme cérébraux restent a déterminer. Leur prise en
compte est incontournable pour établir des stratégies et des objectifs thérapeutiques [12].

Les effets du CA sur les fonctions d’organes mentionnées ci-dessus sont la conséquence
de la libération explosive de médiateurs comme [|'histamine, le PAF, les leucotriénes, le TNF-
a [13, 14] qui activent de multiples voies de signalisation cellulaires. Celles-ci incluent, entre
autres, celle du monoxyde d’azote (NO) [15].

Malgré I'effet dépresseur myocardique documenté du NO [16] et les bénéfices potentiels
liés a son inhibition, les effets de I'inhibition pharmacologique de la voie du NO sur la survie
immédiate dans le CA restent contradictoires. llIs varient selon les modeles expérimentaux, les
especes animales et les inhibiteurs de la voie du NO utilisés [17-19]. L'inhibition de la voie du
NO pourrait avoir des effets bénéfiques sur certains organes (par exemple le coeur) et déléteres
sur d’autres (par exemple le cerveau).

Par ailleurs, les interactions entre I'adrénaline et les différents agents pharmacologiques
inhibant la voie du NO n’ont pas été étudiées de facon approfondie, et en particulier
I'administration de bleu de méthyléne en curatif dans un modéle de choc anaphylactique
expérimental n’avait été étudiée que chez le lapin [18]. Le bleu de méthyléne (BM) est un agent
pharmacologique connu pour inhiber un des effecteurs finals du NO: la guanylate cyclase
(annexe 1).
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Ainsi 'objectif de notre étude était de déterminer le réle bénéfique ou délétére du BM
seul ou en association avec I'AD, sur la survie immédiate, ’hémodynamique, la disponibilité
tissulaire en oxygene et les perturbations métaboliques, et en particulier sur les conséquences
cérébrales, dans un modele de choc anaphylactique médié par les IgE chez le rat anesthésié.

Puisque les conséquences a long-terme des traitements ne pouvaient étre évaluées a
cause de la lourdeur des procédures chirurgicales nécessaires a notre expérimentation,
I'expression de la caspase-3 activée et d’HIF-1a était utilisée comme des marqueurs des lésions
retardées induites par le choc anaphylactique au niveau du cortex cérébral.
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2. Matériels et méthodes :

2.1. Soins apportés aux animaux :

Les procédures de l'animalerie, les soins apportés aux animaux et les protocoles
expérimentaux étaient conformes a la directive du conseil des communautés européennes du
24 novembre 1986 (86/609/CEE) et aux recommandations du comité d’éthique de I'INSERM.

Des rats Brown Norway (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) de 10 semaines, pesant entre
250 et 300g étaient utilisés pour cette expérimentation aprés une période d’acclimatation de 7
jours apres réception. llIs étaient hébergés dans notre animalerie dans des conditions contrélées
(température 22-24°C, humidité 55-60%, cycles jour-nuit de 12 heures). Les animaux avaient un
libre accés a la nourriture et a I'eau.

2.2. Protocole de sensibilisation :

Aprés la semaine d’acclimatation, a JO, J4 et J14, les rats étaient sensibilisés par une
injection sous-cutanée d’1 mg d’ovalbumine grade VI (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) et de 4 mg d’hydroxyde d’aluminium, en adjuvant (Sigma, St Louis, USA) dilués dans 1ml
de sérum salé isotonique. Ce protocole avait déja été mis en place dans notre unité de
recherche [20].

2.3. Mise en condition de I’animal :

La procédure chirurgicale était réalisée 21 jours apres le début de la sensibilisation. En
décubitus dorsal, une anesthésie générale en ventilation spontanée était induite dans une
chambre d’inhalation avec une fraction inspirée d’isoflurane a 3% en oxygene pur ; elle était
entretenue avec une fraction inspirée a 1%. La trachée était canulée pour la mise en place d’une
ventilation assistée contrélée en oxygéne pur par un respirateur dédié a la ventilation des
rongeurs (Harvard rodent respirator, modéle 683, Harvard Apparatus, Cambridge, USA).

Les variations interindividuelles de poids des rats étant faibles, il a été possible de
déterminer des parametres ventilatoires fixes permettant d’obtenir des paramétres
gazométriques conformes a la physiologie du rat (PaCO2 entre 35 et 45 mm Hg) sans avoir
recours a des gaz du sang itératifs, ayant un impact sur la volémie des rats. Le volume courant
était réglé a 3 ml et la fréquence respiratoire a 60/min.

La température rectale était monitorée et maintenue a 38 + 0.5°C tout au long de
I'expérimentation grace a une lampe chauffante. Un cathéter (DI: 0,58 mm, DE: 0,96 mm,
Biotrol Diagnostic, Chennevrieres Les Louvres, France) était inséré dans la veine fémorale
gauche pour I'administration des différents traitements et la perfusion de sérum salé isotonique
au débit de 10 ml.kg*.h™ afin de compenser les besoins physiologiques de base et le je(ine. Un
autre cathéter était inséré dans l'artere fémorale gauche pour le monitorage de la pression
artérielle. La pression artérielle moyenne était enregistrée en continu grace a un capteur de
pression préalablement calibré (DA-100, Biopac Systems, Northborough, USA).

Le métabolisme cérébral et musculaire squelettique était étudié de fagcon séparée au
cours de deux séries d’expérimentation indépendantes.
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2.4. Protocole spécifique pour I'’étude du muscle squelettique :

Un cathéter-thermistance était inséré dans le ventricule gauche via l'artere carotide
gauche pour la mesure discontinue du débit cardiaque par thermodilution (bolus froid) grace a
I'interface Cardiomax Ill connectée a un ordinateur (Cardiomax Ill, Colombus Instrument, USA).
La peau au niveau du cou était refermée par des agrafes afin d’éviter les mobilisations du
cathéter.

Une électrode a oxygéne flexible pré-étalonnée (sonde de Clark, diamétre : 0,5 mm, aire
de sensibilité : 4mm?, LICOX CC1.R, Integra NeuroSciences, France) était introduite, grace a un
cathéter veineux 20G servant de guide, dans le muscle quadriceps droit. Elle était connectée au
moniteur LICOX CMP pour la mesure de la pression tissulaire musculaire en oxygene (mPtiO,,
mm Hg).

Une sonde de microdialyse, linéaire et flexible, était implantée grace a un introducteur
dans le muscle quadriceps gauche comme décrit précédemment [8]. C’était une sonde CMA 20
Elite, membrane en polyarylethersulfone, de longueur 10 mm, de diametre 0,5 mm, avec un
seuil de perméabilité a 20 kDa (CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Suéde). A température
ambiante, la sonde était perfusée par du Ringer sans lactate stérile (soluté de perfusion CMA
T1, composition : Na* 147 mmol/L, K* 4 mmol/L, Ca** 2,3 mmol/L, CI 155,6 mmol/L). La sonde
était connectée a une microseringue de 2,5 ml (CMA/106) montée sur une pompe a
microinjection (CMA 107, Microdialysis Pump), le débit de perfusion était de 2 pl/min. Les
sondes étaient réutilisées a 5 reprises. Une période d’équilibration des échanges de 30 minutes
était nécessaire avant de débuter le recueil des échantillons. Les échantillons de microdialysats
étaient collectés toutes les 10 minutes dans des microtubes (CMA), le recueil débutant 10
minutes avant l'induction du choc et se poursuivant jusqu’a la fin de I'expérimentation. Durant
I'expérimentation les microtubes étaient placés dans la glace et ensuite conservés a — 20°C. Le
lactate, le glucose, le pyruvate et le glutamate interstitiels étaient dosés par un analyseur dédié
(CMA 600).

La période d’équilibration de la sonde de microdialyse de 30 minutes coincidait avec la
phase de stabilisation de I'animal apres la chirurgie.

2.5. Protocole spécifique pour I'étude du cerveau :

En décubitus ventral, 'animal était installé dans un cadre de stéréotaxie afin d’insérer les
sondes cérébrales au travers de trous de trépan réalisés avec un mini-foret. Les coordonnées de
stéréotaxie ont été déterminées grace a un atlas stéréotaxique du cerveau du rat blanc [21].

Une électrode a oxygene flexible pré-étalonnée (LICOX CC1.R, Integra NeuroSciences,
France) était insérée au niveau de I'hippocampe (4,6 mm en avant et 2 mm latéralement de la
fontanelle lambda, a une profondeur de 3 mm) pour la mesure de la pression tissulaire
cérébrale en oxygene (PtiO,c, mmHg).

Cette sonde a été réutilisée environ 7 fois. Avant chaque utilisation, elle était vérifiée et
jugée opérationnelle si, apres avoir été plongée 5 min dans du sérum physiologique dans lequel
bullait de I'oxygéne, la PtiO2 atteignait 400 mmHg. Les sondes étaient conservées dans du
sérum physiologique au réfrigérateur.

Le débit sanguin cérébral (DSC) était mesuré au niveau cortical (en unité arbitraire :
unité de perfusion (UP)) par une sonde-aiguille doppler-laser (sonde 411, diametre 450 um,
PERIFLUX systems ; constante de temps, 3). Elle était connectée au moniteur Periflux PF 5010
(PERIMED AB, Stockholm, Suéede). Elle était insérée dans le cortex cérébral droit, 2 mm en avant
de I'électrode a oxygene. La sonde doppler-laser était étalonnée chaque jour avant le début des
expérimentations avec une solution délivrée par le constructeur.
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Une sonde de microdialyse, de conception adaptée au systeme nerveux central était
implantée grace a un introducteur dans le striatum, 7,3 mm en avant, 4 mm latéralement de la
fontanelle lambda a une profondeur de 6 mm. C’était une sonde CMA/12, membrane en
polyarylethersulfone de longueur 3 mm, diamétre 0,5 mm, seuil de perméabilité a 20
kDa (CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Suéde). Le protocole concernant l'utilisation de la
sonde, le recueil et le dosage des microdialysats était similaire au protocole suivi pour I'étude
du muscle, seul le soluté de perfusion différait (soluté spécifique pour le systéeme nerveux
central, CMA CNS, composition : Na* 147 mmol/L, K* 2,7 mmol/L, Ca** 1,2 mmol/L, Mg** 0,85
mmol/L, CI" 153,8 mmol/L).

2.6. Induction du choc anaphylactique et administration des traitements :

Apres une période de stabilisation de 30 minutes, un choc anaphylactique était induit
par l'administration intraveineuse d’l1 mg dovalbumine (T0). Les animaux avaient été
randomisés au préalable en 5 groupes. Le choc n’était pas induit dans le groupe contréle
(groupe CON), l'ovalbumine était remplacée par du sérum physiologique. Les animaux ne
recevaient pas de traitement dans le groupe ovalbumine (groupe OVA), seulement du bleu de
méthylene (groupe BM), seulement de l'adrénaline (groupe AD) ou lassociation des 2
traitements (groupe AD-BM). Les traitements n’étaient pas administrés en aveugle. Un bolus
unique de bleu de méthyléne (Sigma, Saint-Louis, USA) de 3mg/kg était injecté 3 minutes apres
I'induction du choc (T3). Les doses d’adrénaline avaient été déterminées lors d’un précédent
travail de notre équipe [22]. Le premier bolus d’adrénaline de 2,5 pg était injecté a T3 et un
second a T5, une perfusion continue d’adrénaline a3 10 pgkgt.min? était débutée
immédiatement aprées le premier bolus. Lorsque les deux traitements étaient associés, le bolus
de BM était administré immédiatement apres celui d’AD. Tous les rats ont recu au total la méme
quantité de sérum physiologique.

La pression artérielle moyenne (PAM), le débit sanguin cérébral (DSC), la PtiO, cérébrale
et musculaire (PtiO,c et PtiO,m) étaient recueillis a différents instants dans le temps : TO (avant
I'induction du choc), T 1 minute, T2,5,T5,T77,5, T10, T 12,5, T 15, T 17,5, T 20 puis toutes les 5
minutes jusqu’a la fin de I'expérimentation. 0,5 ml de sang artériel était prélevé avant
I'induction du choc et 1 ml a la fin du protocole. Les gaz du sang, la natrémie, la lactatémie,
I’'hémoglobinémie, la glycémie étaient dosés par un automate dédié a la biologie décentralisée.

Les concentrations plasmatiques en nitrites et nitrates n‘ont été mesurées qu’a la fin du
protocole afin de limiter la déperdition sanguine, 0,5 ml de sang était centrifugé (4000 rpm
pendant 15 min a 4°C) et le plasma stocké a -80°C. Avant le dosage, les échantillons étaient
déprotéinisés par ultrafiltration (VIVASPIN 500, membrane polyethersulfone, 5000 MWCO,
Sigma-Aldrich, St Louis, USA): 15 min a 13000 rpm a 4°C. A partir d’échantillons dilués, la
concentration de nitrite était mesurée par spectrophotométrie grace a la réaction de Griess.
Une deuxieme série de dosages était réalisée apres réduction du nitrate en nitrite par la nitrate
réductase, une concentration totale de nitrite était ainsi obtenue, la concentration de nitrate
était déduite par la différence de concentration entre ces deux dosages (trousse ELISA,
PARAMETER™, KGEOO1, R&D systems, Abingdon, Angleterre).

A la fin du protocole, 60 minutes aprés l'induction du choc et aprés recueil des
échantillons sanguins, les animaux étaient euthanasiés, par une dose létale de thiopental.

Les tissus cérébraux corticaux étaient rapidement prélevés et immédiatement plongés
dans l'azote liquide et conservés a -80°C.
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2.7. Western Blot :

Les cortex cérébraux ont été homogénéisés rapidement grace a des microbilles (Tissue-
Lyser II, Qiagen, Courtaboeuf, France) dans un tampon de lyse (Phosphosafe™, Novagen, Merck
Biosciences, Nottingham, Angleterre). La concentration en protéines des échantillons était
dosée selon la méthode de Bradford (Pierce, ThermoScientific, Brebieres, France).

20 pg d’extraits de protéines étaient déposés sur un gel de polyacrylamide (Bis-Tris 4-
12% Criterion XT, BioRad, Marne-la-Coquette, France) et séparés selon leur taille par
électrophorése. Puis le transfert était effectué sur une membrane en PVDF (polyfluorure de
vinylidene, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France). Les sites de fixation aspécifiques de la
membrane étaient saturés (2 heures) par du lait écrémé en poudre a 5% dilué dans du TBS-T
(Tris-HCL contenant 0,1% de Tween 20). Les membranes étaient incubées toute la nuit a 4°C
avec les anticorps primaires dirigés contre les protéines a doser HIF-1a (1:2000; Abcam, Paris,
France), caspase 3 clivée (1:1000; Cell Signaling, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France) et la
B-actine qui était utilisée comme témoin du dépot des protéines et pour la normalisation des
guantifications.

Apres 6 lavages de 5 minutes au TBS-T 0,1%, les membranes étaient incubées a
température ambiante pendant une heure avec l'anticorps secondaire IgG (1:2000, Cell
Signaling, Ozyme, St. Quentin Fallavier, France) conjugué a la peroxidase de raifort (horseradish
peroxidase-conjugated (HRP)). Finalement, les membranes étaient lavées de nouveau 6 fois 5
minutes avec du TBS-T 0,1%.

L'acquisition et la quantification des signaux des anticorps fixés se faisaient par
densitométrie a I'aide de I'imageur LAS-4000 (FSVT, Courbevoie, France) et du logiciel Multi-
Gauge (LifeScience, Fujifilm, France). Apres les analyses densitométriques, les valeurs de densité
optique étaient exprimées en unités arbitraires (UA).

2.8. Analyses statistiques :

Les résultats sont exprimés, sauf mention contraire, tels que : moyenne + ESM. Les
différences intra-groupe et inter-groupes étaient testées par une analyse de la variance pour
mesures répétées a 1 et 2 facteurs a l'aide du logiciel Staview® (SAS Institute Inc., Cary,
Caroline du Nord, Etats-Unis).

Pour la comparaison des traitements, une ANOVA a 2 facteurs était utilisée pour les
données recueillies a partir de la 5°™ minute (premier point de recueil des données aprés le
début des traitements a T 3 minutes). Quand une interaction significative était détectée entre
les groupes par 'ANOVA, une analyse post-hoc 2 a 2 des groupes était réalisée par un test de
Fisher.

Les différences statistiques étaient considérées comme significatives si p < 0,05.
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3. Résultats :

Soixante rats Brown-Norway sensibilisés a I'ovalbumine (274 + 4 g) étaient randomisés
en 5 groupes (n = 12 par groupe) entre les groupes CON (pas de choc), OVA (pas de traitement),
BM, AD et AD-BM. Comme tous les animaux du groupe OVA étaient morts au bout de 15
minutes, les données de la microdialyse, de la biologie moléculaire et de la biochimie
plasmatique n’étaient pas exploitables pour ce groupe. Les parameétres de I’'hémodynamique et
du métabolisme musculaires et cérébraux restaient stables chez les animaux controles pendant
toute la période d’expérimentation.

Tableau 1. Evolution des concentrations interstitielles cérébrales en lactate, pyruvate et glucose
(n = 6 rats/groupe).

Molécule Intervalles CON BM AD AD-BM
De temps
(min)

Lactate (mM) T-10to TO 0,32 £ 0,07 0,20+ 0,04 0,34+0,14 0,27 £ 0,04
TOto T10 0,23 +0,05 0,23+0,04 0,32+0,08 0,23+0,01
T10to T20 0,30+ 0,05 0,59 = 0,11b 0,40 £ 0,02 0,43 £ 0,06
T20 to T30 0,25 0,02 0,55+0,12° 0,40 +0,04 0,47 +£0,10
T30 to T40 0,24 £ 0,02 0,50 = 0,13b 0,36 £ 0,04 0,33 £ 0,08
T40 to T50 0,24 +0,03 0,50+0,14 0,31+0,01 0,36 + 0,08
T50 to T60 0,24+ 0,03 0,39+0,12 0,27 +0,03 0,31+0,06

Pyruvate (mM) T-10 to TO 0,020 +0,003 0,012 +0,004 0,011+0,003 0,015+ 0,004
TO to T10 0,017 +0,002 0,015+0,003 0,011+0,002 0,012 +0,002
T10to T20 0,017 +0,001 0,014 +0,004 0,012 +0,003 0,023 +0,006
T20 to T30 0,016 + 0,002 0,014 +0,003 0,011+0,003 0,022 £ 0,005
T30 to T40 0,016 +0,002 0,014 +£0,003 0,012+0,003 0,016 + 0,004
T40 to T50 0,017 £ 0,001 0,007 + 0,002° 0,010 + 0,003 0,017 * 0,005
T50 to T60 0,016 £ 0,002 0,008 £0,003 0,010+ 0,003 0,010+0,003

Glucose (mM) T-10to TO 0,22 +0,03 0,21 +0,06 0,23+0,07 0,26 £ 0,05
TOto T10 0,25+ 0,09 0,17 £ 0,05 0,26 £ 0,05 0,25+ 0,03
T10to T20 0,35+0,09 0,071+0,03° 0,23+0,01 0,28 + 0,04b®
T20to T30 0,23 £ 0,08 0,11 £ 0,05 0,23 £ 0,04 0,30 + 0,05°
T30 toT40 0,23+0,05 0,11+0,05 0,30+0,03" 0,34 +0,05°
T40 to T50 0,27 £ 0,04 0,13 +0,05 0,28 £0,04° 0,38 £ 0,06°
T50 to T60 0,25+0,03 0,11 +0,06 0,31+0,03 0,28 +0,07°

Linstant O (TO) correspond a l'injection d’ovalbumine. Les résultats sont exprimés tels que :
moyenne + ESM. °p < 0,05 vs le groupe BM, bp < 0,05 vs le groupe CON.
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Figure 1. Evolution de la pression artérielle moyenne (PAM) (A, n = 12 rats/groupe) et du débit
cardiaque (DC) (B, n=6 rats/groupe) dans les groupes Ovalbumine (OVA), Contréle (CON), Bleu
de Méthyléene (BM), Adrénaline (AD) et Adrénaline associée au Bleu de Méthyléne (AD-BM). I
correspond a l'injection d’ovalbumine et /I au début du traitement. Les résultats sont exprimés
tels que : moyenne + ESM. *p < 0,05 versus le groupe CON, *p < 0,05 différences inter-groupes
AD-BM versus BM, &p < 0,05 différences inter-groupes AD versus BM, §p < 0,05 différences
inter-groupes AD-BM versus AD, *p < 0,05 différences inter-groupes AD-BM ou AD ou BM versus

CON.
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3.1 Données hémodynamiques systémiques :

L'évolution au cours du temps des profils hémodynamiques (PAM et DC) était différente
selon les groupes (figure 1). L'état hémodynamique des animaux restait stable tout au long de la
période d’expérimentation dans le groupe CON, alors que I'injection d’ovalbumine induisait de
fagon constante et similaire une rapide et importante diminution de la PAM et du DC dans les
autres groupes. En I'absence de traitement, les animaux étaient tous morts au bout de 15
minutes apres une sévere chute du DC et de la PAM, alors que les animaux traités survivaient
jusgu’a la fin de I'expérimentation.

Le BM seul permettait de stabiliser la PAM mais a des valeurs basses (30 mmHg). Dans le
groupe AD la PAM réaugmentait progressivement pour atteindre 70% de sa valeur basale a la fin
de I'expérimentation et dans le groupe AD-BM elle était completement restaurée a partir de la
30°™ minute.

Les trois traitements amélioraient le DC par rapport au groupe OVA. Apres sa diminution
initiale, le DC restait stable mais a des valeurs basses dans le groupe BM. L'adrénaline seule ou
en association avec le BM restaurait partiellement le DC a 26% et 31%, respectivement, de ses
valeurs basales, mais sans différence significative entre les 3 groupes traités.

3.2 Effets des différents traitements sur la physiologie cérébrale :

Sans traitement, une rapide et importante diminution du DSC cortical et de la PtiO,c
survenait apres I'induction du choc (figures 2A et 2B).

Une diminution similaire du DSC se constituait dans les groupes traités jusqu’a 12,5
minutes apres I'induction du choc. Puis le DSC se stabilisait a des valeurs basses dans le groupe
BM, il passait de 106 + 2 a 22 + 3 UP (unité de perfusion) alors que I'AD seule ou en association
avec le BM le restaurait partiellement (respectivement a 55% et 77% de sa valeur basale, figure
24).

Apres I'induction du choc, une baisse significative de la PtiO,c se constituait initialement
dans chaque groupe traité.

Dans une seconde phase, contrairement aux autres groupes traités, la disponibilité en
oxygeéne continuait de diminuer légerement avec le temps dans le groupe BM jusqu’a passer
sous le seuil d’ischémie cérébrale (PtiO,c < 20 mmHg) a partir de la 25°™ minute. Ce passage en
ischémie cérébrale identifié par la PtiO,c était corroboré par la microdialyse cérébrale qui
montrait la diminution des concentrations en glucose (tableau 1), 'augmentation progressive du
ratio lactate/pyruvate (RLP, figure 2C) et la libération de glutamate (figure 2D) au niveau
interstitiel dans le striatum.

Ladrénaline seule ou en association avec le BM permettait une récupération progressive
de la disponibilité en oxygene, a 79% de sa valeur basale pour le groupe AD et quasi compléete
pour le groupe AD-BM (92% de sa valeur basale, figure 2B). Les données de la microdialyse
étaient concordantes, elles montraient une relative stabilité de la concentration interstitielle en
glucose et du RLP (figure 2C) et l'absence de libération de glutamate reflétées par une
augmentation modérée du glucose interstitiel (tableau 1) et une diminution du glutamate
(figure 2D).
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Figure 2. Evolution du débit sanguin cérébral cortical (DSC) (A), de la pression partielle en
oxygene dans I'hippocampe (PtiO,c) (B), du ratio lactate/pyruvate interstitiel (RLPc) (C) et du
glutamate interstitiel (Glutamate c) (D) dans le striatum dans les groupes Ovalbumine (OVA),
Contréle (CON), Bleu de Méthylene (BM), Adrénaline (AD) et Adrénaline associée au Bleu de
Méthyléne (AD-BM), n = 6 rats par groupe. I correspond au début du traitement, la ligne
pointillée représente le seuil ischémique. En raison du débit de microdialyse, les échantillons
étaient collectés toutes les 10 minutes a partir de 10 minutes avant I'induction du choc (TO0).
Comme les rats OVA mourraient dans les 15 premiéres minutes, les résultats de microdialyse
n‘ont pas été analysés. Les résultats sont exprimés tels que : moyenne + ESM. *p < 0,05 versus
le groupe CON, "p < 0,05 différences inter-groupes AD-BM versus BM, &p < 0,05 différences
inter-groupes AD versus BM.
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Figure 3. Evolution de la pression partielle en oxygeéne musculaire (PtiO,m) (A) et du ratio
lactate/pyruvate interstitiel musculaire (RLPc) (B) dans les groupes Ovalbumine (OVA), Contrdle
(CON), Bleu de Méthylene (BM), Adrénaline (AD) et Adrénaline associée au Bleu de Méthylene
(AD-BM), n=6 rats par groupe. I correspond au début du traitement. En raison du débit de
microdialyse, les échantillons étaient collectés toutes les 10 minutes a partir de 10 minutes
avant l'induction du choc (T0). Comme les rats OVA mourraient dans les 15 premiéres minutes,
les résultats de microdialyse n‘ont pas été analysés. Les résultats sont exprimés tels que :
moyenne = ESM. p < 0,05 différences inter-groupes entre les groupes AD-BM ou AD ou BM et
le groupe CON.
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3.3 Effets des différents traitements sur la physiologie musculaire :

Le profil d’évolution de la PtiO, musculaire au cours du temps était similaire entre tous
les groupes traités. Sa valeur de base était d’environ 40 mmHg. Apres I'induction du choc, une
diminution rapide et prolongée de la PtiO,m était observée, elle se stabilisait finalement a des
valeurs basses. Aucun traitement ne permettait de restaurer, méme partiellement, la
disponibilité en oxygene ; a la 60°™ minute elle était 3 2.7+ 1,5 mmHg dans le groupe AD, 3,7 £
2,0 mmHg dans le groupe AD-BM et a 1,1 £ 1,0 mmHg dans le groupe BM. Il n’existait pas d’effet
statistiquement différent entre les différents traitements (figure 3A).

Les concentrations interstitielles de lactate musculaire augmentaient progressivement
au cours du temps tandis que celles de pyruvate diminuaient progressivement sans différence
statistiquement significative entre les groupes traités (tableau 2). Une augmentation progressive
du RLP interstitiel musculaire était observée dans tous les groupes traités. Cette augmentation
était significativement plus importante dans les groupes BM et AD par rapport au groupe CON
(figure 3B). A la fin de I'expérimentation le RLP était le moins élevé dans le groupe AD-BM mais
sans différence statistiquement significative par rapport aux 2 autres groupes traités.

Tableau 2. Evolution des concentrations interstitielles en lactate et en pyruvate au niveau du
muscle squelettique (n = 6 rats/groupe).

Molécule Intervalle CON BM AD AD-BM
de temps
(min)
Lactate T-10 toTO 0,37+0,04 0,38+0,12 0,69+0,14 1,13+0,17°°
(mM) TOtoT10 0,42+0,03 0,47+0,13 0,63+0,12 0,98 +0,16%°
T10toT20 0,48+0,05 0,79+0,13 0,92+0,13 1,63+ O,22°’|°’a
T20toT30 0,43+0,05 1,20+0,18° 1,64+0,22° 2,13+0,22°
T30toT40 0,47 £+0,04 1,72+0,29° 2,59+0,41° 2,29 +0,25°
T40to TS50 0,46+0,04 1,91+0,31° 2,35+0,32° 2,26 +0,25°
T50toT60 0,48 +0,04 2,46+0,53° 2,70+0,39° 2,35#+0,56°
Pyruvate T-10toTO 0,028 + 0,003 0,047 + 0,011 0,056 + 0,014 0,078 + 0,012
(mMm) TOtoT10 0,036 + 0,004 0,052 + 0,013 0,055 + 0,011 0,070 + 0,013

T10to T20 0,036 + 0,010 0,049 + 0,011 0,056 + 0,011 0,073 + 0,010°
T20to T30 0,037 £ 0,006 0,043 + 0,012 0,056 + 0,007 0,075 + 0,012°
T30 to T40 0,043 +0,006 0,057 +£ 0,021 0,053 + 0,007 0,068 + 0,010
T40 to T50 0,045 + 0,005 0,043 +0,012 0,051 + 0,008 0,057 + 0,009
T50to T60 0,044 + 0,004 0,033 + 0,005 0,041 + 0,010 0,055 + 0,007°

Linstant O (TO) correspond a l'injection d’ovalbumine. Les résultats sont exprimés tels que :
moyenne + ESM. °p < 0,05 vs le groupe BM, bp < 0,05 vs le groupe AD, ‘p < 0,05 vs le groupe
CON.
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3.4 Evolution des parameétres biochimiques sanguins :

L'évolution au cours du temps des principaux parametres biochimiques sanguins est
résumée dans le tableau 3. Il n’existait pas de différence statistique entres les 5 groupes avant
I'induction du choc anaphylactique (T0). Les données concernant le groupe OVA ne sont
reportées en raison de la mort de tous les animaux au bout de 15 minutes empéchant le recueil
des échantillons et la comparaison avec les autres groupes. 60 minutes apres le début du choc,
les seules différences statistiquement significatives entre les groupes concernent la PaCO2, les
concentrations plasmatiques en nitrite et nitrate. Quel que soit le traitement, le choc
anaphylactique était responsable d’une sévere acidose lactique et d’une hémoconcentration
(hémoglobinémie passant de 12,1+ 0,3 a 14,6 £ 0,4 g/dL).

Tableau 3. Parameétres biochimiques plasmatiques, gazométriques et acido-basiques (n = 12
rats/groupe).

Parametres  Temps CON BM AD AD-BM
(min)
pH TO 7,44+0,02 7,41+0,02 7,42+0,01 7,42+0,01
T60 7,44+0,02 7,16+0,07%% 7,17 +0,04%® 7,09 + 0,04
Pco, TO 27,2+1,7 285+17 299+11 30,2+1,2
(mmHg) T60 293+1,4° 17,0+2,0°" 27,0+4,0° 31,8+4,3°
PO, TO 254,5+183 283,3+19,4 294,0+12,4 269,3+15,3
(mmHg) T60 272,2+12,0 289,5+39,2 287,4+28,2 2288+31,1
HCO; TO 17,8+0,7 183+0,7 193+05 189+0,4
(mmol.L™)  Te0 19,4+0,6 70+1,7°% 9,1+0,7° 9,2+1,0¢
Lactate TO 2,7+0,2 2,5+0,2 2,6+0,3 2,7+0,2
(mmol.LY) 160 3,2+0,3 83+0,8“" 70+0,55% 7,6+0,7%
Hb TO 12,3+0,4 12,1403 129+02  12,5+0,2
(g.dl™) T60 12,0£0,3 146:0,4° 149+05° 152405
Glucose TO 13,6+0,4 12,1+1,2 12,5+0,7 142+1,1
(mmol.L™)  Te0 10,1+0,5 11,8+1,5 13,8+16  15,7+2,0°
Na TO 137,2+1,2 137,8+0,9 136,4+0,5 136,6+0,6
(mmol.L™)  Te0 137,0+0,6 138,9+1,9 1379+10 131,4+14
Nitrite T60 2,4+0,8 4,1+1,4 4,1+0,9 8,7 +1,5%¢
(umol.L'?)
Nitrate T60 28,4+1,7 22,4+25° 280+1,6° 31,7+1,7°
(umoI.L'l)

Linstant 0 (TO) correspond a l'injection d’ovalbumine. Les résultats sont exprimés tels que :
moyenne * ESM. Afin d’éviter une spoliation sanguine trop importante avant I'induction du
choc, les concentrations de nitrite et de nitrate n‘ont été mesurées qu’a la fin de
I'expérimentation °p < 0,05 vs le groupe BM, bp < 0,05 vs le groupe AD, ‘p < 0,05 vs le groupe
CON, %p < 0,05 T60 vs TO.
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3.5 Expression de la caspase 3 activée et d’HIF-1a au niveau du cortex cérébral :

60 minutes aprés l'induction du choc anaphylactique, I'expression de la caspase 3
activée était significativement augmentée au niveau du cortex cérébral dans les groupes BM et
AD par rapport au groupe AD-BM. Il n’existait pas de différence significative pour I'expression de
cette protéine entre les groupes AD-BM et le groupe contréle non choqué (figure 4).

Les différences d’expression d’HIF-1la n’étaient pas significatives entre les 3 groupes
traités et le groupe CON. HIF-1a était surexprimé dans les groupes BM et AD, son expression
dans le groupe AD-BM était comparable a celle du groupe CON (figure 4).
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Figure 4. Expression de la caspase 3 activée et d’HIF-1a au niveau du cortex cérébral dans les
groupes Ovalbumine (OVA), Controle (CON), Bleu de Méthylene (BM), Adrénaline (AD) et
Adrénaline associée au Bleu de Méthylene (AD-BM), n = 6 rats par groupe. Les rats OVA
mourraient dans les 15 premiéres minutes, les tissus n‘ont pas été utilisés. *p < 0,05 différences
inter-groupes AD-BM versus BM, &p < 0,05 différences inter-groupes AD versus BM, §p < 0,05
différences inter-groupes AD-BM versus AD, *p < 0,05 différences inter-groupes BM versus CON.
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4. Discussion :

4.1. Résultats principaux :

A notre connaissance, notre travail est le premier décrivant les conséquences hautement
déléteres du choc anaphylactique sur le cerveau et leurs atténuations par trois différents
traitements qui sont utilisés habituellement (adrénaline) ou potentiellement transposables
(bleu de méthylene) chez I’homme en cas de CA.

En situation physiologique, la circulation cérébrale est finement régulée afin de fournir
un débit sanguin adéquat dans les différentes régions du cerveau [23-26]. Le maintien du débit
sanguin cérébral au cours d'une hypotension artérielle, quelle que soit son origine, est
essentielle a I'homéostasie de l'organisme et pour la prévention de lésions cérébrales
irréversibles. Il est supposé, mais pas démontré, que méme dans les états de CA séveres, la
perfusion cérébrale est maintenue [12]. En paralléle, une séveére diminution du débit sanguin
régional est attendue au niveau du muscle squelettique. Nos résultats démontrent que dans le
CA non-traité, la sévere chute du DC empéche toute redistribution de débit sanguin au cerveau,
confirmée par la chute du DSC, et entrainant une hypoxie et des perturbations métaboliques
cérébrales sévéres (fig. 1B, 2A).

Concernant les interventions pharmacologiques pouvant atténuer la diminution du DSC
et de ses conséquences cérébrales néfastes, les principaux résultats de notre étude étaient les
suivants :

(i) dans ce modele de CA létal, 'administration de BM seul allongeait la durée de survie,
mais n‘empéchait pas la constitution de Iésions neuronales, attestées par la libération majeure
de glutamate. Celle-ci était probablement le résultat de la faible amélioration des paramétres
hémodynamiques et de la perfusion tissulaire. Par conséquent, le BM ne peut pas étre
recommandé en monothérapie.

(ii) Ladrénaline, catécholamine recommandée pour le traitement du CA, restaurait
partiellement les parameétres hémodynamiques systémiques et la perfusion cérébrale
prévenant ainsi I'excito-toxicité induite par le glutamate.

(iii) L'association AD-BM, exactement comme I’AD seule, évitait I'excito-toxicité neuronale
et avait un effet additif sur les variables hémodynamiques et sur la prévention de I'ischémie
cérébrale et de 'apoptose neuronale comparée aux traitements administrés individuellement.

(iv) Aucun traitement ne restaurait significativement le DC, ni n‘'empéchait la survenue
de I'ischémie du compartiment musculaire et d’une extravasation microvasculaire.

4.2. Choix, dose, effets du bleu de méthyléne :

Une raison fondamentale de I'étude de I'effet du BM dans le CA repose sur le fait que le
BM a montré un potentiel effet thérapeutique dans les chocs vasoplégiques réfractaires aux
catécholamines associés au sepsis ou au syndrome de réponse inflammatoire systémique
survenant dans des contextes cliniques variés, y compris la chirurgie cardiaque [27-29].
De plus, plusieurs cas cliniques rapportés publiés soutiennent l'intérét clinique de
I'utilisation du BM dans le CA.
Dans la plupart des cas, le BM était administré, soit en bolus, soit en perfusion continue
en association avec I'AD [15]. Dans notre étude, nous avons administré un bolus unique de 3
mg/kg de BM, une dose similaire aux doses thérapeutiques considérées comme efficaces, non-
nocives et utilisées dans d’autres types d’hypotension artérielle réfractaire [30-32]. Bien que
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des doses de 5 a 7,5 mg/kg soient habituellement bien tolérées [15], I'utilisation d’'une dose de
4 mg/kg maximum a été recommandée [33], la dose létale 50 chez le mouton était estimée a 40

mg/kg [34].

Dans notre étude, un bolus unique de BM améliorait significativement la durée de
survie, mais en stabilisant les parametres hémodynamiques a des valeurs basses par rapport a
celles du départ. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par d’autres équipes [18]. Au
cours de notre expérimentation, le traitement par BM seul ne prévenait la survenue, ni d’une
ischémie cérébrale, attestée par la chute de PtiO2c, ni de Iésions neuronales, démontrées par la
libération massive de glutamate (microdialyse in situ). Bien qu’ayant une traduction clinique
insuffisante, ces résultats soulignent clairement I'intérét de la modulation de la voie du NO et
de l'utilisation du BM pour le traitement du CA sévere, comme le suggéraient d’autres
équipes [18, 35].

4.3. Place du bleu de méthyléne dans la modulation de la voie du NO :

Par ailleurs plusieurs études conduites chez différents especes animales ont confirmé
que le NO est un médiateur impliqué de fagon importante dans I'anaphylaxie. De bénéfiques a
déléteres, les effets de la modulation de la voie du NO sur I'état hémodynamique, la dysfonction
d’organe et la survie restent cependant incertains.

Les études menées chez la souris ont rapporté des effets bénéfiques apres
I'administration de NC-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME, un inhibiteur non-sélectif des
isoformes de la NO synthase) a la fois sur I’hypotension artérielle et la survie [15, 17, 36]. Une
étude a démontré l'implication plus particuliere de la NO synthase endothéliale dans
I'anaphylaxie chez cette espéce [14]. Le BM, quant a lui, ne limitait que partiellement le choc
induit par le PAF [14] et ne prévenait pas I’hypotension artérielle du CA a 'ovalbumine [19],
suggérant qu’une partie des effets du NO seraient médiés par des mécanismes indépendants de
I'activation de la guanylate cyclase soluble (annexe 1).

Les études conduites chez le lapin ont rapporté que I'utilisation de L-NAME entrainait
une diminution de la survie par la survenue d’'un bronchospasme aggravé et d’une altération
plus sévere de la fonction cardiaque [37]. Des résultats similaires étaient observés chez le chien
au cours de l'anaphylaxie médiée par les IgE, ou le L-NAME corrigeait la vasodilatation et
I’'hémoconcentration mais n‘améliorait pas la fonction cardiaque [38].

Cela avait été aussi rapporté par notre équipe avec le méme modele d’anaphylaxie chez
le rat Brown Norway que pour la présente étude. Nous avions montré que l'inhibition non-
sélective de la NO synthase (L-NAME) combinée aux blocages des récepteurs a I’histamine et a
la sérotonine atténuait I’hypotension artérielle induite par 'ovalbumine mais n‘améliorait pas la
survie [20]. Dans une autre étude, le 7-nitroindazole, un inhibiteur partiellement sélectif de la
NO synthase neuronale atténuait I’hypotension artérielle au cours du CA chez le rat alors que le
L-NAME et I'aminoguanidine (inhibiteur partiellement sélectif de la NO synthase inductible)
restaient sans effet [39].

Enfin, comme observé dans notre étude présente, une amélioration de la PAM et une
survie prolongée étaient rapportées avec l'utilisation du BM au cours de |‘anaphylaxie
expérimentale chez le lapin [18].

Les différences observées pourraient étre dues en partie a des spécificités d’espece. Il
est probable, méme si cela reste a démontrer, que I'importance de la dysfonction cardiaque soit
différente en fonction des modeles de CA et puisse interférer dans l'interprétation de ces
résultats. En extrapolant a partir des modeles expérimentaux de sepsis et des études chez
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I’'homme, on peut postuler qu’en présence d’une dysfonction myocardique sévere, les
inhibiteurs de la NO synthase pourraient diminuer la survie par une altération surajoutée de la
fonction ventriculaire droite secondaire a une augmentation de la post-charge ventriculaire
droite [40]. D’un point de vue clinique, tous ces résultats n’incitent pas a I'utilisation du BM seul
pour le traitement du CA, principalement a cause de son efficacité limitée. Quant aux
inhibiteurs spécifiques des isoformes de la NO synthase, ils ne sont pas disponibles pour la
pratique clinique.

4.4. Effets de I'adrénaline :

Comme attendu, I'AD, traitement de référence du CA, restaurait partiellement les
parameétres hémodynamiques systémiques et la perfusion cérébrale. Ceci permettait de
prévenir I'ischémie cérébrale et I'excito-toxicité induite par le glutamate, comme le montraient
nos résultats de microdialyse cérébrale. Cependant, 'AD ne permettait pas de normaliser la
disponibilité cérébrale en oxygéne et n’empéchait pas l‘augmentation significative de
I'expression de la caspase 3 et la tendance a l'augmentation de celle d’HIF-1a. Cette
augmentation de [I'expression d’HIF-1la n’atteignait pas une significativité statistique
probablement en raison du prélevement des tissus a une phase trés précoce dans notre
étude [41].

4.5. Effets de I'association bleu de méthyléne-adrénaline :

Dans ce modele d’anaphylaxie létale, un résultat intéressant était ['efficacité
significativement supérieure de |'association d’AD et de BM par rapport a I'AD seule. Malgré
I'absence de normalisation du débit cardiaque, cette association permettait de restaurer la
PAM, le DSC et la disponibilité cérébrale en oxygene. Elle permettait aussi d’éviter
I'augmentation du RLP et du glutamate interstitiels cérébraux ainsi que la surexpression de
caspase 3 et d’HIF-1a. Ces résultats soutenaient 'absence d’ischémie cérébrale sévére.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer l'effet synergique constaté. En dehors des
effets hémodynamiques directs respectifs des molécules utilisées, il existe des interactions
classiquement décrites entre le NO et les catécholamines. La voie du NO intervient dans
I’hyporéactivité vasculaire au cours du choc anaphylactique, de maniere indépendante de
I'AMPc, en faisant intervenir la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (annexe 2). Il existe
un rétrocontrdle entre les catécholamines (via I’AMPc) et la voie du NO. LAMPc inhibe la NO
synthase inductible et la production de NO. Celui-ci diminue quant a lui, la libération et I'activité
biologique des catécholamines. Linhibition non spécifique des NO synthases (NOS) ou de la
NOS neuronale (NOSn) augmente la libération des catécholamines au niveau surrénal chez le
chien [42-44].

D’autres facteurs, directement liés a I'administration concomitante du BM et de I'AD
pourraient étre aussi impliqués. Concernant le traitement par BM seul, la discordance, entre
I'amélioration de la survie et I'absence de reperfusion tissulaire significative et de correction des
anomalies métaboliques pourrait étre liée a des effets du BM indépendant de la voie du NO.
Apres administration systémique, le BM s’accumule rapidement et de facon importante dans le
systeme nerveux [45]. Il a été utilisé comme agent neuroprotecteur dans les encéphalopathies
induites par les médicaments, les démences et les troubles maniaco-dépressifs [41, 46, 47]. De
plus le BM présentait des propriétés prometteuses de cardio et de neuroprotection dans un
modéle expérimental d’arrét cardiaque. Il était efficace a la fois pour diminuer les conséquences
du syndrome d’ischémie-reperfusion et pour augmenter la survie a court-terme aprés la
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récupération d’une activité circulatoire spontanée [48, 49]. Le bleu de méthyléne exerce un
effet neuroprotecteur par la régulation de I'expression de la guanylate cyclase et par divers
processus biologiques allant de I'inhibition de I'apoptose avec la restauration des mécanismes
de traduction jusqu’a la reprise du trafic fonctionnel intracellulaire et I'activation de génes de
réparation/régénération cérébrales aussi bien que I'induction de protéines neuroprotectrices
essentielles [50].

4.6. Discordance entre la correction de la PAM et du DC :

Un autre résultat important de notre étude concerne la discordance entre la correction
de I'hypotension artérielle et la persistance d’'un DC trés bas apres traitement du CA. Les
conséquences de cette discordance étaient illustrées par la persistance d’'une hypoxie
musculaire et cérébrale et par leurs conséquences métaboliques délétéres (augmentation du
RLP et de la libération de glutamate). Pour la pratique clinique, cette observation suggere qu’en
I'absence de monitorage du DC, la correction partielle ou compléte de I'hypotension artérielle
ne permet pas de présager d’'une amélioration parallele du DC, celui-ci pouvant rester, malgré
tout, bas.

A plus forte raison dans les cas de CA réfractaire au traitement conventionnel ou la
restauration de la PAM est tres insuffisante, le DC pourrait rester tres bas et exposer les patients
a un risque de lésions cérébrales séveres.

Cet état de choc réfractaire pourrait étre expliqué, soit par une hypovolémie sévere
(démontrée dans notre étude par I’hémoconcentration), une cause possible chez les patients
sans cardiopathie préexistante, soit par une dysfonction cardiaque aiglie sévere [4].
L'hypovolémie efficace qui se constitue au cours du choc anaphylactique est entrainée par la
vasodilatation et l'extravasation liquidienne (augmentation de la perméabilité vasculaire)
induites par les médiateurs de l'anaphylaxie. La dysfonction cardiaque est démontrée chez
I'homme et le chien, mais le retentissement est variable et la distinction difficile entre une
dysfonction primitive ou secondaire a la chute du retour veineux, a la vasoconstriction
pulmonaire et a I'ischémie myocardique [13]. D’autres traitements, en dehors de I'adrénaline,
devraient étre entrepris dans ces situations.
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4.7. Limites de I’étude :

Dans cette étude, nous n’avons pas observé de variation conséquente des
concentrations plasmatiques de nitrite en fonction des différents traitements administrés. Ces
résultats sont en accord avec ceux d’études précédentes. La production de NO a pu étre
détectée grace a une électrode spécifique au niveau tissulaire dans un modele d’anaphylaxie
systémique chez le lapin [37], mais pas au niveau plasmatique [18]. L'absence d’augmentation
des concentrations plasmatiques en nitrate était également rapportée dans un modele de CA
induit par le composé 48-80 chez le cochon [27]. Des résultats similaires ont été obtenus chez
I’'homme, chez qui 'augmentation de la production de NO était détectée dans l'air exhalé [51],
alors qu’aucune augmentation significative des niveaux de NO n’était détectée dans le
plasma [52]. Lensemble de ces données suggerent que la production de NO peut étre mesurée
au niveau tissulaire mais pas au niveau plasmatique.

Une autre limite potentielle est I'absence d’expansion volémique a proprement parler.
Elle se limitait a I'injection d’un bolus d’1 ml de sérum physiologique suivie d’'une perfusion
continue a 10 ml.kg.h™". Nous avions choisi de ne pas réaliser d’expansion volémique massive
afin de ne pas interférer sur I'étude de l'effet propre de chacun des différents traitements et
pour ne pas avoir a multiplier le nombre de groupes.

D’autres études sont nécessaires pour identifier les mécanismes expliquant les effets
bénéfiques potentiels de I'association AD-BM. Bien que le recours au BM dans les cas de CA
réfractaires au traitement conventionnel ne puisse pas étre recommandé formellement, son
utilisation pourrait étre reconsidérée dans certaines situations critiques.

4.8. Perspectives :

Lexpansion volémique en association a I'adrénaline est le traitement recommandé du
choc anaphylactique [1]. D’autres études sont nécessaires pour juger de la persistance de l'effet
bénéfique additif du BM lorsqu’on l'associe a une expansion volémique.

Le type de soluté de remplissage pourrait avoir aussi un impact sur l'efficacité de la
réanimation de ce choc. Cette question a fait I'objet d’un autre travail (en cours de publication)
de notre équipe, avec le méme modele Iétal de choc anaphylactique que pour cette étude. Les
animaux étaient randomisés en cing groupes: un groupe non-traité, un autre recevant de
I'adrénaline sans remplissage vasculaire, un autre de I'adrénaline et du sérum salé isotonique,
un autre de l'adrénaline et de I’hydroxyethylamidon et le dernier de l'adrénaline avec
I'association hydroxyethylamidon-sérum salé hypertonique. Nous avons conclu que la solution
d’hydroxyethylamidon était le soluté le plus efficace en association avec l'adrénaline pour
restaurer le débit cardiaque et le seul permettant de restaurer la disponibilité en oxygéne et de
préserver le métabolisme aérobie au niveau d'un compartiment adaptatif (le muscle
squelettique). Lassociation hydroxyethylamidon-sérum salé hypertonique, malgré sa durée
d’administration la plus courte et son fort pouvoir osmotique (pouvant potentiellement
contrecarrer |'extravasation liquidienne massive) ne montrait qu’une efficacité tres relative,
probablement liée au faible volume administré et a I'augmentation de la perméabilité capillaire.

Lexpansion volémique n’est qu’un traitement symptomatique de I’"hypovolémie efficace,
I’évaluation de traitements spécifiques visant a corriger I’hyperperméabilité capillaire pourrait
étre intéressante, en ciblant les aquaporines par exemple [53].
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Dans l'optique de prolonger la survie et ainsi d’évaluer les effets des traitements a plus
long terme sur les organes nobles, une autre perspective de ce travail serait d’améliorer le
traitement du choc anaphylactique en associant I'expansion volémique (sérum salé isotonique
ou hydroxyethylamidon) a un vasoconstricteur (adrénaline, vasopressine) et a un agent
pharmacologique inhibant les conséquences des cascades d’activation cellulaires induites par
les médiateurs de I'anaphylaxie (inhibiteur des tyrosines kinases [14, 54] ou du PAF [55] ou des
récepteurs a I’histamine [55, 56]).

Chez la souris non anesthésiée, le choc induit par I'administration de PAF dépend de Ila
production de NO par la NOSe phosphorylée et non pas par la NOSi. La NOSe peut étre activé
directement par phosphorylation, sans liaison du complexe calcium-calmoduline, par la voie
PI3K/Akt. Cette voie est activée par des tyrosines kinases, des protéines G couplées aux
récepteurs ou par des forces mécaniques (shear stress). La méme équipe a démontré, toujours
chez la souris non anesthésiée, avec un modele de choc anaphylactique par sensibilisation au
BSA ou a l'ovalbumine, la méme implication de la NOSe et de PI3K, au niveau de différents
parameétres : I’hypotension artérielle, I’hypothermie et la perméabilité vasculaire induites par le
choc. Dans ce modeéle de choc anaphylactique, les auteurs ont démontré I'implication
supplémentaire d’Akt. Une fois activé, PI3K génére du phosphatidylinositol 3, 4, 5-trisphosphate
(PIP3), responsable du recrutement et de l|'activation d’Akt (protéine kinase B), lui-méme
activant plusieurs voies de transduction du signal dont la NOSe [14].
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5. Conclusion :

Nos résultats suggérent que l'association bleu de méthyléne-adrénaline, mais pas le bleu
de méthylene en monothérapie pourrait avoir des effets bénéfiques dans le choc
anaphylactique sévere. Seule I'association bleu de méthyléne-adrénaline permettait de prévenir
I'apoptose neuronale. Les mécanismes responsables de ces effets restent a identifier. D'autres
études sont nécessaires pour confirmer ces résultats en y associant I'expansion volémique.

Par ailleurs, concernant la prise en charge thérapeutique du choc anaphylactique, la
dissociation entre la correction de la pression artérielle moyenne et le maintien d’un débit
cardiaque trés bas expose le sujet a un risque persistant d’hypoperfusion systémique et
neurologique. En effet, malgré les mécanismes d’autorégulation du débit sanguin cérébral,
I'ischémie, I'hypoxie et les dysfonctionnements métaboliques cérébraux sont aussi des
caractéristiques majeures du choc anaphylactique.
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Annexes :

Annexe 1 : Schéma des différents mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans
la vasorelaxation induite par le NO [57].
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Annexe 2 : Schéma général des voies de signalisation des catécholamines et du NO pour la
régulation de la contractilité la cellule musculaire lisse [58].
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RESUME DE LA THESE :

CONTEXTE : L'hypotension sévére au cours du choc anaphylactique (CA) peut étre réfractaire a
I'adrénaline (AD) et compromettre 'oxygénation et le métabolisme cérébraux et ainsi contribuer
a la morbi-mortalité de cette pathologie. Cet état réfractaire a I'AD pourrait étre corrigé par les
inhibiteurs de la voie du NO comme le bleu de méthylene (BM). L'objectif de ce travail était de
comparer les effets systémiques et régionaux (muscle et cerveau) de I'AD et du BM, administrés
seuls ou en association dans un modele murin de CA.

MATERIEL ET METHODE : Aprés sensibilisation a I'ovalbumine (OVA), un choc anaphylactique
était induit par injection intraveineuse. Les animaux (n=60) recevaient, soit du sérum
physiologique (groupe OVA), soit 3 mg/kg de bleu de méthyléne en bolus (groupe BM), soit de
I'adrénaline (groupe AD), soit I'association des deux traitements (groupe AD-BM). Des rats
controles ne recevaient pas d’'OVA (groupe CON). La pression artérielle moyenne (PAM), le débit
cardiaque (DC), le débit sanguin cérébral (DSC), la pression partielle en oxygéne musculaire
(PtiO,m) et cérébrale (PtiO,c) et le ratio lactate/pyruvate interstitiel musculaire (RLPm) et
cérébral (RLPc) étaient mesurés. Lexpression de la caspase 3 activée et d’HIF-1a était mesurée
dans le cortex cérébral par western-blot.

RESULTATS : Sans traitement, les rats mourraient au bout de 15 minutes d’une chute sévére du
DC et de la PAM, alors que les rats traités survivaient jusqu’a la fin de I'expérimentation. Le BM
seul, augmentait la durée de survie, mais sans restaurer I'état hémodynamique, ni la perfusion
tissulaire et sans prévenir la souffrance neuronale. LUAD restaurait partiellement I'état
hémodynamique et la perfusion cérébrale prévenant I'excito-toxicité induite par le glutamate.
Par rapport a I'AD seule, I'association AD-BM évitait I'excito-toxicité neuronale et avait un effet
additif a la fois sur les parametres hémodynamiques et pour la prévention de l'ischémie
cérébrale. Aucun traitement ne restaurait significativement le DC, ni n‘empéchait I'ischémie
musculaire et I'extravasation capillaire.

CONCLUSION: Le CA induit de séveres perturbations du DSC malgré la correction de
I’hypotension artérielle. LAD doit étre encore considérée comme l'agent vasoconstricteur de
premiere intention pour le traitement du choc anaphylactique. Lassociation AD-BM était le
traitement le plus efficace pour prévenir I'ischémie cérébrale et pourrait étre utile dans les CA
réfractaires a I'’AD.
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